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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Naturstoffe aus Myxobakterien verfligen ber eine hohe strukturelle Diversitdt und ein
immenses  Spektrum  biologischer  Aktivitdten. Die nahere Betrachtung ihrer
physiologischen und biochemischen Hintergriinde fihrt h&ufig zur Erkennung und
Aufklarung aullergewohnlicher Biosynthesewege und metabolischer Zusammenhénge.

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit den kirzlich in einem LC-MS-Screening
identifizierten methylierten Biscatecholat-Siderophoren Methylmyxochelin A und B aus
Myxococcus xanthus DK1622. Ein biochemisches und aktivitatsbasiertes Screening des
Proteinextrakts kombiniert mit einer MALDI-TOF-MS-Analyse und heterologer
Expression von Zielproteinen flhrte zur Entdeckung und Charakterisierung der ersten
beschriebenen  Siderophor-Catechol-O-Methyltransferase, welche eine  Spezifitat
gegentber Myxochelin A zeigte. Ausgehend von Produktionsanalysen und in Kooperation
durchgefiihrten koordinationschemischen Analysen wurde eine Hypothese zur Funktion
von Methylmyxochelinen in der Eisenhomdostase formuliert.

Der zweite Teil beschreibt die LC-MS-basierte Identifizierung und Isolierung der neuen
myxobakteriellen Sekundarmetabolitfamilien Thaxteramide aus Jahnella thaxteri SBSr007
sowie Chondrodepside und Chondrosaride aus Chondromyces sp. SBCm009. Uber in
silico-Analysen konnten zwei PKS/NRPS-Biosynthesegencluster der Thaxteramide
gefunden und spezifiziert werden. Fur die Chondrodepside und Chondrosaride wurden

hypothetische Biosynthesemodelle aufgestellt.
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Abstract

Abstract

Natural products from myxobacteria possess a highly structural diversity and an immense
spectrum of biological activities. Closer inspection of their physiological and biochemical
background frequently leads to the identification and elucidation of extraordinary
biosynthetic pathways and metabolic relationships.

The first part of this work addresses the methylated biscatecholate siderophores
Methylmyxochelin A and B from Myxococcus xanthus DK1622 recently identified in a
LC-MS-screening. A biochemical and activity-based screening of the protein extract
combined with MALDI-TOF-MS analysis and heterologous expression of target proteins
led to the discovery and characterization of the first described siderophore catechol-O-
methyltransferase exhibiting high specificity towards Myxochelin A. Based on production
analyses and analyses of the coordination chemistry performed in cooperation an
inferential hypothesis for the function of Methylmyxochelins in iron homeostasis was
postulated.

The second part describes the LC-MS-based identification and isolation of the novel
myxobacterial secondary metabolite families Thaxteramides from Jahnella thaxteri
SBSr007 as well as Chondrodepsides and Chrondrosarides from Chondromyces sp.
SBCmO09. Via in silico-analyses two PKS/NRPS biosynthetic gene clusters for
Thaxteramides were detected and specified. For Chondrodepsides and Chrondrosarides

hypothetical biosynthetic models were proposed.
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1. Einleitung

1.1. Myxobakterien

1.1.1. Eine allgemeine Einfiihrung

Roland Thaxter beschrieb 1892 erstmalig eine Gruppe von Mikroorganismen als
Myxobakterien, auf die er wahrend des Sammelns von Pilzen als auf verwesendem Holz
wachsende, in einem starken Orange erscheinende Lebensformen aufmerksam wurde.
Bereits 1809 wurde das erste Myxobakterium Polyangium vitellinum von H.F. Link
entdeckt, doch aufgrund des pilzahnlichen Habitus seiner Kolonien als Gastromyzet falsch
eingeordnet. So war es Thaxter, der die Einzeller erstmals als Bakterien klassifizierte'?.

Die gramnegativen, nicht phototrophen, Eubakterien stellen 3 - 15 um lange Stdbchen mit
einem Durchmesser von 0,6 - 1 pm dar. Pathogene Arten sind bislang nicht bekannt>*. Sie
bilden die Ordnung der Myxococcales in der Klasse der &-Proteobakterien, deren Zweig
vor ca. 750 - 1100 Millionen Jahren entstand. Heute werden die drei Unterordnungen
Cystobacterineae, Sorangiineae und Nannocystineae unterschieden, die zusammen mehr
als 20 Gattungen beinhalten, darunter auch anaerobe (Pyxidicoccus spp.) und marine
(Haliangium spp., Plesiocystis spp.) Arten®®. Myxococcus xanthus gehért neben
Sorangium cellulosum, Stigmatella aurantiaca und Chondromyces spp. zu den am besten

untersuchten Vertretern'®?,

Ihren herausragenden Eigenschaften und Fahigkeiten
verdanken Myxobakterien weltweit die Aufmerksamkeit von Mikrobiologen,
Biotechnologen, Molekularbiologen und Naturstoffforschern aus verschiedenen
Disziplinen. Hierzu zéhlen zundchst ihr ,,soziales Verhalten und ihre morphologische
Wandelbarkeit, die letztlich vor mehr als 200 Jahren zu ihrer Entdeckung fuhrten. Als
Bodenbakterien gleiten sie auf Oberflachen und kriechen damit zu ihrer Nahrung, da sie
keine Flagellen besitzen und nicht schwimmen®*? (Abbildung 1-1). Dieser Prozess kann
als eine relativ langsame Bewegung entlang der Zellachse verstanden werden, die bei M.
xanthus zu einer Fortbewegungsgeschwindigkeit von 2 - 4 pm/min fihrt***. Der Vorgang
der Gleitbewegung einer einzelnen Zelle wird als A-motility bezeichnet. Durch Sektretion
von polysaccharidhaltigem Schleim aus ringférmigen Strukturen an den Zellpolen wird die
Zelle in Bewegungsrichtung geschoben, indem immer nur ein Pol aktiv Schleim
sezerniert™***_ Der Name Myxobakterien (griechisch: myxo- = Schleim-) leitet sich von
dieser Eigenschaft ab™®. Da die reine Schleimsektretion nicht als fiir die Fortbewegung

ausreichende Antriebskraft angesehen wird, wurden weitere Modelle beschrieben und
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1. Einleitung

experimentell bestétigt. Fokale Adhasionskomplexe sollen mit Motorproteinen des
Zytoskellets verbunden sein, extrazellular am Substrat (Untergrund) haften und so die
Zelle nach vorne ziehen. Andererseits sollen sich Motorproteine helikal entlang des
Zytoskellets bewegen und zu einer Wellenbewegung der Zelle fihren®. Firr beide Modelle
existieren Belege und wahrscheinlich ist das Gleiten der Myxobakterien ein gemeinsamer
Prozess mehrerer dieser Faktoren. Insgesamt bedarf es jedoch der Zelle einer gewissen
Flexibilitat, die durch ein ungewdhnliches Muropeptidprofil der Zellwand zu erkléren ist*®.
Neben dem Gleiten findet eine kooperative Bewegung von Zellgruppen statt, die als
Schwérmen bezeichnet wird®. Typ IV-Pili am vorderen Zellpol, die ein vielfaches langer
als die Zelle selbst sein kénnen, binden an Fibrillen (extrazellulére Polysaccharide und O-
Antigen) der vorangehenden und benachbarten Zellen und vernetzen diese miteinander™>*°.
Durch Zusammenziehen der Pili kommt es zu einer Vorwartsbewegung von
Zellverbanden, der sogenannten S-motility, wobei die hinteren Zellen der Schleimspur der
vorderen Zellen folgen. Anstatt eines kontinuierlichen Schwéarmens wird eine
Bewegungsumkehr (bei M. xanthus alle 7 - 8 min) erkannt. Durch Umkehr der
Zellpolaritat (Pili am fuhrenden, Schleimsekretion am hinteren Zellpol) wird eine
koordinierte, rhythmische Wellenbewegung des Schwarmes erreicht, die Zellkollisionen

verhindert und Richtungskorrekturen ermaglicht'*™®.

Abbildung aus urheberrechtlichen Griinden entfernt.
Zur Ansicht der Originalabbildungen entsprechend unten angegebener Reihenfolge siehe:
e  http://www.nature.com/nrmicro/journal/v5/n11/full/nrmicro1770.html
DOI: 10.1038/nrmicro1770 (Referenz-Nr. 14, Figure 3)
e  http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0966842X01019485
DOI: 10.1016/S0966-842X(01)01948-5 (Referenz-Nr. 17, Figure 2)
e  http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527407001373
DOI: 10.1016/j.mib.2007.09.012 (Referenz-Nr. 18, Figure 1b)

Abbildung 1-1: Gleiten und Schwarmen von M. xanthus: Modell der A-motility infolge Schleimsekretion,
Adhéasionskomplexen und Pili** (links, Erklarung siehe Text); tiber Fimbrien vernetzte Zellen'” (rechts oben)
bilden einen kooperativ gleitenden Schwarm?® (rechts unten, S-motility)


http://www.nature.com/nrmicro/journal/v5/n11/full/nrmicro1770.html
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0966842X01019485
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527407001373
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Das Schwérmen bildet die Grundlage fir einen einzigartigen und komplexen
Lebenszyklus, der den Fortbestand der jeweiligen myxobakteriellen Spezies unter
kritischen Bedingungen ermdglicht. Bei Nahrungsmangel schwérmen Zellen zu
Aggregaten zusammen. Diese Aggregate bilden unter Lyse von 80 - 90 % der Zellen
Fruchtkorper, welche einfache und kugelformige (M. xanthus), aber auch sehr komplexe
und verzweigte Strukturen (Stigmatella erecta, Chondromyces crocatus) annehmen
kdnnen, die mit bloRem Auge wahrnehmbar sind (Abbildungen 1-2 und 1-3). Fruchtkdrper
bestehen aus bis zu 10° - 10° Zellen und tragen Sporangien, in denen die urspriinglich

vegetativen Zellen zu kiirzeren und dickeren Sporen differenzieren®>1%22,

Abbildung aus urheberrechtlichen Griinden entfernt.
Zur Ansicht der Originalabbildungen entsprechend unten angegebener Reihenfolge siehe:
e  http://www.nature.com/nature/journal/v441/n7091/full/441291a.html
DOI: 10.1038/441291a (Referenz-Nr. 22, Figure 1)
e  http://pubs.rsc.org/en/Content/ArticleLanding/2009/NP/b817073h#!divAbstract
DOI: 10.1039/B817073H (Referenz-Nr. 21, Figure 1b + ¢)

Abbildung 1-2: Fruchtkérper von Myxococcus xanthus® (links), Stigmatella erecta® (Mitte)
und Chondromyces crocatus® (rechts)

Myxosporen sind von einer diinnen Kapsel umgeben und resistent gegen Hitze, Ultraschall
und UV-Licht. So bleiben sie unter Laborbedingungen auf Filterpapier gelagert nach 10 -
25 Jahren keimfahig und (berleben sogar eine Hitzebehandlung bei 140 °C Uber 30
Minuten®®. Bei ausreichender Nahrungsversorgung werden die Myxopsoren aus den
Fruchtkorpern freigesetzt und differenzieren wieder zu vegetativen Zellen. Die kooperative
Zellbewegung und eine multizelluldre Organisation zur Fruchtkdrperentwicklung bediirfen
einer interzelluliren Kommunikation, die den Myxobakterien ein ,,soziales Verhalten*
zuspricht'®. Ein Chemosensorsystem, welches der Chemotaxis von E. coli ahnelt,
kontrolliert den Prozess des Schwérmens und der Zellumkehr und wird reguliert durch die

Frz (=frizzy)-Gene'**®,

Desweiteren verleiht das sogenannte A-Signal, das im
Wesentlichen aus Proteasen, Peptiden und Aminoséuren zusammengesetzt ist, den Zellen
die Fahigkeit des Quorum sensing (zelldichteabhéngige Regulation der Genexpression).
Das C-Signal, ein Oberflachenprotein, bewirkt bei Zellkontakt die Expression

verschiedener weiterer Signale (z.B. FruA) und fihrt letztlich zur Aggregation,
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15,16,23

Fruchtkorperentwicklung und Sporulation AuBerdem spielen Enzyme der

Biosynthese verzweigtkettiger Fettsauren, das Pheromon Stigmolon und die Gruppe der

DKxanthene bei der Morphogenese und Zelldifferenzierung eine Rolle®*%.

Abbildung aus urheberrechtlichen Griinden entfernt.
Zur Ansicht der Originalabbildung siehe:

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v5/n11/full/nrmicro1770.html

DOI: 10.1038/nrmicro1770 (Referenz-Nr. 14, Figure 1)

Abbildung 1-3: Der myxobakterielle Lebenszyklus™

Um sich die Substrate der terrestrischen Umgebung als Nahrungsquelle zu Nutze zu
machen, die in der Regel nicht als gel6ste niedermolekulare Substanzen vorliegen,
sezernieren Myxobakterien Exoenzyme, z.B. Proteasen, Nukleasen, Lipasen und
Glukanasen®. Damit sind sie in der Lage, Makromolekiile wie Cellulose, Starke, Chitin,
Agar und Pepton abzubauen und deren monomere Einheiten aufzunehmen®.
Erstaunlicherweise sind die Nahrungspraferenzen oft artspezifisch, was eine
Herausforderung an die Kultivierung unter Laborbedingungen darstellt. So bauen
Sorangium cellulosum Cellusose und Stigmatella aurantiaca Chitin ab, wahrend

816 Diese

Myxococcus xanthus Aminosduren aus Pepton zur Gluconeogenese nutzt
Fahigkeiten sind nicht nur auf totes Material begrenzt, sogar lebende Zellen von
Eubakterien und Hefen werden zersetzt?. Beispielsweise lysiert M. xanthus lebende
Kolonien von Azotobacter spp..

Durch diese Art der Nahrungsgewinnung haben sich Myxobakterien zahlreiche
Lebensrdume erschlossen. Man findet sie in unterschiedlichsten sauren bis hin zu

alkalischen Bdden, in Mooren, auf Rinden, Blattern, verwesendem Pflanzenmaterial und
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sogar im Kot von Pflanzenfressern. Verbreitet sind sie in allen Klimazonen. Zahlreiche
Arten aus Regionen der tropischen Regenwaélder, der Subtropen, des Mittelmeerraumes,
der mitteleuropéischen Waélder und der Alpen aber auch aus klimatisch extremen Gebieten
wie Arktis, Antarktis und Wiisten (z.B. Sahara) sind beschrieben worden*®. Wie bereits zu
Beginn erwahnt, konnten in neuerer Zeit ebenfalls marine Formen isoliert werden.

Eine weitere Besonderheit der Myxobakterien sind die GroRen ihrer Genome mit einem
hohen GC-Anteil (67 - 75 %): 9,1 Mbp bei M. xanthus DK1622, 10,2 Mbp bei S.
aurantiaca DW4/3-1 und 13,0 Mbp bei S. cellulosum So ce56. Letzteres stellt das bisher
grolite bekannte bakterielle Genom dar. Die Chromosome anderer &-Proteobakterien
beinhalten gerade einmal zwischen 3,6 und 5 Mbp?**°. Die Ausdehnung der Genome ist
unter anderem dadurch begrindet, dass ein entscheidender Teil der genetischen
Information dem Sekundarmetabolismus und dem komplexen Entwicklungszyklus dieser
Einzeller zugesprochen wird. Auch gibt es Hinweise darauf, dass die Biosynthese von
Sekundarmetaboliten eine Funktion in der Zelldifferenzierung und -kommunikation

besitzt!3133,

1.1.2. Myxobakterien als Quelle biologisch aktiver Naturstoffe

Mit der Isolierung des Morphins durch Friedrich Sertiirner 1803 als ersten charakterisierten
pharmakologisch aktiven Naturstoff erlangten chemisch definierte Substanzen, die aus
Organismen gewonnen werden, eine ernorme Bedeutung als reichhaltige Quelle fur die
Entwicklung von Therapeutika®. Von 1981 bis 2006 waren 34 % der eingesetzten
Arzneistoffe Naturstoffe oder daraus abgeleitete Strukturderivate®. Spatestens mit der
Entdeckung des Penicillins duch Alexander Fleming 1929 erdffneten auch
Mikroorgansimen neue Mdglichkeiten zur Nutzung biologisch aktiver Metabolite in der
Pharmakotherapie®. Dabei werden mikrobielle Naturstoffe und deren Abkémmlinge
vorwiegend als Antibiotika, Antimykotika, Virostatika, Zytostatika, Immunsuppressiva,
bei Diabetes, Hypertonie, Hypercholesterinamie und Malaria eingesetzt®’*. Neben
Penicillin z&hlen zu den prominentesten Vertretern Erythromycin, Vancomycin,
Amphotericin B, Cyclosporin A, Doxorubicin, Bleomycin A, und Lovastatin®*. 70 % der
bekannten mikrobiellen Naturstoffe stammen aus Actinomyceten, 18 % aus Pilzen und 6,5
% aus Bacillus spp.. Mit annahernd 5 % tragen Myxobakterien ihren Anteil hierzu bei und
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gehdren mit den Cyanobakterien zu den einzigen beiden neuen bedeutsamen Gruppen
mikrobieller Naturstoffproduzenten seit den 1950ern**. Da jedoch deren Erforschung
hinsichtlich aktiver Sekundarmetabolite erst relativ spat begann, besitzen sie ein grof3es
Potenzial, Leitsubstanzen fir die Pharmakonentwicklung hervorzubringen. Ambruticin,
das erste isolierte myxobakterielle Antimykotikum, wurde erst 1977 beschrieben®.
Inzwischen wurden ca. 7500 myxobakterielle Stdamme untersucht und mehr als 100 neue
Grundstrukturen sowie tiber 500 Derivate gefunden und charakterisiert**.

Abbildung 1-4 gibt eine Auswahl biologisch aktiver Sekundarstoffe wieder, die aus
Myxobakterien isoliert und charakterisiert werden konnten. Zu den antibiotisch aktiven
Vertretern zéhlt Etnangien, welches die bakterielle RNA- und DNA-Polymerase hemmt
und eine Wirkung gegeniiber grampositiven Bakterien, darunter auch Mycobakterien zeigt.
Bemerkenswert sind seine antiviralen Eigenschaften gegen HIV-1*“®. Thuggacin greift in
den Elektronentransport der bakteriellen Atmungskette ein und konnte ein
vielversprechender Kandidat bei der Behandlung von Tuberkulose sein, da es gegenuber

deren Erreger Mycobacterium tuberculosis aktiv ist*"*®

. Wahrend Althiomycin den
Peptidyltransfer der Translation bei der ribosomalen Proteinbiosynthese hemmt, verhindert
Myxovirescin  den Einbau von  N-Acetylglucosamin  bei der bakteriellen

Zellwandsynthese**>3,

Saframycin  Mx1 ist ein Antibiotikum mit einem breiten
Wirkspektrum gegeniber zahlreichen grampositiven und einigen gramnegativen Bakterien
und beeinflusst deren Zellteilung auf DNA-, RNA- und Proteinbiosynthese-Ebene.

Zur Gruppe der Sekundarmetabolite mit antimykotischer Wirkung gehéren Myxalamid,
Myxothiazol, Aurachin und Stigmatellin, welche die unterschiedlichen Enzymkomplexe
der mitochondrialen Elektronentransports als Angriffspunkte innehaben und allesamt

Atmungsketten-Inhibitoren darstellen®®

. Leupyrrin hingegen unterbindet die pilzliche
DNA-Replikation, Trankskription und Translation®. Mit iiber 50 Derivaten stellen die
Soraphene die bisher grofite Naturstofffamilie aus Myxobakterien dar. Soraphen ist ein
Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) - Inhibitor und unterbindet damit die Fettséure-
biosynthese. Interessanterweise hemmt es nur die pilzliche und nicht die pflanzliche oder
bakterielle ACC und qualifizierte sich damit fur den Einsatz als potenzielles
Pflanzenschutzmittel. Toxizitatsuntersuchungen der Firma Ciba-Geigy offenbarten seine
Teratogenitat, auch allergische und Entziindungsreaktionen wurden erkannt, so dass die

Weiterentwicklung Soraphens letztlich gestoppt wurde®*®,
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Zytotoxische myxobakterielle Naturstoffe stellen chancenreiche Leitstrukturen fir die
Entwicklung antineoplastischer Verbindungen in der Krebstherapie dar. Taxane und
Vincaalkaloide haben ihren Nutzen diesbezuglich durch den Apoptose einleitenden
Eingriff in das eukaryotische Zytoskelett bewiesen®. Eine biologische Aktivitat, die auf
das Zytoskellet gerichtet ist, besitzen die Sekundarmetabolite Chondramid, Chivosazol,
Disorazol, Tubulysin, Epothilon und Apicularen. Wahrend Chondramid die Polymerisation
von Actin induziert und es stabilisiert, depolymerisiert Chivosazol Actin® 3. Epothilon
induziert die Tubulinpolymerisation und beweist auch gegeniber Paclitaxel-sensitiven
Tumorzellen zytotoxische Aktivitat. Das semisynthetische Derivat Ixabepilone (Ixempra®)
wurde 2007 durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung von
metastasierendem, Taxan-, Anthrazyklin- oder Nukleotidanaloga-resistentem Brustkrebs

zugelassen”™"".

Tubulysin, seine biosynthetische Zwischenstufe Préatubulysin (nicht
gezeigt) und das hoch zytotoxische Disorazol hemmen die Tubulinpolymerisation und
depolymerisieren  Mikrotubuli.  Desweiteren zeigt Tubulysin antiangiogenetische
Eigenschaften. Préklinische Tests mit Tubulysin- und Disorazol-Derivaten scheinen

erfolgsversprechend hinsichtlich deren Weiterverfolgung’®®

. Apicularen stort bereits
friher die Funktionalitat der Mikrotubuli, da es die Tubulinbiosynthese herunterreguliert.
AuRerdem hemmt es V-ATPasen (ATPasen der Vakuolen), essentielle regulatorische
Elemente der Kompartimente und damit neue Zielstrukturen in der Krebstherapie®*®®. Ein
weiterer Angriffspunkt fir zytostatische Arzneistoffe ist das Proteasom, welches den
Abbau zellulérer Proteine reguliert und bewirkt. Proteasom-Inhibitoren wie Bortezomib
(Velcade®) sind Apoptose-induzierend. Das zusétzlich immunsuppressive Argyrin hemmt
nachweislich das Proteasom durch einem dem Bortezomib &hnlichen Mechanismus und
riickte die Substanz in den Fokus klinischer Untersuchungen®*°. Das Antibiotikum
Saframycin Mx1 besitzt ebenfalls zytotoxische Eigenschaften, indem es an die DNA
bindet®. Ein der Zytotoxizitdt zugrundeliegender Mechanismus konnte fiir einige
Sekundarmetabolite nicht bestimmt werden, so z.B. bei den Myxochromiden und den
antimykotisch aktiven Spirangienen. Fr letztere koénnte eine Hemmung der IL-8-
Expression einen kausalen Zusammenhang ergeben®**.

Es wurde bereits erwéhnt, dass Sekundarstoffe auch in der Zellkommunikation und
Fruchtkorperentwicklung eine Rolle spielen, zu denen die DKxanthene und das Pheromon
Stigmolon zahlen®?. Siderophore, wie Myxochelin A, gewahrleisten die Regulation der

myxobakteriellen Eisenhomoostase und damit einen balancierten Zellstoffwechsel®®. Auf
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diese Prozesse wird im zweiten Teil dieser Arbeit eingegangen werden. Myxocheline sind
antibiotisch sowie antiviral aktiv (Cytomegalievirus) und hemmen die Tumorinvasion
womoglich durch Hemmung von Matrix-Metalloproteasen® 2.

Die getroffene Auswahl wichtiger Vertreter zeigt eindrucksvoll das Potenzial
myxobakterieller ~ Naturstoffe beziiglich deren  Funktion bzw. therapeutische
Anwendungsmaoglichkeiten. Die Zahl neu isolierter Substanzen wéchst stetig und damit
das Spektrum interagierender Zielstrukturen. Schlielich sei angemerkt, dass
Myxobakterien auch zur Biosynthese von Karotinoiden, Steroiden und Terpenoiden

befahigt sind*291°1

1.2. Die Biosynthese von Polyketiden und nichtribosomalen Peptiden

Der Hauptteil der Sekundarmetabolite aus Myxobakterien, die bereits vorgestellten
eingeschlossen, werden durch Polyketidsynthasen (PKS) und nichtribosomale
Peptidsynthetasen (NRPS) biosynthetisiert'®?. Diese multifunktionellen Enzyme vereinigen
mehrere Kkatalytische Aktivitaten in einem Polypeptid und werden aufgrund der enormen
GroRe von bis zu 2 MDa, die einige Vertreter besitzen, auch als Megasynthasen

bezeichnet?1%%1%4,

Grundlegend ist beiden Enzymklassen der Aufbau komplexer
Strukturen nach dem Baukastenprinzip durch aufeinanderfolgende Polykondensation von
monomeren Einheiten, kurzkettige Carbonsduren und Aminosduren aus dem
Primarstoffwechsel, zu Polyketiden resp. Peptiden gemein. Dabei wird eine enorme
Strukturdiversitat nicht nur dadurch realisiert, dass mehrere Hundert bekannte Monomere
theoretisch kombinierbar sind, sondern auch indem das Polyketid- bzw. Peptidruckgrat
wahrend und nach der Synthese biochemisch modifiziert werden kann'®*%. PKS- und
NRPS-Multienzyme bestehen aus einem oder meherern Polypetiden, die einen modularen
Aufbau aufweisen. Jedes dieser Module ist fur die Prozessierung einer Starter- oder
Verlangerungseinheit zustandig und bewirkt so dessen Einbau in die wachsende Kette. Die
einzelnen katalytischen Untereinheiten eines jeden Moduls, die die Aktivierung,
Kondensation und Modifizierung des jeweiligen Monomers durchfihren, werden
Doménen genannt***!. Die modularen Megasynthasen PKS und NRPS werden aufgrund

dieses ,,FlieBbandmechanismus* auch als molecular assembly lines bezeichnet*®2.
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Die Durchgangsstationen einer solchen Assembly line-Biosynthese sind Carrier-Proteine
(CPs). Diese tragen einen 4°‘-Phosphopantetheinyl-Arm (Ppant-Arm), an dessen
Thiolgruppe die Verldngerungseinheiten und Intermediate wéhrend der gesamten
Biosynthese als (Amino-)Acylthioester gebunden bleiben'®. Phosphopantetheinyl-
Transferasen (PPTasen) Ubertragen postranslational den Ppant-Arm aus Coenzym A auf
ein konserviertes Serin der apo-CPs und iiberfiihren diese in holo-CPs'®*° (Abbildung 1-
5). Der Ppant-Arm besitzt durch Konformationsédnderungen eine gewisse Struktur-
flexibilitat und fihrt die Reaktanden den einzelnen aktiven Zentren der Domdnen zu
(multiple carrier thio-template mechanism). Dabei sind Transferreaktionen entlang des

Multienzyms durch die aktivierte Thioesterbindung begiinstigt*®"***.
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Abbildung 1-5: Ubertragung des Ppant-Arms aus Coenzym A auf Carrier-Proteine (CPs)
durch Phosphopantetheinyl-Transferasen (PPTasen).

In der Regel sind PKS- und NRPS-Gene in Genclustern angordnet. Dies erleichtert die
Identifizierung der Biosynthesecluster durch konservierte Bereiche, die den einzelnen
Doménen zugrundeliegen®**. Desweiteren besteht eine Kolinearitat zwischen der durch
die genetische Sequenz vorgegebenen modularen Domanenorganisation und der
chemischen Struktur des biosynthetisierten Polyketids / Peptids resultierend aus der
vorgegebenen Abfolge enzymatischer Reaktionen. Damit wird es mdoglich, anhand der
Gensequenz eine Strukturvoraussage Uber das gebildete Produkt zu geben®. Diese
Eigenschaft kann bei Genomanalysen zur Entdeckung neuer Naturstoffe (genome mining)
eingesetzt werden''?*3, Andererseits kénnen Biosynthesemodelle bei einer vorliegenden

Struktur ohne Kenntnis des Genclusters erstellt werden. Bei der Analyse diverser
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myxobakterieller PKS-/NRPS-Gencluster zur Aufklarung von Biosynthesewegen hat sich
jedoch herausgestellt, dass Ausnahmen der Kolinearitétsregeln haufig sind'%**,

Wahrend Actinomyceten und Bacillus spp. hauptséchlich reine Polyketide oder
nichtribosomale Peptide bilden, stellen mehr als die Halfte myxobakterieller Strukturen
Mischprodukte der beiden dar®*. Prinzipiell kénnen Peptide und Polyketide durch separate
Multienzyme gebildet werden und anschliefend durch eine Ligase verknlpft oder direkt
durch PKS/NRPS-Hybride bzw. NRPS/PKS-Hybride biosynthetisiert werden. Bei solchen
Hybriden wird beispielsweise ein Peptidyl-Intermediat von der NRPS auf das Carrier-
Protein der PKS (bertragen und durch diese um den Polyketidteil verlangert. Dabei muss
von einer Peptidchemie auf eine Polyketidchemie umgeschaltet werden. Die Nahtstellen
zwischen beiden Enzymsystemen sind dabei kritische Stellen. Tatsachlich unterscheiden
sich die Aminoséuresequenzen der betreffenden Doménen von denen reiner Systeme®®.
Aullerdem wurden kurze linker (Aminosauresequenzen zwischen Modulen) sowie speziell
dreidimensional gefaltete N- und C-terminale Interpolypetid-Erkennungssequenzen,
sogenannte docking domains (PKS) und communication domains (NRPS), gefunden, die

die korrekte Anordnung der multifunktionellen Proteine organisieren*>.

1.2.1. Nichtribosomale Peptidsynthetasen

Obligat zur Peptidsynthese durch eine NRPS sind die Adenylierungsdomane (A), die
Kondensationsdoméne (C) und das Peptidyl-Carrier-Protein (PCP). Diese sind in den
Modulen der Megasynthase wie in Abbildung 1-6 angeordnet, mit Ausnahme des ersten
Moduls (Lademodul), das notwendigerweise keine C-Domane beinhalten muss'®. A-
Doménen haben zwei Funktionen inne: Sie selektieren spezifisch eine Aminosaure und
aktivieren sie fur die nachfolgende Kondensation. Ein wesentliches Merkmal
nichtribosomaler Peptide ist das Vorhandensein nicht-proteinogener Aminosauren, neben
proteinogenen. Auch Arylcarbonsduren werden eingebaut, welche jedoch von A-Domanen
ausgewahlt werden, die diskrete Proteine darstellen. Die Aktivierung der Aminosauren
erfolgt als Aminoacyladenylate unter ATP-Verbrauch. Diese sind thermodynamisch
stabiler als CoA-Ester'*"® Die auf diese Weise aktivierten Aminosauren lassen eine
Ubertragung auf den Ppant-Arm der PCPs zu. AnschlieBend bewirkt die

Kondensationsdomane einen nukleophilen Angriff der Aminogruppe des Aminoacyl-S-
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PCPs des Verlangerungsmoduls auf den Thioester des Aminoacyl-/Peptidyl-S-PCPs des
vorangehenden Moduls und deren Kondensation zu einer Peptidbindung**"**°. C-Doménen
besitzen dabei eine zum Peptidylrest affine Donorseite und eine Akzeptorseite mit einer
Affinitdt zum Aminoacylrest wahrend der Kondensation. Im Vergleich zur Donorseite
zeigt die Akzeptorseite eine hohere Selektivitat'?>*?!, Das entstandene Peptid kann in
gleicher Weise durch nachfolgende Module um weitere PCP-gebundene Aminosauren

verléangert werden.

Prinzip einer NRPS
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Abbildung 1-6: Peptidbiosynthese durch eine NRPS. A: Adenylierungsdomane,
C: Kondensationsdomane, PCP: Peptidyl-Carrier-Protein.

Da A-Doménen die potenziellen Selektivitdtsdeterminanten darstellen, konnen deren
konservierte Bereiche dazu herangezogen werden, um Vorhersagen uber die Selektivitat
unbekannter A-Domaénen zu treffen. Mit Hilfe von Sequenzvergleichen der kristallisierten
A-Doménen PheA und DhbE mit anderen bekannten A-Domdnen wurden
Konsensussequenzen abgeleitet und daraus ein nichtribosomaler Code, in Analogie zum
ribosomalen Code, aus bis zu 10 Aminoséuren bestimmt der die Selektivitdt der A-
Domanen festlegt. Wie sich zeigte, ist auch dieser Code degenerativ, zumal eine

Aminosdure durch mehrere A-Domaénen verschiedener Kodierung ausgewéhlt werden
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kann. AulRerdem sind die darauf zurtickgefuhrten VVorhersagen nicht immer korrekt und in
manchen Féllen eine Selektivitatsbestimmung aufgrund einer begrenzten Anzahl
vergleichbarer A-Doménen nicht durchfiihrbar'??24,

Neben den essentiellen Doménen konnen in NRPS-Modulen optionale Doménen
vorhanden sein, die das Peptid wéhrend des Aufbaus biochemisch modifizieren. Einige
nichtribosomale Peptide sind dadurch gekennzeichnet, dass sie D-Aminoséuren enthalten.
Diese kénnen durch A-Domanen selektiert und eingebaut werden oder, wie in den meisten
Fallen, aus einer Epimerisierung durch E-Doménen (E) hervorgehen (Abbildung 1-7).
Dabei wird zunédchst eine L-Aminoséure durch die A-Doméne selektiert und nach
Kondensation auf der Peptidyl-S-PCP-Stufe racemisiert. Die C-Domane des Folgemoduls

besitzt dann eine Selektivitat gegeniiber dem D-Entantiomer™"*%°.

Optionale NRPS-Domaéanen
I
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Abbildung 1-7: Biochemische Modifikation von nichtribosomalen Peptiden.
E: Epimerisierungsdoméne, HC: Heterozyklisierungsdoméne, Ox: Oxidationsdoméne
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Heterozyklen wie Oxazolin- oder Thiazolinringe gehen aus Zyklisierung von Serin-,
Threonin- oder Cysteinresten hervor und werden durch Heterozyklisierungsdoménen (HC)
gebildet, die an die Stelle von C-Domanen treten. Oxidationsdomanen (Ox), die entweder
in A-Domanen integriert sind oder sich hinter dem PCP des eigenen Moduls befinden,
kénnen diese FMN-abhéngig zu Oxazolen und Thiazolen oxidieren'®. Auch Reduktionen
zu Oxazolidinen und Thiazolidinen durch NADPH-abhé&ngige Reduktasen sind
beschrieben. Diese stellen allerdings diskrete Proteine dar. SAM-abhéngige N-
Methyltransferasedoménen (MT), die in A-Domanen integriert sind, methylieren die
Aminogruppe von PCP-gebundenen Aminosauren vor deren Kondensation. Selten sind C-
Methylierungen zu finden. Die jeweiligen MT-Doménen sind nicht in A-Doménen
integriert und ibertragen die Methylgruppe von SAM nach der Peptidkniipfung. B-
Hydroxylierungen von Aminosauren vor deren Einbau werden durch Cytochrom P450-

Monooxygenasen katalysiert, die wie Reduktasen nicht Teil des Megaenzyms sind"®.

1.2.2. Polyketidsynthasen

Polyketidsynthasen werden in drei Typen Klassifiziert. Diese Klassifizierung fand
ursprunglich auf der Basis ihres Ursprungs (bakteriell, pilzlich etc.) und ihrer Produkte
statt. Mittlerweile werden PKS anhand ihrer Organsisation, der verwendeten
enzymatischen Aktivitdten und der damit verbundenen biochemischen Ablaufe eingeteilt.

Aufgrund von Mischsystemen ist eine eindeutige Abgrenzung nicht generell moglich?®.

1.2.2.1. Typ | PKS

Typ | Polyketidsynthasen sind wie nichtribosomale Peptidsynthetasen modular aufgebaut.
Sie weisen grofle Homologien zu Fettsauresynthasen auf und unterliegen grundsatzlich der
gleichen Chemie'?’. Ihre Produkte besitzen jedoch eine groBere Strukturdiversitat, indem
sie beispielsweise Makrolide, Polyene, Polyether oder Endiine darstellen'?®. Die
essentiellen Doménen der Typ | PKS sind die Acyltransferasedomane (AT), die
Ketosynthasedomane (KS) und das Acyl-Carrier-Protein (ACP). Die AT-Doménen
selektieren die Startereinheiten, kurzkettige Acyl-CoAs wie z.B. Acetyl-CoA und die
Verlangerungseinheiten, tblicherweise Malonyl-CoA oder Methylmalonyl-CoA. Da diese

als Coenzym A-Thioester bereits aktiviert sind, kénnen diese direkt auf die Ppant-Arme
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der ACPs (bertragen werden (Abbildung 1-8). AnschlieRend wird der Acylrest der zu
verlangernden Kette auf den Cysteinrest im aktiven Zentrum der Ketosynthase ubertragen.
Nach Decarboxylierung der Verlangerungseinheit durch die KS-Doméne und nukleophilen
Angriff des entstandenen Carbanions auf Acyl-S-KS wird im Sinne einer Claisen-
Thioesterkondensation ein 3-Ketoacyl-S-ACP gebildet. Zusammenfassend wird durch die
decarboxylative Kondensation einer Cs-Einheit des Folgemoduls die Kette um eine C,-
Einheit verlangert. Durch Kondensationsreaktionen nachfolgender Module wird schlielRlich

ein Polyketid aufgebaut?’,

Prinzip einer PKS
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Abbildung 1-8: Polyketidbiosynthese durch eine PKS. AT: Acyltransferase-
doméne, KS: Ketosynthasedoméne, ACP: Acyl-Carrier-Protein.

Lademodule kénnen als Didoméne (AT-ACP) oder als als Tridomane (KS®-AT-ACP)
aufgebaut sein. Letztere treten in Polyketidsynthasen auf bei denen (Methyl-)Malonyl-
CoA-Startereinheiten vor dem ACP-Transfer durch die KS®-Doméne zu Acetyl- bzw.
Propionylresten decarboxyliert werden. Statt einem Cystein tragt die KS®-Domane ein
konserviertes Glutamin im aktiven Zentrum. Neben Acetyl- und Propionylstartern,
typischerscheise bei PKS von Streptomyzeten zu finden, nutzen myxobakterielle Systeme
auch alternative Starter wie Benzoyl-, Isovaleryl- Isobuturyl-CoA oder ungesattigte

Fettsduren. Zur Kondensation werden neben den Verlangerungseinheiten Malonyl-CoA,
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Methylmalonyl-CoA auch seltener Alkylmalonyl-CoAs wie Ethylmalonyl-CoA sowie
Aminomalonyl-ACP, Hydroxymalonyl-ACP und Methoxymalonyl-ACP (aus ACP-
gebundenen Vorstufen gebildet) verwendet'?'%  Die AT-Spezifitit kann anhand
konservierter Bereiche bekannter Domanen in vielen Fallen bestimmt werden. Ausnahmen
bilden ungewéhnliche Substrate™®**!. An dieser Stelle sei angemerkt, dass Spezialfalle
von Polyketidsynthasen existieren, sogenannte trans-AT-PKS, bei denen AT-Domanen
vollstandig fehlen. Die ACPs dieser System werden mit CoA-Estern, meist Malonyl-CoA

durch diskrete ATs in trans beladen®*?.

Optionale PKS-Doménen

I ” O %o

% % %
S S S
O (@] [¢]
R, R, Ry
HO /
R, R, R,

Abbildung 1-9: Reduktive Modifikation eines Polyketids. KR: Ketoreduktase-
domdne, DH: Dehydratasedoméne, Enoylreduktasedomane.

Die Ketofunktion des Polyketids kann wahrend der Biosynthese durch die optionalen
Doménen Ketoreduktase (KR), Dehydratase (DH) und Enoylreduktase (ER) reduktiv
modifiziert werden (Abbildung 1-9). Die KR-Doméne reduziert den 3-Ketoacylester unter
NADPH-Verbrauch zum 3-Hydroxyacylester, der durch die DH-Domdane zm Enoylester
dehydratisiert und schlieSlich durch die NADPH-abhangige ER-Doméne zum geséttigten
Acylester reduziert werden kann. Die Vielfalt komplexer Polyketidstrukturen ergibt sich
unter anderem daraus, dass die Modulausstattung mit reduktiven Doménen variiert und
sich daraus funktionelle Gruppen verschiedener Reduktionsstufen in einem Polyketid
befinden kénnen'®*****. Mit der Reduktion von Ketogruppen ergeben sich Stereozentren
und damit die Frage nach deren Konfiguration. Durch Sequenzvergleich reduktiver
Doménen kénnen anhand konservierter Bereiche VVoraussagen zur Stereochemie getroffen
werden. Motive von KR-Doménen, deren Aminosauren an der Vororientierung des f-
Ketoacylthioesters zum Hydridtransfer aus NADPH beteiligt sind und damit die Seite des
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nukleophilen Angriffs bestimmen, lassen die Konfiguration der resultierenden
Hydroxylgruppen, eingeteilt in einen A-Typ (L-3-Hydroxyacylgruppen) und einen B-Typ
(D-3-Hydroxyacylgruppen), abschatzen. A-Typ-Alkoholfunktionen werden in der Regel
durch DH-Doménen zu cis-Doppelbindungen dehydratisiert, B-Typ-Alkoholgruppen zu
trans. Ein konserviertes Tyrosin in der NADPH-Bindestelle von ER-Domanen fuhrt zur
2S-Konfiguration gegebenfalls vorhandener Methylgruppen, wahrend eine andere
Aminosaure, meist Valin, die entgegengesetzte Konfiguration bewirkt**>*%’. Allerdings
kdnnen diese Untersuchungen die Analyse eines isolierten Polyketids nicht ersetzen.

Weitere Modifikationen sind C,-Methylierungen, die durch SAM-abhingige MT-
Domanen in PKS-Modulen katalysiert werden und [-Verzweigungen wie Methylen-,
Methoxymethyl-, Ethylgruppen. Letztere werden jedoch in trans durch freistehende 3-

Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Synthasen, ACPs und Ketosynthasen erzeugt!?>38-140

1.2.2.2. Typ Il PKS und Typ Il PKS

Die nichtmodular aufgebauten Typ Il und Typ Il Polyketidsynthasen werden in
gramnegativen Bakterien selten gefunden'*!. Typ Il PKS sind diskrete, iterativ arbeitende
Enzyme, die phenolisch-aromatische Substanzen wie Polyphenole bilden. Die als Minimal-
PKS beschriebene grundlegende Einheit bilden ein Heterodimer aus zwei Ketosynthasen,
die KS,, die KSg (auch als chain-length-factor bezeichnet) und ein ACP. Die KS, tragt ein
konserviertes Cystein und bewirkt im klassischen Sinne die wiederholte decarboxylierende
Claisenkondensation ACP-gebundener Monomere, hauptséchlich aus Malonyl-CoA, zu
einem linearen Polyketid. Die KSg besitzt ein Glutamin im aktiven Zentrum und wirkt
decarboxylierend auf Startereinheiten (Decarboxylierung von Malonyl-ACP zu Acteyl-
ACP). AuRerdem kontrolliert das KS,/KSg-Heterodimer die Kettenlange und stabilisiert
das Polyketid, um ungewollte Aldolreaktionen zu verhindern. Der Polyketidsynthese
folgen nachgeschaltete spontane, aber auch enzymkatalysierte Zyklisierungen und
Aromatisierungen sowie Modifizierungen zum Produkt, z.B. Doxorubicin'?’1?8142
(Abbildung 1-10).

Typ 1l PKS sind Homodimere aus identischen Ketosynthasen, die ohne Verwendung von
Acyl-Carrier-Proteinen durch Kondensation von CoA-Estern und Zyklisierung des

Polyketids aromatische Verbindungen aufbauen. Zu ihnen gehoren unter anderem die
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groRe Gruppe der Chalkon- und Stilbensynthasen sowie die Tetrahydroxynaphthalen-

Synthase, die das myxobakterielle Flaviolin bildet***,

Doxorubicin Flaviolin

Abbildung 1-10: Typische Vetreter von Typ II- und Typ I11-Polyketiden

1.2.3. Freisetzungsmechanismen

Modulare Polyketidsynthasen und nichtribosomale Peptidsynthetasen realisieren die
Freisetzung ihrer Produkte in den meisten Fallen durch eine C-terminale
Thioesterasedomine (TE) am Ende des letzten Moduls. Diese gehdren zu den o/f-
Hydrolasen mit einem konservierten Aspartat, Histidin und Serin im aktiven Zentrum®**
Das lineare Polyketid/Peptid wird vom letzten Carrier-Protein auf das Serin der TE
(ibertragen und der energetisch giinstigere Acylester gebildet™®. Die Freisetzung erfolgt
schlieBlich durch nukleophilen Angriff von Wasser unter Hydrolyse des linearen Produkts
oder von funktionellen Gruppen (Amino-, Alkohol-, Thiolgruppen) unter Makro-

zyklisierung zu Makrolaktamen, -laktonen oder -thiolaktonen (Abbildung 1-11).

o]
NH,

)L
@@»@@0@ s

Abbildung 1-11: Produktfreisetzung eines fiktiven Hexapeptids durch eine TE-
Doméne. I: Hydrolyse, 1l: Zyklisierung zum Makrolaktam.
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Da die Zyklisierung nicht auf endstdndige Gruppen begrenzt ist, entstehen entweder rein
zyklische oder verzweigtkettig-zyklische Verbindungen. Beide besitzen eine hdohere
physikochemische Stabilitat, beispielsweise gegenilber Peptidasen. Weiterhin kénnen TEs
auch iterativ arbeiten. Dies fuhrt durch Oligomerisierung z.B. zum trimeren
Enterobactin'**®. Eine zweite Klasse von Thioesterasen (TEII) stellen diskrete Enzyme
dar, die die Aufgabe haben, missacylierte Carrier-Proteine, die die Biosynthesemaschinerie

HLHS - Neben der TE-vermittelten kann die

blockieren wirden, zu hydrolysieren
Freisetzung uber terminale Reduktasedomanen (Red) erfolgen, die TE-Doménen ersetzen.
Die Carboxylfunktion wird dabei NADPH-abhangig durch eine 2-Elektronenlibertragung
zum Aldehyd oder eine 4-Elektronenlbertragung zum Alkohol reduziert und dabei das
Substrat von der Megasynthase entfernt'*’. Seltene Freisetzungsmechanismen verlaufen
uber Dieckmann-Kondensation, Pyridoxalphosphat-abhéngig, durch Acetyltransferasen,

Laktamasen oder Baeyer-Villiger-Monooxygenasen™®.

1.2.4. Post-PKS/NRPS-Reaktionen

Die aus der PKS- und NRPS-Biosynthese resultierenden Produkte kdénnen durch
nachgeschaltete enzymatische Reaktionen modifiziert werden. Zu den zahlreichen Post-
PKS-Reaktionen gehdren Glykosylierung, Methylierung, Acylierung, Hydroxylierung,
Halogenierung, Transaminierung sowie Umlagerungen. Weniger Modifikationen sind bei
nichtribosomalen  Peptiden bekannt wie Glykosylierung, Halogenierung und
Oxidationen™"*®1%  post-PKS/NRPS-Modifikationen  fehlen jedoch haufig bei
myxobakteriellen Naturstoffen'*. Zu den wenigen Beispielen zéhlen die Halogenierung
von Chondramid, die Glykosylierung von Chivosazol und die Epoxidierung von

Epothilonl32,l48,l49
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1.3. Eisenhomdostase in Bakterien

1.3.1. Eisen — Redoxpartner mit zwei Gesichtern

Eisen stellt das vierthaufigste Element der Erde dar und ist neben anderen Metallen wie
Zink, Nickel, Kupfer, Mangan, Kobalt und Molybdén in zellulare Prozesse involviert.
Diese erhalten lebenswichtige Stoffwechselreaktionen, z.B. Atmung, Photosynthese,
Zitratzyklus, Sauerstofftransport, DNA-Replikation, Transkription und Translation. 30 - 45
% der Enzyme sind Metalloproteine. Dort fungiert Eisen als wichtiger Redoxpartner fir
Elektronentibertragungen, weil es in den beiden Oxidationstufen Fe(ll) und Fe(lll)
vorliegen kann*****2, Nur wenige Mikroorgansimen, z.B. Lactobacillus spp. und Borrelien,
sind nicht auf eine Eisenversorgung angewiesen und nutzen stattdessen Mangan oder
Kobalt in den essentiellen Redoxprozessen'**>* Fe(ll) wird in der Natur aus
korrodierenden eisenhaltigen Mineralien der Sedimente, Gesteine und Bdden freigesetzt.
Da Fe(ll) unter Sauerstoffatmosphare instabil ist, wird es bei pH > 5 schnell zu Fe(lll)
oxidiert und in der Umgebung als schwer lgsliche Hydroxide, Oxide, Phosphate und
Sulfate prazipitiert. Aufgrund der geringen Loslichkeiten dieser Verbindungen, Fe(lll):
108 M (pH 7), im Gegensatz zu Fe(l1): 10™ M (pH 7), ist die freie Fe(l11)-Konzentration
im natiirlichen Medium sehr gering®™**®. Das limitierte Substratangebot hat
Mikroorganismen provoziert, raffinierte Aufnahmesysteme zu entwicklen, um die
Versorgung mit dem Spurenelement Eisen zu gewadhrleisten. Andererseits muss die
Aufnahme und Metabolisierung des Metalls kontrolliert und reguliert werden, da zu hohe
intrazelluldre Konzentrationen an Fe(ll) und Fe(lll) toxisch sind, indem das zelluldre
Redoxpotential empfindlich gestort wird. Beide reagieren mit den reaktiven
Sauerstoffspezies Wasserstoffperoxid und Superoxidanion im Sinne der Haber-Weiss-
Reaktion zum hoch reaktiven Hydroxylradikal, resultierend in oxidativem Stress und der
Schéadigung von DNA und Enzymen, insbesondere Eisen-Schwefel-Cluster tragender

Proteinkomplexe'**1°°.
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1.3.2. Eisenaufnahme
1.3.2.1. Siderophore

Die am weitesten verbreitete Art der Eisenaufnahme verlauft tber Siderophore (griechisch:
,Eisentrdager), Chelatoren < 1,5 kDa, die eine hohe Affinitit gegeniiber Eisen besitzen
(Kat > 10°°) und dadurch in der Lage sind, Fe(l11) aus schwerldslichen Verbindungen zu
solubilisieren und zu komplexieren. Siderphore werden von Bakterien, Pilzen und Pflanzen
sezerniert und als Ferri-Siderophor-Komplexe in die Zellen transportiert™ ™.
Donoratome, Sauerstoff, aber auch Stickstoff und Schwefel, koordinieren das zentrale
Fe(lll) und bilden dabei vorzugsweise einen oktaedrischen Komplex. In der Regel
formieren Phenolat-/Catecholat-, Hydroxamat- und (Hydroxy-)Carboxylat-Gruppen als
zweizdhnige Liganden in Abhéangigkeit ihrer Anzahl sechs-, vier- und zweizéhnige

18 " Anhand der involvierten

Siderophore, auch multinukleare Komplexe sind beschrieben
Liganden konnen Siderophore klassifiziert werden. Pyochelin (Pseudomonas aeruginosa),
Enterobactin (Escherichia coli) und die myxobakteriellen Vertreter Myxochelin A und B

(u.a. aus Stigmatella aurantiaca) gehoren zu den Phenolat-/Catecholat-Siderophoren®-

162 (Abbildung 1-12). Zum Typ der Hydroxamat-Siderophore zahlt Desferrioxamin E
(Streptomyces spp.), wéhrend Staphyloferrin A (Staphylococcus aureus) ein Carboxylat-
Siderophor darstellt'®*'* Haufig existieren Mischformen, so z.B. die Nannocheline A, B
und C (Citrat-Hydroxamat-Typ) aus dem Myxobakterium Nannocystis exedens und

Petrobactin (Citrat-Catecholat-Typ) aus Bacillus anthracis™®*®

. Einzelne Siderophore
werden nicht artspezifisch gebildet. So werden z.B. Myxocheline auch von den Stdimmen
Angiococcus disciformis, Myxococcus xanthus, Sorangium cellulosum und Archangium
gephyra produziert®>%2%" Auch werden oft mehrere Siderophore fiir die Eisenaufnahme
genutzt. Neben primaren Siderophoren mit hoher Eisenaffinitdt stehen sekundare
Siderphore mit geringeren Affinitdten zur Verfligung, die bei vergleichsweiser guter
Eisenversorgung sezerniert werden, moglicherweise, um Energie zu sparen. Daneben sind
im Konkurrenzkampf um das begehrte Spurenelement Importsysteme fiur Siderophore

fremder Spezies, sogenannter Xenosiderophore, entwickelt worden®®®,

21



1. Einleitung
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Abbildung 1-12: Siderophorklassen und exemplarische Strukturen.

Die Biosynthese von Siderophoren erfolgt prinzipiell auf zwei Arten. Catecholat-
Siderophore werden weitestgehend tber nichtribosomale Peptidsynthetasen gebildet .
Beispielsweise kondensiert die iterative Myxochelin-NRPS zwei 2,3-Dihydroxy-
benzoesdure-Einheiten mit der a- und &-Aminogruppe von L-Lysin und setzt das
Intermediat Uber einen reduktiven Mechanismus als Alkohol frei (Myxochelin A) oder als
Aldehyd, welcher durch eine Aminotransferase in Myxochelin B Uberfuhrt
wird! 47162167170 - Hyqroxamat- und Carboxylat-Siderophore entstehen durch NRPS-
unabhéngige Siderophor-Synthetasen (NIS), die unter Nukleotidverbrauch Dicarboxy-
sauren (Citrat, Succinat, a-Ketoglutarat) mit Aminen, Aminoalkoholen, Aminosauren (z.B.
Spermidin, Ethanolamin, Serin) zu Estern oder Amiden kondensieren. Zusétzlich sind
modifizierende Enzyme wie Monooxygenasen, Aminotransferasen und Decarboxylasen

involviert. Auch beide Biosynthesewege konnen beteiligt sein, so bei Petrobactin®®®"-172,
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Ergénzend sei angemerkt, dass die chelatisierenden Eigenschaften von Siderophoren auch
einen therapeutischen Nutzen finden. Desferrioxaminmesylat, Deferipron und Deferasirox
sind Arzneistoffe, die zur Behandlung der transfusionsbedingten Eisenuberladung wahrend
der Therapie der p-Thalassdmie und Sichelzellandmie eingesetzt werden®">*". AuBerdem
zeigen Siderophore eine vielsprechende Wirkung bei der Therapie von Morbus Alzheimer
und der Antibiose problematischer Pathogene, wenn sie mit Antibiotika chemisch verlinkt

(z.B. Sideromycine) deren Aufnahme verbessern'>*7®.

1.3.2.2. Mechanismen des Eisentransports

Siderophore werden durch Effluxpumpen in den Extrazellularraum geschleust. EntS (E.
coli) ist eines dieser Membranproteine, welches die Sektretion von Enterobactin bewirkt'"”.
Nach der Komplexierung von Eisen mussen die Ferri-Siderophore zuriick in die Zelle
transportiert werden. Aufgrund ihrer GroRe kann dies nicht tber Diffusion durch Porine
wie bei einfachen Zuckern oder Aminoséuren erfolgen'’. Gramnegative Bakterien tragen
affine Rezeptorproteine in der AuBenmembran, OM (Outer Membrane)-Rezeptoren, an die
Eisenkomplexe  binden  (Abbildung  1-13). Solche = Membranproteine  sind
Siderophorklassen-spezifisch und zeigen teilweise Spezifitaten gegenlber strukturellen
Merkmalen innerhalb dieser Klassen. Die OM-Rezeptoren FepA (Ferri-Enterobactin),
FecA (Ferri-Citrat), FhuA (Ferrichrom) aus E.coli und FpvA (Ferri-Pyoverdin) sowie FptA
(Ferri-Pyochelin) aus P.aeruginosa konnten erfolgreich charakterisiert werden'’**%. Die
strukturelle Selektiviat kann an IroN, einem OM-Rezeptor aus Salmonella typhimurium,
illustriert werden, der die Catecholat-Siderophore Ferri-Enterobactin, Ferri-Salmochelin
und Ferri-Myxochelin A transportiert, jedoch nicht Ferri-Myxochelin B***'®, Die p-
Faltblattstruktur der OM-Proteine bildet einen Membrankanal, der durch einen ,,Stopfen
(cork / plug domain) verschlossen ist. Diese Domane besitzt eine Bindetasche fir das

Siderophor.
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Ferri-Siderophor

OM-Rezeptor

ZM

ABC-Transporter

ADP + P,

Reduktion Hydrolyse Reduktion
> < Fo'* ‘ -

Fe*" - Fe?*

- e

Abbildung 1-13: Aufnahme von Ferri-Siderophoren in gramnegativen
Bakterien. PM: Periplasmamembran, ZM: Zytoplasmamembran,
orange: cork / plug domain, Erklarung siehe Text.

Der Transport des Eisenkomplexes in den periplasmatischen Raum bedarf Energie, der
durch den TonB-ExbB-ExbD-Komplex vermittelt wird. TonB st ein in der
Zytoplasmamembran verankertes Protein mit einer zentralen periplasmatischen Doméne,
deren C-terminaler Teil mit einer Bindestelle am OM-Rezeptor (TonB-Box) interagiert.
Die beiden Membranproteine ExbB und ExbD koppeln den Protonengradient der
Zytoplasmamembran mit TonB und aktivieren dieses. Uber dessen periplasmatischen Teil
erfolgt eine Energietbertragung auf den OM-Rezeptor, infolgedessen unter
Konformationsédnderung und Verschiebung der cork domain die Translokation des Ferri-

Siderophores  erfolgt****%18"  Dije

Ferri-Siderophore  werden anschliefend von
periplasmatischen Bindeproteinen (PBPs) gebunden, die als Shuttle fir die Eisenaufnahme
dienen und weniger spezifisch als OM-Rezeptoren sind. So binden in E. coli die PBPs
FecB Citrat-, FepB Catecholat- und FhuD Hydroxamat-Siderophore. In grampositiven
Bakterien sind periplasmatische Bindeproteine in der Zytoplasmamembran wegen des
Fehlens der Periplasmamembran verankert'®#”. Fiir den Import des Ferri-Siderophores in
das Zytoplasma sind ABC (ATP-binding cassette)-Transporter verantwortlich, von denen
meist mehrere flr verschiedene Siderophorklassen vorliegen. ABC-Transporter sind in der
Zytoplasmamembran  verankert und bestehen aus Homodimeren von zwei

Nukleotidbindedomanen und zwei transmembranen Doménen, die einen Kanal bilden.
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Nach Bindung des Ferri-Siderophor-PBPs an den Transporter erfolgt schlieBlich unter
ATP-Hydrolyse die Freisetzung des Eisenkomplexes in das Zytoplasma™**°".

Viele pathogene Bakterien nutzten Ham direkt oder Hamophore als Eisenquelle.
Hamophore sind Proteine, die sezerniert werden und Ham aus Hamoglobin, Haptoglobin
oder Hamopexin extrahieren und es dem OM-Rezeptor présentieren. Die Aufnahme des
H&m verlauft Uber zur Siderophoraufnahme analoge Transportsysteme. Beispiele sind das
HemR-System aus Yersinia enterocolitica, das H&m direkt importiert oder das HasA-
System aus P. aeruginosa unter Verwendung von Hamophoren"" 18818 Andererseits kann
Fe(lll) Uber Metall-ABC-Transporter wie das FbpABC-System und die OM-Proteine
ThpA und TbpB aus Neisseria spp. von den Wirtsproteinen Lactoferrin / Transferrin
entfernt und aufgenommen werden'*®. Ebenfalls ist der Import von Fe(ll) tiber das Feo
(Ferrous Iron Transport)-System weitverbreitet, besonders bei pathogenen Arten, die unter
anaeroben oder microaerophilen Bedingungen leben (E. coli spp., Helicobacter pylori).
Dabei gelangt Fe(ll) Gber Porine in das Periplasma und wird durch ATP- bzw. GTP-

191

abhangige Permeasen in das Zytoplasma befordert™". Auch werden extrazellulare Fe(lll)-

Reduktasen gefunden, die das Fe(I11) der Umgebung zu Fe(I1) reduzieren kénnen'.

1.3.3. Eisenfreisetzung und -speicherung

Die Freisetzung des Fe(lll) aus dem Siderophor-Komplex kann tber zwei Wege erfolgen.
Trilakton-Catecholat-Siderophore wie Ferri-Enterobactin oder Ferri-Bacillibactin werden
durch die Esterasen Fes bzw. BesA hydrolysiert und letztlich zweizéhnige Komplexe
gebildet, die weniger stabil sind. Aus diesen kann Fe(lll) an andere Bindungspartner
abgegeben bzw. reduziert werden*®>%1931% pje Reduktion des Fe(l11) zu Fe(ll) fiihrt zu
thermodynamisch labileren Komplexen, da die héhere Ladungsdichte des Fe(Il) nicht mehr
durch die negativ geladenen Donoratome (Sauerstoff) kompensiert werden kann®. Dieser
zweite Freisetzungsmechanismus trifft fur die meisten Siderophore zu und wird durch
Fe(lll)-Reduktasen katalysiert. Die l6slichen oder membrangebundenen NAD(P)H-
abhangigen Oxidoreduktasen reduzieren gebundenes Flavin, FMN, FAD oder Riboflavin,
die wiederum Fe(ll1) reduzieren. Da bakterielle Fe(lll)-Reduktasen meist kein gebundenes
Flavin, sondern die genannten diffusen Cofaktoren nutzten, die moglicherweise alleine die

Reduktion durchfiihren, besitzen sie eine breite Substratspezifitat*>>'%. So katalysiert eines
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dieser Enzyme aus E. coli die Reduktion einer Vielzahl von Ferri-Hydroxamat-

Siderophoren®®’

. Weitere Beispiele sind eine Fe(l11)-Reduktase aus Azotobacter vinelandii,
die Ferri-Azotochelin reduziert oder FhuF aus E. coli, eine neue Klasse von Ferri-
Siderophor-Reduktasen, die keine Flavin-Reduktase darstellt, sondern ein Eisen-Schwefel-
Cluster fur den Elektronentransfer auf bestimmte Ferri-Hydroxamat-Siderophore
nUtZtlg&lgg.

Nach der Freisetzung wird Fe(ll) direkt als Cofaktor den verschiedenen
Stoffwechselreaktionen zugefuhrt oder in Eisenspeicherproteinen gespeichert. Letztere
sind multimere, aus identischen Untereinheiten aufgebaute Proteine, die hunderte
Eisenatome als Fe(lll) speichern und die Zelle vor seinen toxischen Eigenschaften
schutzen sowie eine Reserve bilden. Hierzu gehdren Ferritin (ca. 2500 Eisenatome), das
H&mgruppen tragende Bakterioferritin (ca. 1800 Eisenatome) und DPS (DNA-binding
Protein During Stationary Phase), ein dodecameres Ferritin (ca. 500 Eisenatome), das
unter oxidativem Stress und Nahrungsmangel induziert wird, an DNA bindet und diese vor
Oxidasen und Nukleasen schitzt. Alle Ferritine besitzen Ferroxidase-Aktivitat, die Fe(ll)

oxidieren, bevor es im Zentrum der globularen Proteine gespeichert wird®®.

1.3.4. Regulation der Eisenhomdgostase

Das Fur-Protein (Ferric Uptake Regulator Protein) gilt als wichtigster Regulator der
bakteriellen Eisenhom@ostase. In E. coli werden durch Fur mehr als 90 Gene kontrolliert.
Es bildet ein Homodimer mit einer Bindestelle fiir Fe(Il) und einer nicht konservierten
Bindestelle fir Zn(ll) und ist ein direkter Sensor fiir hohe intrazellulare Fe(ll)-
Konzentrationen. Die Bindung des Corepressors Fe(ll) erhoht die Fur-Affinitat gegentiber
einer palindromischen 19 bp-DNA-Bindestelle zweier, sich gegenléufig wiederholender
Motive vor Promotoren Fur-kontrollierter Gene, der Fur-Box. Dadurch unterdriickt es als
Repressor die Transkription hauptsédchlich von Genen der Siderophor-Biosynthese, von
Eisen-Transport-Systemen und des Primérstoffwechsels. Das fur-Gen selbst ist
autoreguliert durch eine eigene Fur-Box. Haufig werden in Bakterien mehrere fur-Gene
bzw. Fur-Proteine gefunden. Letztlich gehort der Repressor einer Familie von Fur-
ahnlichen Regulatoren an, zu denen Zur (Zink-Aufnahme), Irr (H&m-Biosynthese) oder

PerR (Schutz vor oxidativem Stress) zahlen™%2°2% Eine zweite Familie von Regulatoren
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bilden DtxR-Proteine (Diphtheria Toxin Regulator), die zundchst in GC-reichen
grampositven, spater auch in GC-armen grampositiven und gramnegativen Bakterien
gefunden wurden. Die DNA-Bindestellen dieser Repressoren unterschieden sich zwar von
Fur-Boxen, doch werden ahnlich zum Fur-Regulon Gene der Eisenaufnahme
reguliert'’”?%2, Durch die Gefahr der mit der Eisenaufnahme verbundenen Entstehung von
ROS ist die Eisenregulation eng mit dem Sensorsystem fir oxidativen Stress verkipft. Als
Sensoren dienen Eisen-Schwefel-Cluster-Proteine, deren prosthetische Gruppen durch
Sauerstoffspezies oxidiert werden, z.B OxyR des OxyRS-Systems. Die Oxidation von
OxyR aktiviert die Transkription von fur-Genen tber die Induktion des fur-Promotors und
hemmt andererseits Uber OxyS die Akkumulation von Wasserstoffperoxid und
Superoxidanion*®. Neben Fur gehdren SRNAs (small RNAs) zu den wichtigsten
Eisenregulatoren, die uber Basenpaarung mit mRNA die Translation von Zielgenen
hemmen, den Abbau der jeweiligen mMRNA bewirken oder die Translation stimulieren.
Unter Eisenmangel hemmt die SRNA RyhB (E. coli) die Biosynthese von Eisen tragenden
Enzymen des Citratzyklus (Fumarase, Aconitase), Superoxid-Dismutase, Ferritine und
stimuliert die Enterobactin-Biosynthese und -aufnahme. Fur hemmt die Transkription von
RyhB und ist damit ein Derepressor RyhB-kontrollierter Gene, eine mechanistische
Kopplung tiber die Fur als positiver Regulator agiert?®,

Eine wichtige Rolle spielen Sigma 70 - Faktoren aus der Familie der ECF
(Extracytoplasmatic Function)-Sigma-Faktoren, die meist membranassoziiert vorliegen.
Der periplasmatische Sensor und Anti-Sigma-Faktor FecR erkennt in E. coli Gber den OM-
Rezeptor die Bindung von Fe-Citrat, leitet das Signal durch die Zytoplasmamembran und
induziert den zytosolischen Sigma-Faktor Fecl, der die Transkription der Gene des Fe-
Citrat-Aufnahmesystems fecABCDE initiiert?®>®,

Schlieflich sind AraC-like-Regulatoren an der Regulation der Siderophor-Biosynthese und
-aufnahme beteiligt. AraC reguliert die Expression von Genen, die an Transport und
Metabolisierung von Arabinose verantwortlich sind. In P. aeruguinosa stimuliert
Pyochelin Uber den AraC-like-Regulator PchR die Pyochelin-Biosynthese und Expression
des Ferri-Pyochelin-Rezeptors FptA unter Eisenmangel®®’.

Die Regulation der myxobakteriellen Eisenhomgostase wurde am Beispiel von M. xanthus
DK1622 untersucht. Dabei wurden ein Fur-Protein (MXAN_3702) und ein Fur-like
Protein (MXAN_6967), das keine Fe(ll)-Bindestelle besitzt und wahrscheinlich die Ham-
Aufnahme reguliert, gefunden. 40 Fur-kontrollierte Gene wurden (ber Fur-Boxen
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identifiziert. Eine Proteomanalyse ergab, wie erwartet, die Hochregulation der
Myxochelin-Biosynthese und des Eisenaufnahme- und Speichersystems in M. xanthus
unter Eisenmangelbedingungen. Als Transkriptionsregulatoren wurden ECF-Sigma-
Faktoren, AraC-like-Regulatoren und interessanterweise DNA-Methyltransferasen erkannt.
Weitere regulatorische Elemente  sind auf  posttranslationaler Ebene
Proteinphosphorylierung durch Proteinkinasen und vermutlich Redoxsensoren. Auerdem
konnte  phenotypisch  eine  Verlinkung des Eisenstoffwechsels mit dem
Sekundéarmetabolismus gezeigt werden, indem beispielsweise die Myxochromid A-

Biosynthese verstarkt wird*®.

1.4. Zielsetzung

1.4.1. Modifizierte Myxocheline und die Eisenfreisetzung in Myxococcus xanthus

Neben den bekannten Myxochelinen A und B wurden in M. xanthus DK1622 und DK1050
modifizierte, in der meta-Hydroxyfunktion des N-e-Dihydroxybenzamids methylierte
Myxocheline identifiziert, die Methylmyxocheline A und B?°?° (Abbildung 1-14).
Futterungsversuche mit L-Methionin-methyl-d; belegten, dass die Derivate nicht wahrend
der Aufreinigung entstehende Artefakte darstellen, sondern aus einer zellkatalysierten
Reaktion, wahrscheinlich einer SAM-abhdngigen Methyltransferase, hervorgehen. Dies

fihrte zu der Frage nach der Funktion der Methylderivate im Eisenstoffwechsel*™.

OH NH,

<|3 HO' % % c|> HO: f
Methylmyxochelin A Methylmyxochelin B
Abbildung 1-14: Methylmyxocheline.
Abergel et al. konnten die Eisenkomplexe von Enterobactin und Enterobactin-Derivaten,

insbesondere das synthetische Tris-meta-methoxy-Derivat SER(3M)SAM, charakterisieren
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und zeigen, dass durch Protonierung von Ferri-Enterobactin [Fe'(Ent)]* zu [Fe"'(HsEnt)]°

eine Verschiebung der Eisenkoordination aus der Catechol- in die Salicylposition erfolgt.
Letztere liegt bei Ferri-SER(3M)SAM alleinig vor (Abbildung 1-15). Dies drlckt sich in
den signifikant unterschiedlichen Komplexbildungskonstanten von [Fe''(HsEnt)]° und
Ferri-SER(3M)SAM (logK = 38) im Vergleich zu deprotoniertem Ferri-Enterobactin (logK
= 49) aus. Aullerdem ist das Redoxpotential von Ferri-SER(3M)SAM [-89 mV (NHE)]
deutlich hoher als das von Ferri-Enterobactin [-990 mV (NHE)], was einen alternativen
Freisetzungsmechanismus neben der Hydrolyse des Triserinlaktons (siehe oben)

nahelegt?!.

Abbildung aus urheberrechtlichen Griinden
entfernt.
Zur Ansicht der Originalabbildung siehe:

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ja062046j

DOI: 10.1021/ja062046j
(Referenz-Nr. 211, Figure 1)

Abbildung 1-15: Verschiebung der Koordination in Ferri-

Enterobactin von der Catechol- zur Salicylposition unter

Protonierung®**.

Vergleichbar zu diesen Ergebnissen konnte die Methoxy-Catecholatfunktion der
Methylmyxocheline &hnliche Effekte im Ferri-Siderophor bewirken und eine Rolle in der
Eisenfreisetzung des Myxobakteriums spielen. Inspiriert durch diese Hypothese wurden
Versuche unternommen, die relevante Methyltransferase Uber Geninaktivierungs-
experimente zu identifizieren. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden knock out-
Mutanten von M. xanthus DK1622 bezuglich 7 potenziellen Methyltransferase-
Kandidatengenen erzeugt, deren benachbarte Genloci im Genom eine moégliche Funktion
in der Eisenhomoostase des Myxobakteriums vermuten lies. Phénotypisch erwiesen sich
die Mutanten jedoch ausnahmslos als Produzenten der Methylmyxocheline A und B?. In
Anbetracht von alleine 65 annotierten Methyltransferasen und 16 annotierten SAM-

abhangigen Proteinen im Genom von M. xanthus DK16222 erschien die Weiterverfolgung

29


http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ja062046j

1. Einleitung

einer Strategie basierend auf Geninaktivierung als wenig sinnvoll. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich deshalb mit der Identifizierung der Methyltransferase tiber Verfahren der
aktivitatsgeleiteten Proteinaufreinigung und nachfolgenden Charakterisierung des Enzyms.
Zeitgleiche Studien zur Totalsynthese und Koordinationschemie von Myxochelin A,
Methylmyxochelin A und weiteren modifizierten Liganden wurden durch Sabine Wilbrand
am Lehrstuhl fur Anorganische Chemie, Universitat des Saarlandes durchgefiihrt?2.
Schlussfolgernd wird aus den Ergebnissen beider Untersuchungen eine Theorie zur
Funktion der Methylmyxocheline in der Eisenhomoostase von M. xanthus DK1622

formuliert werden.

1.4.2. Identifizierung und Isolierung unbekannter Sekundarmetabolite aus
myxobakteriellen Neuisolaten

Die Erkenntnisse Uber Myxobakterien als Naturstoffproduzenten der letzten Jahrzehnte
zeigten, dass die Produktion bestimmter Sekundérmetabolite mehr stammspezifisch als
speziesspezifisch ist und ein Grofteil dieser aus der Gattung Sorangium stammt, die fast
die Halfte der Stammsammlung ausmachte'?**. Gerade deshalb ist die Isolierung und
taxonomische Differenzierung neuer Myxobakterienstaimme fiir die zukilnftige Suche nach
unbekannten Sekundarmetaboliten wichtig. In jlngster Zeit wurden groRe Fortschritte auf
diesem Gebiet erzielt, Stimme, die als unkultivierbar galten, werden erfolgreich kultiviert,
klassifiziert und neue Familien und Spezies entdeckt®?421°,

Es stehen verschiedene Ansatzpunkte fir die Identifizierung unbekannter Naturstoffe aus
neuen Isolaten zur Verfiigung. Uber genetische Methoden wie Inaktiverierung potenzieller
Biosynthesegencluster, Screening von Cosmid-Gendatenbanken, heterologe Expression
oder in silico-Analysen (genome mining) konnten diverse Sekundarmetabolite (Flaviolin,

Myxochromide, ~ Aurafurone) gefunden  werden®21%21°,

Hierzu sind  jedoch
Sequenzinformationen oder ein der genetischen Modifikation zugéanglicher Stamm
erforderlich. Ein analytischer Ansatzpunkt ist das traditionelle, aktivitatsgeleitete
Screening von Kulturextrakten gefolgt von der Substanzaufreinigung durch Fraktionierung
basierend auf Bioassays und HPLC/UV-Vis (UV-Vis Detection Coupled High
Performance Liquid Chromatography). Bis heute wurden die meisten Naturstoffe aus
Myxobakterien (z.B. Chivosazole, Myxocheline, Chondramide, Etnangien, Maltepolide)

auf der Grundlage dieser Methoden gefunden™®"7%:92%0,
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Die Weiterentwicklung in der Massenspektrometrie hin zu FT-MS (Fourier Transform
Mass Spectrometry) und Plattformen wie FT-ICR (Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance)-Massenspektrometer und LTQ-Orbitrap erlauben hohe Messgenauigkeiten < 1
ppm sowie hochauflésende Messungen (HR-MS: High Resolution Mass Spectrometry).
Gekoppelt mit LC-Systemen hoher Trennleistung, HPLC oder UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography), ermdglicht die HR-MS die Identifizierung bekannter Metabolite
aus einer Probe Uber die Parameter exakte Masse, Isotopenmuster und Retentionszeit und
den Vergleich mit einer Datenbank?'??®, In der Ara der metabolomics sind diese
Untersuchungsmethoden unverzichtbar, um das Ziel zu verfolgen, das gesamte Metabolom
eines Orgnismus zu erfassen®?*. Die LC/HR-MS lasst nicht nur die Identifizierung
bekannter Metabolite zu, sondern kann auch der Erkennung unbekannter Metabolite,
insbesondere Sekundarmetabolite, dienen. Uber ein LC/MS-Screening kénnen bekannte
Sekundarmetabolite ausgeschlossen werden und aus den MS-Daten der nicht
identifizierten Spezies theoretische Summenformeln abgleitet werden, die Auskunft tber
die mdogliche chemische Zusammensetzung geben und mit 6ffentlichen Datenbanken
verglichen werden kdnnen. Dabei kénnen myxobakterielle Kulturextrakte auf potenziell
unbekannte Naturstoffe hin untersucht werden und diese als Kandidaten fiir eine Isolierung
und Strukturaufkldrung ausgewahlt werden. Uber diese Verfahrensweise unter
Einbeziehung statistischer Methoden konnten bereits erfolgreich neue Sekundarmetabolite
wie die Myxoprincomide aus Myxococcus xanthus identifiziert werden®?*2%".

In dieser Arbeit sollen mit Hilfe eines LC/HR-MS-Screenings von zwei neuen, aus
Bodenproben isolierten Myxobakterienstimmen, Jahnella thaxteri SBSr007 [Olango
Island, Philippinen]® und Chondromyces sp. SBCm009 [Mabini, Batangas, Philippinen, R.
Garcia, unveroffentlicht] unbekannte Naturstoffe identifiziert, isoliert und anschlieRend auf
deren Aktivitat hin gestestet werden. Dabei sollten die Stdmme in einem der
Substanzisolierung dienlichen Mal3stab kultiviert werden und die Kulturextrakte zunachst
uber LC/HR-MS-Analysen auf bekannte myxobakterielle Sekundarmetabolite hin
untersucht werden. Anschlielend werden geeignete, unbekannte Substanzpeaks der
Analyse ausgewdhlt, aus den HR-MS-Daten wie oben beschrieben Summenformeln
abgeleitet und diese mit Offentlichen Substanzdatenbanken verglichen. Ziel ist es
schliellich, Uber das beschriebene Verfahren neue, unbekannte Substanzen zu erkennen
und zu isolieren, um das Spektrum interessanter und gegenenfalls biologisch aktiver

Naturstoffe aus Myxobakterien zu erweitern.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Ausgangsstoffe

Alle aufgefuhrten Chemikalien wurden in p.a.-Qualitat bezogen.

Substanz Hersteller

Bacto agar Becton Dickinson, Heidelberg
Casitone

Tryptone

Yeast extract

Chelex® 100 Bio-Rad Laboratories, Minchen
Agarose NEEO Ultra-Qualitat Carl Roth, Karlsruhe

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid (X-Gal)
Coomassie Brilliant Blue R250
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylformamid

Dithiothreitol (DTT)

Ethidiumbromidldsung 1%

HEPES
Isopropyl-3-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kieselgel 60
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MeS)
Natriumlaurylsulfat (SDS)

Phosphorsaure 85%

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamidmix 30%)
Salzséure 37%

TEMED

Vitamin B12

Aminosaurestandard CDN Isotopes, Quebec, Kanada
D-FDLA /L-FDLA

Béckerhefe (frisch) Dr. August Oetker Nahrungsmittel,
Bielefeld

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP Set, 100 mM) Fermentas, St. Leon-Rot

Ammoniumsulfat Fluka, Neu-Ulm
Ammoniumhydrogencarbonat
Ethylendiamin-tetraessigsdaure Dinatriumsalz
(Na,-EDTA)

Kaliumhydroxid

Natriumchlorid

Rinderserumalbumin

Xylencyanol

Sephadex™ LH20 GE Healthcare, Miinchen
Superdex™ 75

Ameisenséure 98% Merck, Darmstadt
a-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure
Essigsaure

Glycerin 87%

Kaliumacetat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Natriumacetat
Natriumhydroxid
Trifluoressigsaure 99%

Tabelle 2-1: Chemikalien und Ausgangsstoffe.
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Substanz

Hersteller

Calciumchlorid-Dihydrat

Riedel-de Haén, Honeywell Specialty
Chemicals, Seelze

Amberlite® XAD-16

Rohm & Haas, Frankfurt

Aceton
5¢-Adenosinemonophosphat-Agarose
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau
Chloroform
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylsulfoxid-dg
Ethanol

Ethylacetat

Imidazol

Isopropanol

Methanol-d,
Natriumdihydrogenphosphat

S-(5’-Adenosyl)-L-methioninchlorid-Dihydrochlorid

(SAM-chlorid-Dihydrochlorid)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan /
Trizma® base / Tris

Sigma-Adlrich,  Hamburg,  Seelze,
Miinchen

Acetonitril
n-Heptan
n-Hexan
Methanol

VWR International, Darmstadt

Wasser (Qualitatstyp 1/Reinstwasser)

eigens hergestellt (siehe 2.5 Gerate)

Tabelle 2-1: Chemikalien und Ausgangsstoffe - Fortsetzung.

2.2. Enzyme, Kits und Marker

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme, Kits und Marker wurden von den in Tabelle 2-2

angegebenen Quellen bezogen und nach Herstellerprotokoll verwendet.

Produkt

Hersteller

Bio-Rad Protein Assay Kit

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
PageRuler™ Unstained Protein Ladder
Restriktionsendonukleasen

SAP (shrimp alkaline phosphatase)
T4-DNA-Ligase

Taq DNA-Polymerase

Fermentas, St. Leon-Rot

TOPO TA Cloning® Kit

Invitrogen, Darmstadt

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
NucleoSpin® Plasmid Kit

Macherey & Nagel, Diiren

Novagen® Thrombin Cleavage Capture Kit

Merck, Darmstadt

Gentra® Puregene Yeast/Bact. Kit

Qiagen, Hilden

Trypsin, sequencing grade

Roche Diagnostics, Mannheim

Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Tabelle 2-2: Enzyme, Kits und Marker.
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2.3. Losungen und Puffer

Die nachfolgend beschriebenen Lésungen und Puffer wurden mit Reinstwasser hergestellt
und, falls erforderlich, fir 20 min bei 121 °C autoklaviert (Kennzeichnung A) bzw. aus
Stabilitatsgrinden mit einem sterilen 0,22 um-Membranfilter sterilfiltriert (Kennzeichnung
F). Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur (RT) oder bei den angegebenen

Bedingungen.

2.3.1. Losungen und Puffer fir die Molekularbiologie

Ldsung / Puffer Zusammensetzung Lagerung /
Sterilisation
AL1-Puffer Tris 50mM | RT/A
Ethylendiamin-tetraessigsaure 10 mM
Dinatriumsalz (Na,-EDTA)
H,O ad 100 ml
pH 8,0, mit 1 M NaOH eingestellt
AL2-Puffer NaOH 20mM | RT/A
SDS 19
H,O ad 100 ml
AL3-Puffer Kaliumacetat 3M | RT/A
H,O ad 100 ml
pH 5,5, mit Eisessig eingestellt
DNA-Ladepuffer Glycerin 87 % 3ml | RT
Bromphenolblau 25 mg
Xylencyanol 25 mg
H,0O ad 10 ml
10 mM dNTPs 100 mM dATP 100 pl | -22°C
100 mM dCTP 100 pl
100 mM dGTP 100 pl
100 mM dTTP 100 pl
H,O ad 1000 pl
0,5M Na,-EDTA Ethylendiamin-tetraessigsaure 186,19 | RT
pH 8,0 Dinatriumsalz (Na,-EDTA)
H,O ad 1000 ml
pH 8,0, mit 10 M NaOH eingestellt
TAE-Puffer 50-fach Tris 2429 | RT
Eisessig 57,1 ml
0,5M Na,-EDTA pH 8,0 100 ml
H,O ad 1000 ml
TAE-Puffer TAE-Puffer 50-fach 20ml | RT
H,O ad 1000 ml
TE-Puffer Tris 1,2g | RT/A
0,5 M Na,-EDTA pH 8,0 2ml
H,O ad 1000 ml
X-Gal-Ldsung X-Gal 400mg | -22°C/F
Dimethylformamid ad 10 ml

Tabelle 2-3: Lésungen und Puffer fur die Molekularbiologie.
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2.3.2. L6sungen und Puffer fur die Proteinaufreinigung und -analytik

Losung / Puffer Zusammensetzung Lagerung /
Sterilisation
4 mM Ammonium- Ammoniumhydrogencarbonat 31,6 mg | RT
hydrogencarbonat H,O ad 100 ml
10 % APS-Losung Ammoniumpersulfat 100 mg | -22 °C
H,O ad 1000 pl
Bindepuffer Tris 20mM | 4°C
NaCl 200 mM
Imidazol 10 mM
Glycerin 10 %
pH 7,6, mit 1 M HCI eingestellt
Coomassieblau- Methanol 340ml | RT
Farbelosung (kolloidal) Phosphorsaure 85 % 30 ml
Ammoniumsulfat 170¢g
H,O ad 1000 ml
Coomassie Brilliant Blue R250, 2590
nach Erwéarmen der Losung auf 50 °C
unter Ruhren zugegeben
Elutionspuffer Tris 20mM | 4°C
NaCl 200 mM
Imidazol 500 mM
Glycerin 10 %
pH 7,6, mit 1 M HCI eingestellt
1 M IPTG-L06sung IPTG 1,19g | -22°C/F
H,O ad 5 ml
4 mM Myxochelin A Myxochelin A 16mg | -22 °C
Reaktionspuffer ad 1000 pl
Reaktionspuffer Tris 50mM | 4°C
DTT 1 mM
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 10 mM
H,O ad 100 ml
pH mit 1 M HCI eingestellt
8 mM SAM SAM-chlorid-Dihydrochlorid 41mg | -22°C
Reaktionspuffer ad 1000 pl
10 % SDS-L6sung SDS 109 | RT
H,O ad 100 ml
SDS-PAGE-Laufpuffer | Glycin 1449 | RT
Tris 30
SDS lg
H,O ad 1000 ml
SDS-PAGE- 1M Tris pH 6,8 5ml | -22°C
Probenpuffer Glycerin 87 % 4 ml
Bromphenolblau 10 mg
SDS lg
H,O ad 10 ml

Tabelle 2-4: Lésungen und Puffer fur die Proteinaufreinigung und -analytik.
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Losung / Puffer Zusammensetzung Lagerung /
Sterilisation
T-Puffer Tris 606 mg (50 mM) | 4°C/A
Ethylendiamin-tetraessigsaure 18,5 mg (0,5 mM)
Dinatriumsalz (Na,-EDTA)
H.0 ad 100 ml
pH 7,6, mit 1 M HCI eingestellt
1M TrispH 6,8 Tris 12,19 | RT/A
H,0 ad 100 ml
pH 6,8, mit 1 M HCI eingestellt
1,5M Tris pH 8,8 Tris 18,29 | RT/A
H,0 ad 100 ml
pH 8,8, mit 1 M HCI eingestellt
Zelllyse-Puffer Natriumchlorid 584 mg (100 mM) | 4°C/A
Ethylendiamin-tetraessigsaure 37 mg (1 mM)
Dinatriumsalz (Na,-EDTA)
Tris 606 mg (50 mM)
H,O ad 100 ml
pH 7,6, mit 1 M HCI eingestellt
Tabelle 2-4: Losungen und Puffer fir die Proteinaufreinigung und -analytik - Fortsetzung.
2.3.3. Medienzusatze
Ldsung / Puffer Zusammensetzung Lagerung /
Sterilisation
1M TrispH 7,6 Tris 1219 | RT/A
H,0 ad 100 ml
pH 7,6, mit 1 M HCI eingestellt
1 M K;HPO4-L6sung, K,HPO, 1749 | RT/A
pH 7,6 H,O ad 100 ml
pH 7,6, mit 1 M HCI eingestellt
0,8 M Magnesiumsulfat- | Magnesiumsulfat-Heptahydrat 19,79 | RT/A
Ldsung H,O ad 100 ml
Vitamin B12- Vitamin B12 50mg | -22°C/F
Stockldsung H,O ad 10 ml
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2.3.4. Antibiotikalésungen

Die in Tabelle 2-6 aufgelisteten Antibiotika-Stocklosungen wurden sterilfiltriert und bei

Bedarf zu dem jeweiligen autoklavierten Medium bzw. dem noch fllissigen Agar bis zu der

geforderten Endkonzentration zugefugt.

Antibiotikum Stockldsung Endkonzentration | Lagerung
(Medium) (Stocklésung)
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml -22 °C
geldst in H,O
Chloramphenicol 34 mg/ml 34 pg/ml -22 °C
geldst in Ethanol 70% (v/v)
Kanamycin 50 mg/ ml 50 pg/ml -22°C
gelést in H,O

Tabelle 2-6: Antibiotikalésungen.

2.4. Medien

Zur Herstellung von Medien wurde VE-Wasser (vollentsalztes Wasser / demineralisiertes

Wasser) verwendet. Die Sterilisation erfolgte durch Autoklavieren (s.0.). Fir die

Zubereitung von Agarmedien wurden 15 g Agar und von Softagarmedien 8 g Agar vor

dem Sterilisationsprozess zu 1 L Flussigmedium zugesetzt.

Medium Zusammensetzung Lagerung
CTT-Medium Casiton 10g | RT
1 M Tris-HCI-L6sung, pH 7,6 10 ml
1 M K,HPO,4-Losung, pH 7,6 1ml
0,8 M Magnesiumsulfat-Losung 10 ml
H,O ad 1000 ml
pH 7,6, mit 1 M HCI eingestellt
LB-Medium Yeast Extract 59 | RT
Trypton 10¢g
NaCl 50
H,O ad 1000 ml
VY/2-Medium Béckerhefe 79| RT
Calciumchlorid-Dihydrat 0549
HEPES 1,19¢
H,0 ad 1000 ml
pH 7,0, mit 1 M KOH eingestellt
Vitamin B12-Stockldsung, 100 pl

nach dem Autoklavieren zugegeben

Tabelle 2-7: Medien.
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2.5. Gerate und sonstige Materialien

Gerat / Material

Hersteller

Agarosegelelektrophorese
Elektrophoresekammer Sub-Cell® GT

Elektrophoresekammer Mini-Sub-Cell® GT

Spannungsquelle PowerPac

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Autoklav
Systec V-150

Systec, Wettenberg

Bilddokumentation

UV-System Versionl.73a digit store duo

Intas, Gottingen

Elektroporator
Gene Pulser Xcell™

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Fermenter

Labfors Infors HT, Bottmingen, CH
FPLC

AKTApurifier GE Healthcare, Miinchen
FPLC-S&ulen

™

HiTrap  Butyl HP 1 ml
HisTrap” HP 1 ml

GE Healthcare, Miinchen

French Press

SLM Aminco / Thermo Scientific, Bremen

HPLC-Systeme:
HPLC-UV/ESI-MS

Agilent 1100 series HPLC
Bruker HCTplus
UPLC-UV/NanoESI-HR-MS
Dionex UltiMate® 3000 UPLC
TriVersa NanoMate®
LTQ-Orbitrap™

Préaparative HPLC-MS
AutoPurification System

Agilent Technologies, Boblingen
Bruker Daltonik, Bremen

Thermo Fisher Scientific, Bremen
Advion, Ithaca, USA
Thermo Fisher Scientific, Bremen

Waters, Eschborn

HPLC-Saulen

Phenomenex Luna C18 2,5 um, 100 x 2 mm

Waters UPLC BEH C18 1,7 um,

50 x 2,1 mm

Waters XBridge® Prep C18 OBD 5 um,
19 x 150 mm

Phenomenex, Aschaffenburg
Waters, Eschborn

Inkubatoren
Inkubationsschranke / Brutschranke
Schittelinkubatoren Multitron

Binder, Tuttlingen
Infors HT, Bottmingen, CH

Kryorohrchen
CRYO.S™ 2ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

LAF-Sicherheitswerkbanke
Heraeus LaminAir®
HeraSafe®

Kendro, Langenselbold
Kendro, Langenselbold

MALDI-TOF-MS
4800 MALDI TOF/TOF ™ Analyzer

Applied Biosystems, Darmstadt

0,22 um-Membranfilter

Millipore, Schwalbach/Ts.

NMR-Spektrometer
Bruker Ascend” 700 MHz, CryoProbe

Bruker Biospin, Rheinstetten

pH-Meter
pH-Meter 766 Calimatic

Knick, Berlin

Tabelle 2-8: Gerate und Materialien.
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Gerat / Material

Hersteller

Photometer
BioPhotometer
Helios™ Epsilon Spectrophotometer

Eppendorf, Hamburg
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Polypropylen-Leersaulen
Chromabond® 30 ml

Machery & Nagel, Diren

SDS-PAGE
Elektrophoresekammer Minigel
Spannungsquelle PowerPac"™

Biometra, Gottingen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Thermocycler
Mastercycler® Gradient
pegSTAR 96

Eppendorf, Hamburg
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Thermomixer
Thermomixer® compact / comfort

Eppendorf, Hamburg

Wasseraufbereitung zur Bereitstellung von
Wasser Qualitatstyp 1/ Reinstwasser
Milli-Q® water purification system
PURELAB ultra

Millipore, Schwalbach/Ts.
ELGA LabWater, Celle

Zentrifugen

Avanti® J-E Centrifuge
eppendorf Centrifuge 5810R
Tischzentrifuge 5415D

Beckman Coulter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Zentrifugationsfilter
Amicon® Ultra-15 3K

Millipore, Schwalbach/Ts.

ZipTip-Pipetten
ZipTip®C18

Millipore, Schwalbach/Ts.

Tabelle 2-8: Geréte und Materialien — Fortsetzung.

2.6. Bakterienstamme, Plasmide, Oligonukleotide

2.6.1. Bakterienstamme

Die Tabellen 2-9 bis 2-11 geben die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sowie

erzeugte Mutanten an.

Stamm Charakteristik Referenz

Chondromyces sp. SBCm009 Wildtyp Garcia, R. (unverdffentlicht)
Jahnella thaxteri SBSr007 Wildtyp Garcia, R.”

Myxococcus xanthus DK1622 Wildtyp Kaiser, D.”°

Tabelle 2-9: Myxobakterien-Stdmme.

39



2. Material und Methoden

Stamm

Genotyp Referenz

Escherichia coli DH10B F mcrd A(mrr hsdRMS mcrBC) Grant,S.G.**

d80dlacZAM15 AlacX74 deoR
recAl endAl araD139
A(ara,leu)7697 galU galK rpsL
nupG

Escherichia coli Rosetta 2(DE3)pLysS | F ompT hsdSB(rB” mB") gal dcm | Novagen, Darmstadt

(DE3) pLysSpRARE2 (argU
argW ileX glyT leuW proL metT
thrT tyrU thrU argX cam®)

Tabelle 2-10: Escherichia coli-Stamme.

Mutante Charakteristik

DH10B2293 Transformation von pET2293 in E. coli DH10B, kan®

DH10B2295 Transformation von pTOPO2295 in E. coli DH10B, amp", kan"

DH10B2296 Transformation von pET2296 in E. coli DH10B, kan"

DH10B3033 Transformation von pET3033 in E. coli DH10B, kan"

R2293 Transformation von pET2293 in E. coli Rosetta 2(DE3)pLysS zur heterologen
Expression von MXAN2293, kan®, cam®

R2296 Transformation von pET2296 in E. coli Rosetta 2(DE3)pLysS zur heterologen
Expression von MXAN2296, kan®, cam®

R3033 Transformation von pET3033 in E. coli Rosetta 2(DE3)pLysS zur heterologen

Expression von MXAN3033, kan®, cam®

Tabelle 2-11: Erzeugte Mutanten.

2.6.2. Vektoren

Vektor Charakteristik Referenz

pCR@ 2.1-TOPO® Klonierungsvektor Invitrogen, Darmstadt
lacZo, T7 Promotor, f1 origin, pUC origin,
amp®, kan®

PET 28b(+) Expressionsvektor zur Expression von Novagen, Darmstadt

Hisg-Tag-Proteinen
T7 Promotor, lac Operator, lacl, f1 origin,
kan®

Tabelle 2-12: Vektoren.
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2.6.3. Plasmide

Plasmide Konstruktion und Verwendung

pET2293 Klonierung eines 810 bps PCR-Amplifikats in pET 28b(+) zur Expression
von MXAN2293 mit N-terminalem Hisg-Tag

pPET2296 Klonierung eines 1026 bps PCR-Amplifikats in pET 28b(+) zur Expression
von MXAN2296 mit N-terminalem Hisg-Tag

pET3033 Klonierung eines 903 bps PCR-Amplifikats in pET 28b(+) zur Expression
von MXAN3033 mit N-terminalem Hisg-Tag

pTOP02295 Klonierung eines 603 bps PCR-Amplifikats in pCR® 2.1-TOPO® zur
Inaktivierung von MXAN2295

Tabelle 2-13: Erzeugte Plasmide.

2.6.4. Oligonukleotide

Primer Sequenz 5‘— 3¢

2293exppETfor TTTTCATATGGATACCGAAGCGCT
2293exppETrev TTTTAAGCTTTCAGCGCTTCTCCAGGA
2296exppETfor TTTTCATATGGACAAGACTCCCGG
2296exppETrev TTTTAAGCTTTCAGCGCTTCACGGCTT
3033exppETfor TTTTCATATGGATGTCGCAACAAG
3033exppETrev TTTTAAGCTTCTACGGCCTGGTGCCTG
2295KOfor TCGTCCTCACGTGTCG

2295KO0rev CACGCCTACAACCGGC

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

T7term r TAGTTATTGCTCAGCGGTGG

Tabelle 2-14: Oligonukleotide/Primer.

2.7. Kultivierung und Lagerung von Mikroorganismen

Alle mikrobiologischen Arbeiten hinsichtlich Anzucht, Uberimpfung und Manipulation
unter Bewahrung der Reinkultur wurden unter LAF-Sicherheitswerkbanken durch
Verwendung steriler GefaRe, Einmalartikel, Medien und anderer Hilfsmittel durchgefthrt.
Selektionsbedingungen wurden durch Zusatz eines geeigneten Antibiotikums erzeugt.
Abweichungen von den unten beschriebenen Kultivierungsmethoden werden an

entsprechender Stelle benannt.
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2.7.1. Myxobakterien
2.7.1.1. Myxococcus xanthus DK1622

Myxococcus xanthus DK1622 und davon abgeleitete Mutanten wurden in CTT-Medium
bzw. auf CTT-Agarplatten kultiviert. Zur Kultivierung in Flissigmedium wurde eine
einzelne Kolonie in 20 ml CTT-Medium Uberfuhrt und auf Schuttelinkubatoren bei 180 -
200 rpm und 30 °C Uber mehrere Tage angezogen. GroRere Kulturvolumina wurden durch
Uberimpfen von Flissigkultur im Verhaltnis 1:50 bis 1:100 erhalten. Die Fillmenge betrug
ca. 10 - 20 % des Kolbenvolumens.

Zur Kultivierung auf Agarplatten wurde Kryokultur oder Flissigkultur mittels einer
Impfose ausgestrichen und in Brutschrénken bei 30 °C inkubiert.

Kryokulturen zur Stammkonservierung wurden durch Mischen von 1 ml Flussigkultur mit
1 ml sterilem Glycerin 50 % (v/v in H,QO) in einem Kryoréhrchen und Lagerung bei -80 °C

erzeugt.

2.7.1.2. Jahnella thaxteri SBSr007 und Chrondromyces sp. SBCm009

Die Kultivierung der Stamme SBSr007 und SBCmO009 erfolgte unter gleichen
Bedingungen wie bei Myxococcus xanthus DK1622, jedoch in VY/2-Medium. Da die
Stamme nicht in Suspension wachsen, sondern Zellaggregate bilden, wurden diese nach
Sedimenation am Kolbenboden zur Uberimpfung mit einer Pipette abgesaugt, durch Auf-
und Abpipettieren zerkleinert und transferiert. Die Uberimpfung erfolgte nach Klarung des
Mediums. Das Medienvolumen konnte bis zu 50 % des Kolbenvolumens betragen.
Einzelne Zellaggregate wurden auch zur Kultivierung auf Agarplatten verwendet.
Kryokulturen wurden mit 1 ml einer dichten Zellaggregatsuspension und 1 ml sterilem
Glycerin 50 % (v/v in H,0) hergestellt und bei -80 °C gelagert.

2.7.2. Escherichia coli

E. coli-Stdimme wurden bei 37 °C in LB-Medium (180 - 200 rpm, Schiittelinkubatoren)
bzw. auf LB-Agarplatten (Brutschranke) kultiviert. Zur Anzucht einer Flissigkultur wurde

eine einzelne Kolonie in 10 ml LB-Medium uberfiuhrt und Gber Nacht geschittelt. Die
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Uberimpfung in groRere Medienvolumina und die Konservierung in Form von
Kryokulturen erfolgte wie fir M. xanthus beschrieben.

Die Anzucht auf Agarplatten wurde durch Uberfiihrung von Kryo- oder Flussigkultur und
Ausstreichen mit einer Impfdse erreicht. Zur Vereinzelung von Kolonien wurde ein

Verdlnnungsausstrich durchgefihrt.

2.8. Isolierung von DNA

2.8.1. Isolierung von genomischer DNA

Fur die Amplifikation von DNA-Sequenzabschnitten via PCR wurde genomische DNA aus
Myxococcus xanthus DK1622 {iber das Gentra® Puregene Yeast/Bact. Kit gereinigt. Zur
Isolierung wurden 500 p einer Flussigkultur mit einer ODggo von 0,8 bis 1,0 eingesetzt und
nach dem Herstellerprotokoll verfahren. Die DNA wurde anschlieBend zum Zwecke der

Aufbewahrung bei -20 °C gelagert.

2.8.2. Isolierung von Plasmid-DNA
2.8.2.1. Reinigung uber Kieselgelsaulen-Kits

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen fir die anschlieende
Sequenzierung wurde das NucleoSpin® Plasmid Kit verwendet. 1 ml einer Ubernacht-
flissigkultur ~ wurden  hierflir als  Ausgangsmaterial ~ verwendet, nach dem
Herstellerprotokoll gereinigt und die Plasmid-DNA nach Aufnahme in 25 pl des
mitgelieferten Elutionspuffers bei -20 °C gelagert.

2.8.2.2. Alkalische Lyse

Aus einer 3 ml-Ubernachtkultur von E. coli wurden die Zellen durch Zentrifugation fir 1
min bei 13000 rpm gewonnen und in 250 pl AL1-Puffer resuspendiert. 250 ul AL2-Puffer
wurden hinzugegeben, invertiert und der Ansatz zur Zelllyse und Denaturierung
genomischer DNA bei Raumtemperatur fir 1 - 5 min inkubiert. Nach Neutralisation durch
Zusatz von 350 ul AL3-Puffer, wurden gefallte Proteinen und Zellfragmente bei 13 000

rom fir 10 min abgetrennt und der Uberstand in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-GefaR
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uberfuhrt. 600 pl Isopropanol 100 % wurden hinzupipettiert und die dartiber geféllte
Plasmid-DNA fiir 10 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 800 pl
eiskaltem Ethanol 70 % (v/v in H,O) gewaschen, erneut zentrifugiert (13 000 rpm fir 5
min) und an der Luft getrocknet. Die in 30 - 50 ul Reinstwasser aufgenommene Plasmid-

DNA wurde bei -20 °C fr die weitere Verwendung gelagert.

2.9. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Abschnitten Gber die Polymerase-Kettenreaktion wurde die
Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase verwendet und ein Reaktionsansatz in 0,2 ml-

ReaktionsgefaRen entsprechend Tabelle 2-15 hergestellt.

Bestandteil Volumen
5x Phusion HF Puffer 5ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Primer 1 und 2 (12,5 pmol/ul) 0,8 ul
DNA aus 2.8.1. 1pl
DMSO 1pl
Phusion Polymerase 0,1 pl
steriles Reinstwasser ad 25 pl

Tabelle 2-15: Reaktionsansatz fiir die PCR.

Die temperaturkontrollierte Reaktion wurde in einem Thermocycler nach einer
festgelegten ~ Amplifikationssequenz ~ durchgefiihrt.  Gefolgt von einer initialen
Denaturierung von 2 min bei 98 °C wurden 30 Zyklen nach Tabelle 2-16 vollzogen.
Hiernach schloss zur Komplettierung unvollstdndiger Amplifikate ein Extensionsschritt
von 1 min bei 72 °C an. Fir die TOPO-TA-Klonierung wurde nach Abschluss des
Programms zur Erzeugung von 3‘-Desoxyadenosin-Uberhangen zu jedem Reaktionsansatz
0,1 pl Tag DNA-Polymerase gegeben und fur 10 min bei 72 °C inkubiert. Alle erhaltenen

PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese analysiert und gereinigt.
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Polymerase-Kettenreaktion

Denaturierung 98 °C 30s
Annealing variabel 30s
Extension 72°C 30 s/kbp

Tabelle 2-16: Temperaturprogramm eines PCR-Zyklus.

Denaturierung:

der

DNA-Doppelhelix,

Annealing: Anlagerung der Primer an komplementare
Sequenzen, Extension: Synthese.

Die Annealing-Temperatur der verwendeten Primer wurde berechnet nach:

T[°C]=69,3+ 0,41 x % GC - 650/n
n: Anzahl der Basenpaare des Primers
% GC: Gehalt an den Nukleotiden G und C in Prozent

2.10. Enzymatische Manipulation von DNA

2.10.1. Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

In einem 1,5 ml-Eppendorf-GefaR wurden zu 7,5 pul DNA 0,5 - 1 pl (5 - 10 U) der

jeweiligen Restriktionsendonuklease Typ Il und 1,5 bzw. 3 pl Reaktionspuffer (nach

Herstellerprotokoll) zugegeben und mit sterilem Reinstwasser zu 15 pl ergénzt. Nach

Inkubation bei 37 °C fir 2 Stunden bzw. Gber Nacht wurden die Enzyme fiir 5 min bei 95

°C inaktiviert und der Ansatz Gber Agarosegelelektrophorese gereinigt.

2.10.2. Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten in linearisierte VVektoren wurden 3 pl Vektor, 5 pl
DNA, 1,5 ul Ligasepuffer mit 1 pl (1 U) T4-DNA-Ligase versetzt und mit sterilem

Reinstwasser zu 15 pl ergénzt. Der Ansatz wurde tber Nacht bei 16 °C inkubiert und auf

65 °C fiir 5 min zur Enzyminaktivierung erhitzt.
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2.10.3. TOPO TA-Klonierung

Das TOPO TA Cloning® Kit erméglicht die direkte Insertion von Uber die Taq DNA-
Polymerase erzeugten PCR-Produkten in den mitgelieferten, linearisierten pCR® 2.1-
TOPO®-Vektor. Die Reaktion wurde nach Herstellerprotokoll durchgefihrt und der
Klonierungsansatz anschlieBend in E. coli DH10B transformiert.

2.11. Trennung und Aufreinigung von DNA
2.11.1. Agarosegelelektrophorese

Die Methode der Agarosegelelektrophorese wurde zur Trennung von DNA-Fragmenten bis
zu einer Fragmentgréle von ca. 10 kbp hinzugezogen. Hierzu wurde ein 0,8 %-Agarosegel
durch Aufkochen von Agarose in TAE-Puffer hergestellt (handelstibliche Mikrowelle) und
in einen Gelschlitten gegossen. Im noch flissigen Zustand wurde 1 %ige
Ethidiumbromidlésung erganzt und homogenisiert (Endkonzentration ca. 0,2 pg/ml). Ein
Probenkamm wurde aufgesetzt und das Gel erstarren gelassen. Anschlieend wurde dieses
im Gelschlitten in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt, mit TAE-Puffer vollstandig
bedeckt und der Probenkamm entfernt.

Die DNA-Probe wurde mit DNA-Ladepuffer bis zu einer Konzentration von 1/6 des
Endvolumens versetzt und die Probe in die Geltasche hineinpipettiert. Zur
GroRenbestimmung wurde ein DNA-GroRenstandard mit aufgetrennt. Die Elektrophorese
wurde bei 5 - 10 V/cm Gellange durchgefiihrt. Nach Beendigung erfolgte die Detektion der
Gelbanden bei 312 nm mit einem Transilluminator und nachgeschalteter

Bilddokumentation.

2.11.2. Extraktion von Agarosegelen

Aus dem entsprechenden Agarose-Gel wurden die gewinschten Banden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und die DNA mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
entsprechend des beiliegenden Herstellerprotokolls aus der Agarosematrix extrahiert. Die

Proben wurden jeweils mit 25 pl Elutionspuffer von der Kieselgelemembran eluiert.
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2.12. Sequenzierung von DNA

Klonierte Gene, die zur heterologen Expression von Proteinen angedacht waren, wurden
durch Sequenzierung auf die korrekte Basenabfolge ihrer amplifizierten DNA-Sequenzen
hin untersucht. Diese Sequenzierung wurde extern durch die Firma Seg-IT GmbH &
Co.KG, Kaiserslautern durchgefiihrt. Hierzu wurden 1 pg des Kklonierten
Expressionsvektors und jeweils 20 ul der Sequenzierprimer (12,5 pmol/ul) zur Verfligung

gestellt.

2.13. Transformation

Die Uberftihrung von Plasmid-DNA in E. coli- bzw. Myxobakterienzellen wurde durch das

Verfahren der Elektroporation verwirklicht.

2.13.1. Transformation von E. coli
2.13.1.1. Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli DH10B

Aus einer Ubernachtfliissigkultur von E. coli DH10B in LB-Medium wurde eine 250 ml-
Kultur (LB-Medium) angeimpft. Bei einer ODgy von 0,7 wurden die Zellen durch
Zentrifugation (10 min, 6000 rpm, 4 °C) geerntet und mit 200 ml eiskaltem Glycerin 10 %
(v/v in H,0) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde
der Waschschritt mit 20 ml eiskaltem Glycerin 10 % (v/v in H,O) wiederholt und die
Zellen in 2,5 ml eiskaltem Glycerin 10 % (v/v in H,0) resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde in auf Eis gekihlte 1,5 ml-Eppendorf-Gefale zu 50 ul aliquotiert und bei -80 °C
gelagert.

2.13.1.2. Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli Rosetta 2(DE3)pLysS

Fur einen Elektroporationsansatz wurden 3 ml einer Ubernachtflissigkultur von E. coli
Rosetta 2(DE3)pLysS in LB-Medium mit Chloramphenicol (34 pg/ml) fur 1 min bei

13000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet zweimal mit jeweils 10 ml eiskaltem, sterilem
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Reinstwasser gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend in 50 pl des Reinstwassers

resuspendiert und direkt der Elektroporation zugefuhrt.

2.13.1.3. Elektroporation

Eine 0,1 cm-Elektroporationskiivette wurde mit Ethanol 70 % (v/v in H,0) sterilisiert, bei
55 °C getrocknet und auf Eis heruntergekuhlt. Zu einem Ansatz elektrokompetenter Zellen
wurden 5 pl der Plasmidpraparation aus 2.8.2. oder 2.10.2. bzw. der TOPO-TA-
Klonierungsansatz aus 2.10.3. zugefiigt, gemischt und in die Kivette Uberfuhrt. Die
Elektroporation wurde bei einer Spannung von 0,65 kV, einer Kapazitat von 25 puF und
einem Widerstand von 400 Q durchgefiihrt. Nach der Impulsgabe wurden die Zellen sofort
in 1 ml LB-Medium aufgenommen und zur phanotypischen Expression in einem 1,5 ml-
Eppendorf-Gefall bei 37 °C und 1050 rpm fur eine Stunde auf einem Thermomixer

kultiviert.

2.13.1.4. Selektion der Transformanten

Die Selektion der nach Elektroporation erhaltenen Transformanten erfolgte nach der durch
die Plasmidaufnahme erlangten Antibiotikaresistenz durch Expression des entsprechenden
Vektor-Resistenzgens.

Im Fall von transformierten TOPO-Vektoren wurde zusétzlich durch Blau-Weil3-Selektion
selektiert. Die dafuir vorbereiteten Selektionsplatten mit antibiotikahaltigem LB-Agar
wurden hierflir vor dem Ausplattieren mit 20 pl X-Gal-Lésung bestrichen und
oberflachlich getrocknet.

Die nach Elektoporation erhaltene 1 ml-Kultur wurde fiir 1 min bei 13 000 rpm
zentrifugiert, 900 pl des Uberstandes abgenommen und das Zellpellet in den verbleibenden
100 ul resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe eines Drigalskispatels auf
antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Einzelne Kolonien potenzieller Mutanten zur weiteren Anzucht in Flussigkultur konnten

nach 1 - 2 Tagen erkannt werden.
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2.13.2. Transformation von Myxococcus xanthus DK1622
2.13.2.1. Herstellung elektrokompetenter Zellen

Fiir jeden Elektroporationsansatz wurden 1,5 x 10° Zellen einer Flissigkultur von M.
xanthus DK1622 mit einer ODggo von 0,5 bis 1,0 bei 8000 rpm und 4 °C fir 10 min
abzentrifugiert und mit 20 ml eiskaltem, sterilem Reinstwasser gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 40 pl des Reinstwassers aufgenommen und

unmittelbar fur die Elektroporation eingesetzt.

2.13.2.2. Elektroporation

Zu einem Elektroporationsansatz wurden 2 - 10 pl der Plasmidpréparation aus 2.8.2.
zugeflgt, der Ansatz gemischt und in die wie in Abschnitt 2.13.1.3. vorbereitete Kivette
uberflhrt. Der Transformationsschritt erfolgte bei 0,65 kV, 25 uF und 400 Q. Direkt im
Anschluss wurden die Zellen in 1 ml CTT-Medium aufgenommen und zur phanotypischen
Expression in einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefal} bei 30 °C und 1050 rpm fiir 5 - 8 Stunden

auf einem Thermomixer kultiviert.

2.13.2.3. Selektion der Transformanten

Die Selektion der Transformanten erfolgte durch Antibiotikaresistenz. Die aus dem
Elektroporationsschritt resultierende 1 ml-Kultur wurde mit 3 ml antibiotikahaltigem CTT-
Softagar gevortext, daraufhin zu gleichen Teilen auf die Oberfliche zweier
antibiotikahaltiger CTT-Agarplatten gegossen und durch Schwenken verteilt. Nach
Erstarren der Softagarschicht, wurden die Platten bei 30 °C im Brutschrank inkubiert.
Einzelne Kolonien potenzieller Mutanten zur weiteren Anzucht in Flissigkultur waren

nach 7 - 14 Tagen zu erwarten.
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2.14. Heterologe Expression

Ausgewahlte Methyltransferasen aus M. xanthus DK1622 wurden in E. coli Rosetta
2(DE3)pLysS heterolog mit N-terminalen Hisg-Tag exprimiert. Dazu wurden die
relevanten Gene jeweils in den Expressionsvektor pET28b(+) kloniert und nach
Uberpriifung durch Sequenzierung in E. coli Rosetta 2(DE3)pLysS transformiert.

2.14.1. Kultivierung und Gewinnung der Proteinextrakte

Eine Ubernachtflussigkultur eines wie oben beschrieben erzeugten Expressionsstammes
wurde durch Inokkulation einer einzelnen Kolonie bei 37 °C und 200 rpm in LB-Medium
mit Chloramphenicol (34 pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) erhalten. Die Kultur wurde
im Verhaltnis 1:50 in ebenfalls antibiotikahaltiges LB-Medium tberimpft und bis zu einer
ODggo = 0,6 - 0,8 bei 30 °C und 200 rpm kultiviert. Die Induktion der Expression des
Zielproteins erfolgte durch Zusatz einer 1M IPTG-L6sung bis zu einer 0,05 / 0,2
millimolaren Konzentration und wurde Uber Nacht bei 16 °C resp. 30 °C und 200 rpm
fortgefihrt.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 6000 rpm und 4 °C geerntet und nach
Resuspension in 10 - 15 ml Zelllyse-Puffer in einer French Press bei 750 psi lysiert. Mit
dem Zeitpunkt der Zelllyse wurden alle nachfolgenden Arbeitsschritte auf Eis oder bei 4
°C durchgefunhrt.

Das gewonnene Lysat wurde fur 20 min bei 21 000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand zur Beurteilung des Expressionserfolgs iiber eine SDS-PAGE mit nachfolgender
MALDI-TOF-MS-Analyse sowie zur Aktivitatstestung und gegebenenfalls Aufreinigung

des Proteins weiter verwendet.

2.14.2. Proteinaufreinigung

Die Reinigung des heterolog exprimierten Proteins erfolgte auf dem AKTApurifier-FPLC
(Fast Protein  Liquid Chromatography)-System  Uber  Nickelionen-Affinitéts-
chromatographie. Der gewonnene Proteinextrakt wurde mit Hilfe eines Amicon® Ultra-15

3K-Zentrifugationsfilters auf 5 ml konzentriert, Gber einem 0,22 um-Membranfilter filtriert

50



2. Material und Methoden

und auf eine HisTrap" HP 1 ml-Saule geladen. Die chromatographische Trennung wurde
bei einer Flussrate von 1 ml/min mit einem in Tabelle 2-17 beschriebenen
Stufengradienten in 10 ml-Fraktionen vollzogen. Anschlielend wurden die Fraktionen tber
SDS-PAGE analysiert.

Mobile Phase
Eluent A Bindepuffer
Eluent B Elutionspuffer
Gradient
0-50 min 0%B
60 — 70 min 10%B
70 — 80 min 18% B
80 — 90 min 39%B
90 — 100 min 59% B
100 - 110 min 100% B

Tabelle 2-17: Gradient fur die Proteinaufreinigung.

Die das isolierte Protein enthaltende Fraktion wurde mit einem Amicon® Ultra-15 3K-

Zentrifugationsfilter auf 1 ml konzentriert und dabei mit Reaktionspuffer umgepuffert.

2.14.3. Abspaltung des Hisg-Tags

Die Abspaltung des Hiss-Tags wurde mit Hilfe des Novagen® Thrombin Cleavage Capture
Kits durchgefiihrt und nach Herstellerprotokoll verfahren. AnschlieRend wurde das Protein

in Reaktionspuffer/Glycerin 50:50 (v/v) bei -22 °C gelagert.

2.15. Proteinanalytik

2.15.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration gelster Proben wurde mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assay Kits
entsprechend des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Nach Zugabe der fertigen Coomassie

Brilliant Blue G250-L6sung zu der jeweiligen Probe erfolgte die Messung unter
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Verwendung eines UV-Spektrophotometers bei 595 nm gegen eine Rinderserumalbumin-
Standardeichreihe in einem Konzentrationsbereich von 0,2 - 8 pg/ml.

2.15.2. SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur
Analyse von Proteingemischen eingesetzt. Das Polyacrylamidgel bestand aus zwei
zusammenhéngenden  Gelteilen unterschiedlicher ~ Acrylamidkonzentrationen, dem
Sammelgel zur Konzentrierung der Proteinfraktionen und dem Trenngel (Tabelle 2-18).
Zunéchst wurden die Bestandteile des Trenngels gemischt und sofort zwischen zwei mit
einer Gummidichtung versehene, eingespannte Glasplatten der Elektrophoreseapparatur
gegossen. Hieraus ergab sich ein ca. 10 cm breites und 6 cm hohes Trenngel. Bis zur
vollstdndigen Polymerisation wurde, um Verdunstung vorzubeugen, mit 1 ml Isopropanol
uberschichtet und dieser anschlieBend wieder entfernt. Auf das Trenngel wurde die frisch
bereitete Mischung des Sammelgels 2 cm hoch geschichtet und ein Probenkamm mit 1 cm
Taschenbreite eingesteckt. Nach Aushéartung wurde der Probenkamm wieder entfernt und
das fertige Gel mit SDS-PAGE-Laufpuffer tberschichtet. Mit dem gleichen Puffer wurden
die beiden Elektrodenkammern befiillt.

Sammelgel (5 % Acrylamid) Trenngel (12 % Acrylamid)

30 % Acrylamidmix 500 pl | 30 % Acrylamidmix 6,0 ml
Reinstwasser 2,1 ml | Reinstwasser 4,9 ml
1 M Tris pH 6,8 380 pl | 1,5 M Tris pH 8,8 3,8ml
10 % SDS 30 ul | 10 % SDS 150 pl
10 % APS 30 ul | 10 % APS 180 pl
TEMED 3ul | TEMED 8 ul

Tabelle 2-18: Zusammensetzung von Polyacrylamidgelen.

Zur Denaturierung der Probe wurden 10 - 20 pg gel6stes Protein im einem Verhéltnis von
3:1 mit SDS-PAGE-Probenpuffer gemischt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Anschliel3end
wurde die Probe sofort auf Eis gekihlt. In die Geltaschen wurden jeweils die gesamte,

denaturierte Probe und 7,5 pl Proteinstandard aufgetragen. Die elektrophoretische
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Trennung erfolgte daraufhin bei 90 V im Sammelgel und 140 V im Trenngel. Daraufhin
wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel grindlich mit Reinstwasser gewaschen.

Zur visuellen Detektion der Proteinbanden wurden diese mit Coomassieblau angefarbt.
Dazu wurde das Trenngel in kolloidale Coomassieblau-Farbelésung gegeben, einmalig in
einem handelsiblichen Mikrowellengerdt auf ca. 50 °C erwérmt und Uber Nacht im
Farbebad geschwenkt. Am ndchsten Tag wurde das Gel in Reinstwasser so lange entfarbt

bis deutlich sichtbare Proteinbanden zu erkennen waren.

2.15.3. MALDI-TOF-MS

Zur ldentifizierung von Proteinen nach SDS-PAGE wurde eine MALDI-TOF-MS-Analyse
durchgefiihrt.

Banden aus den entsprechenden Polyacrylamidgelen wurden ausgeschnitten und mit 1 ml
Reinstwasser gewaschen. 100 pl frisch bereitete 40 mM Ammoniumhydrogencarbonat-
Losung wurden auf das Gelstlick gegeben, fir ca. 10 min geschittelt und wieder entfernt.
Die Entfarbung erfolgte in 500 pl einer 1:1-Mischung von 40 mM Ammonium-
hydrogencarbonat-Losung und Acetonitril durch Schiitteln bei 37 °C. Die Entfarbeldsung
wurde dabei mehrmals ausgetauscht. Nach vollstandiger Entfarbung wurde das Gelstiick
fur ca. 10 min in 500 pl Acetonitril inkubiert und an der Luft getrocknet.

Zum Proteinverdau wurden 20 pl Trypsin (25 ng/ml in 40 mM Ammoniumhydrogen-
carbonat) und 20 pl 40 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung zupipettiert und bei 37
°C Uber Nacht inkubiert. Trifluoressigsaure wurde bis zu einer Konzentration von 0,1 %
(v/v) erganzt und die Probe tber ZipTips® C18 und 50 % Acetonitril mit 0,1 %
Trifluoressigsaure (v/v in H,0) entsalzt und konzentriert. 1 ul der Probeldsung wurde mit
0,5 ul a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdaure-Losung [5 mg/ml in 50 % Acetonitril mit 0,1 %
Trifluoressigsaure (v/v in H,0)] und auf eine 384-well-MALDI-Probenplatte aufgetragen.
Ein 4800 MALDI TOF/TOF™ Analyzer wurde zur Messung verwendet und von jeder
Probe im Reflektor- und positiven lonenmodus der PMF (peptide mass fingerprint) und
PFF (peptide fragment fingerprint) ermittelt. Uber eine MASCOT-Datenbanksuche gegen
ausgewahlte Proteinsequenzen erfolgte die Identifizierung der in der betreffenden Probe
enthaltenen Proteine.
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2.16. In silico-Analyse von DNA-Sequenzen und Proteinsequenzen

Sequenzdaten von DNA bzw. Proteinen wurden mit dem Programm Geneious Pro
(Biomatters Ltd., Auckland, Neuseeland) ausgewertet. Desweitern wurden folgende Uber

das Internet frei verfligbare Applikationen und Programme eingesetzt:

BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
FramePlot http://wwwo0.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frameplot.pl
Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/

2.17. ldentifizierung und Charakterisierung der
Myxochelin-O-Methyltransferase

2.17.1. Kultivierung und Gewinnung des Rohextraktes

Myxococcus xanthus DK1622 wurde in 5 x 1 L CTT-Medium fir vier Tage bei 30 °C und
180 rpm im Erlenmeyer-Kulturkolben kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
fur 10 min bei 6000 rpm geerntet und in 300 ml Zelllyse-Puffer resuspendiert. Nach einer
Ultraschallbehandlung fir 3 min unter Eiskiihlung und Zentrifugation des Zellaufschlusses

fiir 20 min bei 21 000 rpm wurde der Uberstand als Rohextrakt verwendet.

2.17.2. Aktivitatsbasierte Aufreinigung des nativen Proteins
2.17.2.1. Ammoniumsulfat-Fallung

Der Rohextrakt wurde in einem 500 ml Erlenmeyerkolben langsam unter Vermeidung von
Schaumbildung bei 4 °C geruhrt und fein gemdrsertes Ammoniumsulfat schrittweise
innerhalb von 30 min bis zu einer S&ttigungskonzentration von 35 % hinzugegeben. Die
auftretende Fallung wurde durch Zentrifugation bei 21 000 rpm fur 10 min abgetrennt und
in 20 - 50 ml T-Puffer gelost.

Mit dem Uberstand wurde die Féllung in gleicher Weise bis zu Sattigungskonzentrationen

von 45 %, 55 % und 70 % fortgeflhrt und die Prézipitate entsprechend in T-Puffer gelost.
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2.17.2.2. Chromatographische Trennung

Die chromatographische Auftrennung von Proteinen erfolgte mit dem AKTApurifier-
FPLC-System. Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte wurden bei 4 °C
durchgefiihrt.

Gelfiltration

Die aktive Fraktion aus der Ammoniumsulfat-Fallung wurde schrittweise mittels
Gelfiltration auf einer Superdex” 75-Saule (5 cm x 40 cm) isokratisch bei einer Flussrate
von 1 mi/min (20 mM Tris, 154 mM NaCl, pH 7,5) in 10 ml-Fraktionen getrennt.
Diejenigen Fraktionen, die Methylierungsaktivitat gegenuber Myxochelin A zeigten,
wurden vereinigt und Uber einen Amicon® Ultra-15 3K-Zentrifugationsfilter

aufkonzentriert.

Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die gewonnene Probe nach Gelfiltration wurde mit Ammoniumsulfat auf eine
Konzentration von 1,5 mol/L eingestellt und auf einer HiTrap" Butyl HP 1 ml-Séule bei 1
ml/min fraktioniert. Es wurde der in Tabelle 2-19 gezeigte Gradient verwendet. Die
aktiven Fraktionen wurden vereinigt und mit einem Amicon® Ultra-15 3K-Zentrifugations-

filter aufkonzentriert.

Mobile Phase
Eluent A 1,5 M Ammoniumsulfat,
50 mM Natriumdihydrogenphosphat pH 7,0
Eluent B 50 mM Natriumdihydrogenphosphat pH 7,0
Gradient
0 min —12 min 0%B
12 min - 32 min 0%-100%B
32 min — 44 min 100 % B

Tabelle 2-19: Gradient fur die Hydrophobe Interaktionschromatograpie.
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Affinitatschromatographie

Der hier beschriebene Reinigungsschritt erfolgte auf Basis der Bindung SAM-abhéngiger
Methyltransferasen an Trennphasen mit fixierten Adenosinen und anschlieRender Elution
mit SAM. Hierzu wurde eine Adenosin-Agarose-Saule leicht abgewandelt zu einem in der
Literatur beschriebenen Verfahren hergestel1t*°.

5 ml 5°-Adenosinmonophosphat-Agarose wurde in bidestilliertem Wasser fur eine Stunde
bei Raumtemperatur hydratisiert und in eine 30 ml-Chromabond® Polypropylen-Leersaule
mit PE-Filterelement (berfiihrt. Das Gelbett wurde mit 10 x 5 ml 0,5 M Natriumchlorid-
Losung und 10 x 5 ml bidestilliertem Wasser gewaschen und anschlieBend mit 25 ml SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase)-Reaktionspuffer dquilibriert. Zur Dephosphorylierung der
5¢-Adenosin-Monophosphatgruppen wurde nach Zugabe von 1000 U SAP uber Nacht bei
30 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Das Agarosegel wurde in eine Kronlab 5 x 250
mm ECOplus-Glassdule und mit 100 ml 0,5 M Natriumchlorid-Lésung und 100 ml
bidestilliertem Wasser gewaschen. Die nach Abschluss der Sedimentation erhaltene,
gepackte Sédule wurde zur Auftrennung der Fraktion nach Hydrophober
Interaktionschromatographie eingesetzt.

Zunéchst erfolgte eine Aquilibrierung mit 50 ml Puffer A (100 mM Tris, 50 mM MeS, 50
mM Essigsaure, 0,2 M NaCl, pH 7,2). Im Anschluss wurde die Chromatographie mit
einem Zweistufengradient aus 25 ml Puffer A und nachfolgend 25 ml Puffer B (Puffer A
mit 1 mM SAM) durchgefiihrt. Alle aktiven Fraktionen wurden zusammengefuhrt, wie im
vorweggehenden Abschnitt beschrieben aufkonzentriert und in einer Analyse Uber SDS-
PAGE und MALDI-TOF-MS weiterverfolgt.

2.17.3. Methyltransferase-Assay mit Myxochelin A

Der Methyltransferase-Assay diente der Uberpriifung der bei der Aufreinigung und
heterologen Expression anfallenden Proteinfraktionen auf Methylierungsaktivitat
gegenuber Myxochelin A und des damit verbundenen Vorhandenseins der gesuchten
Methyltransferase. Fur nachfolgende Zwecke ausreichende Mengen Myxochelin A und
Methylmyxochelin A wurden von Sabine Wilbrand am Lehrstuhl fiur Anorganische
Chemie, Universitat des Saarlandes synthetisiert.
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Fur die Testung wurden 20 g Protein jeder Fraktion zu einer Mischung aus 0,5 pl 8 mM
SAM, 0,5 pul 4 mM Myxochelin A in 100 pl Reaktionspuffer pH 7,6 gegeben und fur 18
Stunden bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 50 pl Eisessig gestoppt und die
Probe zweimal mit 500 pl Ethylacetat extrahiert und der Extrakt getrocknet. Nach
Aufnahme in 250 pl Methanol erfolgte die Analyse uber Methode A, Gradient | (vgl.
2.20.1.).

2.17.4. Methyltransferase-Assay mit Myxochelin B

Fur den Assay wurde Myxochelin B verwendet, welches wahrend Isolierungsversuchen
von Methylmyxochelin B gereinigt erhalten werden konnte und in Reaktionspuffer geldst
wurde?!°,

Zur Testung von Proteinfraktionen wurden 100 pl der Fraktion mit 2 pl 8 mM SAM, 4 ul 2
mM Myxochelin B in 400 pl Reaktionspuffer pH 7,6 fir 18 Stunden bei 30 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 50 ul Eisessig hinzugegeben und die Probe mit 500 ul Ethylacetat
extrahiert. Der Extrakt wurde getrocknet und nach Aufnahme in 250 pl Methanol Gber
Methode A, Gradient I (vgl. 2.20.1.) analysiert.

Zur Testung des gereinigten, heterolog exprimierten Enzyms wurden 1 pg des Enzyms
zusammen mit 1 mM SAM, 200 uM Myxochelin B in 100 pl Reaktionspuffer fir 18
Stunden bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 5 ul Ameisensaure gestoppt, 95 pul
Methanol erganzt und die Probe nach Zentrifugation tber Methode A, Gradient 1l

analysiert.

2.17.5. EnzymkKinetik

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter der Methyltransferase wurden 1 pg des
Enzyms bei 30 °C zusammen mit 25 puM, 50 uM, 100 uM, 300 uM, 500 puM, 1000 uM
Myxochelin A und 2 mM SAM in 200 ul Reaktionspuffer pH 7,5 fir 10 min und 20 min
jeweils in Triplikaten inkubiert. Die Reaktion wurde mit 5 pl Ameisenséure gestoppt, die
Proben mit Methanol verdiinnt und zentrifugiert. Die Quantifizierung erfolgte gegen eine
Methylmyxochelin A-Eichreihe (1 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 100 nM) durch Integration
der Peakflachen von Methylmyxochelin A im MS?-Modus einer LC-MS-Analyse (ber
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Methode A, Gradient 111 (vgl. 2.20.1.). Die Parameter wurden mit dem Programm
SigmaPlot 11, Enzyme Kinetics 1.3 (Fa. Systat Software) berechnet.

2.18. Produktionsanalysen
2.18.1. Bestimmung der Methylmyxochelin A-Produktion von Wildtyp und Mutanten

Triplikate von Myxococcus xanthus DK1622 und davon abgeleitete Mutanten wurden in 50
ml CTT-Medium (ggf. antibiotikahaltig) mit 1 % XAD-16 (v/v) bei 30 °C auf
Schittelinkubatoren bis zu einer ODggo Von 1,2 kultiviert. Zellen und XAD-16 wurden mit
5 ml Ethylacetat und zweimal mit 20 ml Methanol extrahiert. Die vereinigten Extakte
wurden im Vakuum getrocknet, in 1000 pl Methanol aufgenommen und Uber Methode A,
Gradient 11l (vgl. 2.20.1.) analysiert. Zur relativen Quantifizierung von
Sekundarmetaboliten wurde die Fragmentionen reprasentierende Peakfliche der
betreffenden selektiv fragmentierten Spezies im MS2Modus integriert und zur

Vergleichsanalyse ins Verhéltnis gesetzt.

2.18.2. Bestimmung der Methylmyxochelin A / Myxochelin A - Produktions-
verhéltnisse in Zellen und Medium

Triplikate von Myxococcus xanthus DK1622 wurden in 50 ml CTT-Medium mit 1 %
XAD-16 (v/v) bei 30 °C auf Schittelinkubatoren bis zu einer ODgoo von 1,4 kultiviert.
Zellen und XAD-16 wurden durch Sieben getrennt und mit 5 ml Aceton und zweimal mit
25 ml Methanol extrahiert. Die Extakte wurden im Vakuum getrocknet, in 1000 pl
Methanol aufgenommen und Uber LC-MS wie in 2.18.1. beschrieben analysiert und

quantifiziert.

2.18.3. Bestimmung der Produktion von Myxochelinen und Methylmyxochelinen
unter Eisenmangel

Triplikate von Myxococcus xanthus DK1622 wurden jeweils in 25 ml CTT-Medium und
25 ml CTT Fe low-Medium zusammen mit 1 % XAD-16 (v/v) bei 30 °C auf

Schiittelinkubatoren bis zu einer ODgy von 1,6 - 1,9 kultiviert. Zur Herstellung des
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Eisenmangelmediums CTT Fe low wurde CTT-Medium mit Chelex® 100 (5 g/L) uber
Nacht geschittelt und das Adsorberharz anschlieBend abfiltriert. Zellen und XAD-16
wurden mit 10 ml Aceton und zweimal mit 20 ml Methanol extrahiert. Die Extrakte
wurden im Vakuum getrocknet, in 1000 pl Methanol aufgenommen und lber Methode A,

Gradient Il analysiert und entsprechend 2.18.1. quantifiziert.

2.19. Isolierung von Sekundarmetaboliten

2.19.1. Isolierungsmethoden

Fur die Isolierung von Sekundarmetboliten wurden destilliertes Methanol und Acetonitril
(hergestellt aus Losungsmitteln in p.a.-Qualitat) sowie bidestiliertes Wasser (hergestellt
aus Reinstwasser) verwendet. Das Fortschreiten der Reinigungsprozesse wurde durch
Probenzug nach einzelnen lIsolierungsstufen und Analyse iber Methode A, Gradient | und
Methode B (vgl. 2.20.1.) kontrolliert.

Methode I: GroRenausschlusschromatographie

Stationdre Phasen zur GrolRenausschlusschromatographie wurden hergestellt durch Quellen
von Sephadex  LH20 im betreffenden Eluenten, Uberfihren in Glas-
Chromatographieséulen mit Fritte und Sedimentation der Phase tGiber Nacht. Die Trennung
erfolgte isokratisch mit den in Tabelle 2-20 angegebenen Trennsystemen bei einer

Flussrate von 0,5 ml/min.

Trennsystem | Trennsystem |1
Saule Sephadex LH20, 200 x 2,5 cm Sephadex LH20, 50 x 1,5 cm
Eluent Methanol 50 % (v/v in Wasser) Methanol

Tabelle 2-20: Trennsysteme fir die GroRenausschlusschromatographie.

Methode I1: Flash-Chromatographie

Zur Flash-Chromatographie wurde eine Kieselgelsaule (60 x 4 cm) mit Kieselgel 60 in n-

Hexan gepackt und mit den aufgefiihrten Gradienten verwendet (Tabellen 2-21 und 2-22).
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Gradient |
Fraktionsnummer Eluent Volumen
1-2 Hexan
3-4 Chloroform
5 Chloroform / Methanol 9 : 1
6 Chloroform / Methanol 8 : 2
7 Chloroform / Methanol 7 : 3
je 200 ml
8 Chloroform / Methanol 6 : 4
9 Chloroform / Methanol 1 : 1
10 Chloroform / Methanol 4 : 6
11 Chloroform / Methanol 3 : 7
12 Chloroform / Methanol 2 : 8
13-22 Methanol
23 Methanol je 400 ml
24-25 Methanol / Wasser 1 : 1
Tabelle 2-21: Gradient I fir die Flash-Chromatographie.
Gradient 11
Fraktionsnummer Eluent Volumen
1 Hexan
2 Hexan /Chloroform 1:1
3 Chloroform
4 Chloroform /Methanol 9 : 1
5 Chloroform / Methanol 8 : 2
6 Chloroform / Methanol 7 : 3
7 Chloroform / Methanol 6 : 4 je 400 ml
8 Chloroform / Methanol 1 : 1
9 Chloroform / Methanol 4 : 6
10 Chloroform / Methanol 3 : 7
11 Chloroform / Methanol 2 : 8
12 Chloroform/ Methanol 1:9
13-21 Methanol

Tabelle 2-22: Gradient 1 flr die Flash-Chromatographie.
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Methode I11: Praparative HPLC-MS

Die Isolierung von Sekunddrmetaboliten via praparativer HPLC-MS wurde mit einer
Waters XBridge® Prep C18 OBD 5 um, 19 x 150 mm-Séule bei einer Flussrate von 25
ml/min auf dem Waters AutoPurification System realisiert. Hierzu wurden die in den

Tabellen 2-23 bis 2-27 aufgefuhrten Gradienten eingesetzt.

Mobile Phase Eluent A : Wasser mit 0,1 % Ameisensaure
Eluent B : Methanol mit 0,1 % Ameisensaure
Gradient | Gradient 11 Gradient 111
min % B min % B min % B
0-4 15 0-4 50 0-4 40
4-19 15-95 4-14 50 - 95 4-18 40-95
19 -23 95 14 -17 95 18-21 95
Tabelle 2-23: Methanolische Gradienten flr die préparative HPLC.
Mobile Phase | Eluent A : 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat pH 9,4
Eluent B : 95 % Methanol / 5 % 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat pH 9,4
Gradient IV Gradient V Gradient VI
min % B min % B min % B
0-3 25 0-3 65 0-4 40
3-10 25-50 3-15 65 - 70 4-18 40-95
10-10,5 50 - 95 15-15,5 70-95 18-21 95
10,5-12 95 155-17 95

Tabelle 2-24: Basische Methanol-Gradienten fiir die praparative HPLC - Teil 1.

Mobile Phase Eluent A : 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat pH 9,4
Eluent B : 95 % Methanol / 5 % 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat pH 9,4
Gradient VII Gradient VIII Gradient IX Gradient X
min % B min % B min % B min % B
0-4 40 0-3 10 -55 0-3 10 - 62 0-3 10 - 55
4-16 40-95 3-18 55 - 80 3-18 62 - 82 3-18 55-70
16-19 95 18 - 20 95 18-20 95 18-20 95

Tabelle 2-25: Basische Methanol-Gradienten fiir die praparative HPLC - Teil 2.
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Mobile Phase | Eluent A : Wasser mit 0,1 % Ameisensaure
Eluent B : Acetonitril mit 0,1 % Ameisenséure
Gradient XI Gradient XI1 Gradient X111
min % B min % B min % B
0-16 10 0-20 22 0-40 23

Tabelle 2-26: Isokratische Acetonitril-Gradienten fur die praparative HPLC.

Mobile Phase Eluent A : Wasser mit 0,1 % Ameisenséure
Eluent B : Acetonitril mit 0,1 % Ameisensdure
Gradient X1V Gradient XV
min %B min %B
0-4 10 0-3 10-40
4-18 10-95 3-13 40 - 45
18-21 95 13-16 45 - 95

Tabelle 2-27: Acetonitril-Gradienten fur die préparative HPLC.

2.19.2. Jahnella thaxteri SBSr007
2.19.2.1. Fermentation

Der Stamm Jahnella thaxteri SBSr007 wurde in einem 100 L-Fermenter in VY/2-Medium
bei 30 °C, pH 6,9 bis 7,15 und 21 % Sauerstoff kultiviert. Die Fermentation erfolgte im
Helmholtz-Zentrum fiur Infektionsforschung Braunschweig [Arbeitsgruppe Mikrobielle
Wirkstoffe, Wolfgang Kessler]. Dabei wurde die ODggo des triiben Kulturliberstands
verfolgt. Diese Tribung wird hauptsachlich durch die suspendierte Hefe des VY/2-
Mediums verursacht und verringert sich mit dem Wachstum der Bakterienpopulation. Die
Hefezellen werden durch Jahnella thaxteri SBSr007 lysiert und dienen als Nahrstoffquelle.
Erfahrungsgemal werden nach vollstandiger Lyse der Hefezellen klare Kulturiiberstande
erhalten, wahrend die Zellaggregate des Myxobakteriums in ruhender Kultur ein Sediment
ausbilden.

Nach einer anfanglichen ODggo von 3,20 wurde die Fermentation nach 186 Stunden bei
einer ODgoo von 0,04 beendet und XAD-16 bis zu einer Konzentration von 2 % (v/v)
zugefugt. Um die Adsorption von Medienbestandteilen, insbesondere der Hefe und deren

Lyseprodukte zu vermeiden und damit die darauffolgende Isolierung nicht zu erschweren,
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wurde das Harz am Ende der Kultivierung bzw. Klarung des Uberstandes zugegeben und
nach weiterem Rihren fur 4 Stunden Zellen und XAD-16 geerntet.

2.19.2.2. Gewinnung des Extraktes und Festlegung von Zielsubstanzen

Zum Abtrennen des Adsorberharzes von den Zellaggregaten, die SBSr007 wahrend der
Kultivierung in Flissigmedium ausbildet, wurde das Gemisch in 500 ml Reinstwasser
resuspendiert und 100 g Natriumchlorid darin gel6st. Aufgrund der Dichtezunahme der
Suspension schwimmt XAD-16 auf der Flussigkeitsoberflache auf und kann dekantiert
werden, wahrend sich die Zellaggregate am Boden des Gefélies sammeln. Das Harz wurde
uber Cellulose filtriert und mit 5 L Reinstwasser salzfrei gewaschen.

Das getrocknete XAD-16 wurde anschlieBend mit 10 x 1 L Methanol unter Schiitteln
extrahiert. Die methanolischen Extrakte wurden vereinigt, nach Einengen auf ca. 1 L mit 1
L n-Heptan entfettet und im Vakuum getrocknet.

Vor Konzentration wurde ein Probe gezogen und mittels Methode A, Gradient Il und
Methode B (vgl. 2.20.1.) analysiert, um Zielsubstanzen fur die Isolierung festzulegen. Die
LC/MS-Daten der HR-MS-Analyse wurden durch Vergleich der Parameter mono-
isotopische Masse, Sigma-Wert und Retentionszeit mit einer internen Datenbank
myxobakterieller Naturstoffe mit dem Programm TargetAnalysis 1.2 (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen) untersucht und ausgewertet. Aus den monoisotopischen Massen
ausgewahlter Peaks wurden Summenformeln abgeleitet (DataAnalysis 4.0, Bruker
Daltonik GmbH, Bremen) und fir eine Suche in der 6ffentlichen SciFinder-Datenbank

(SciFinder®, American Chemical Society, https:/scifinder.cas.org) herangezogen.

2.19.2.3. Isolierung der Zielsubstanzen

Der methanolische Extrakt des Adsorberharzes nach Fermentation von SBSr007 wurde
séulenchromatographisch unter Verwendung von Methode I, Trennsystem 1 in 150 10 ml-
Fraktionen getrennt. Diejenigen Fraktionen, die die Zielsubstanzen enthielten wurden
entsprechend vereinigt, im Vakuum konzentriert und mit Methode I1I, Gradient 1 in
mehreren, aufeinanderfolgenden Trennungsgéngen chromatographiert. Dabei wurden
jeweils eine Spezies reprasentierende Fraktionen gebildet. Ebenfalls Gber Methode I11
gelang aus diesen die Isolierung von TKcpd473 mit Gradient IV und XI, von TKcpd782
mit Gradient V und XII und von TKcpd904 mit Gradient V und XIII.
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2.19.3. Chondromyces sp. SBCmO009
2.19.3.1. Fermentation

Eine einzelne Kolonie von Chondromyces sp. SBCmO009 auf VY/2-Agar wurde in 100 ml
VY/2-Medium gegeben und bei 30 °C auf einem Schittelinkubator bei 200 rpm kultiviert
bis zur Klarung des Kulturiiberstands. Die sedimentierten Zellaggregate wurden in frisch
bereitetes VY/2-Medium gegeben und auf diese Weise unter Erhohung des
Kulturvolumens uber sechs Wochen fortgefahren bis eine 2 L-Kultur mit ca. 200 ml
Zellsediment erhalten werden konnte. Letzteres diente als Inokkulum fir eine
Fermentation in 8 L VY/2 bei 30 °C, pH 7,0 und 21 % Sauerstoffséttigung fur insgesamt
290 Stunden. Nach 24 h wurde XAD-16 bis zu einer Konzentration 4% (v/v) zugefugt.
Wahrend der folgenden Fermentationszeit wurden tropfenweise 250 g Hefe als
autoklavierte Suspension (100 g/L in VE-Wasser) zugefiittert. Die Fermentation wurde

schlieRlich beendet als der Uberstand vollstandig geklart war.

2.19.3.2. Gewinnung des Extraktes und Festlegung von Zielsubstanzen

Das Adsorberharz wurde von den Zellen mit dem in Kapitel 2.19.2.2. beschriebenen
Verfahren abgetrennt, gewaschen und getrocknet. Die Extraktion erfolgte mit4 x 1,5 L und
3 x 1 L Methanol. Analog zu Kapitel 2.19.2.2. wurde eine Probe der vereinigten Extrakte
analysiert und Zielsubstanzen fur die Isolierung festgelegt. Der Gesamtextrakt wurde
eingeengt, mit 1 L n-Heptan entfettet und zur weiteren Aufarbeitung im Vakuum

getrocknet.

2.19.3.3. Isolierung der Zielsubstanzen

Der nach Fermentation von SBCmO009 erhaltene methonlische Extrakt des XAD-16 wurde
uber Methode Il, Gradient | fraktioniert. Ausgewéhlte Fraktionen wurden konzentriert und
durch aufeinanderfolgende Injektionen mittels Methode 111, Gradient Il aufgetrennt und die
Fraktionen entsprechend der enthaltenen Zielsubstanzen vereinigt. Die Substanzen
TKcpd818, TKcpd831 wurden anschliefend mit Gradient VI und TKcpd832, TKcpd845
mit Gradient VII chromatographiert. Die weitere Reinigung von TKcpd832 erfolgte

groRenausschlusschromatographisch unter Verwendung von Methode I, Trennsystem II.
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Im Anschluss daran wurden alle Substanzen in einem letzten Isolierungsschritt tber
Methode 111, Gradient XIV gereinigt.

2.19.3.4. Kultivierung im Erlenmeyer-Kulturkolben

Zur Erhohung der Substanzausbeuten wurde eine zweite Kultivierung von SBCmO009 im
Erlenmeyer-Kulturkolben durchgefuhrt. Hierzu wurden 100 ml VY/2-Medium mit einer
einzelnen Kolonie von SBCmMO09 inokkuliert und bei 30 °C auf einem Schiittelinkubator
bei 200 rpm kultiviert. Die Kultivierung wurde zwei Monate fortgesetzt. Nach jeder
Klarung des Uberstandes wurden die Zellen in frisch bereitetes VY/2-Medium tberfiihrt
und schlielRlich auf vier 2 L-Erlenmeyer-Kulturkolben mit jeweils 500 ml Kulturvolumen
aufgeteilt (Gesamtzellvolumen: 200 ml). Wahrend der folgenden Kultivierung fir 19 Tage
wurde der geklarte Uberstand nach jeder Uberfiihrung der Zellen in frisches Medium mit
300 g XAD-16 fur 30 min bei 30 °C geschittelt. Das Harz wurde anschlieBend mit 1 L
Reinstwasser gewaschen und vor der nachsten Extraktion bei 4 °C gelagert. Insgesamt

wurden 24 L Uberstand extrahiert.

2.19.3.5. Gewinnung des Extraktes

Nach Extraktion des XAD-16 mit 12 x 1 L Methanol wurde der eingeengte Gesamtextrakt

mit 1 L n-Heptan entfettet und im Vakuum konzentriert.

2.19.3.6. Isolierung der Zielsubstanzen

Analog zur ersten Aufarbeitung wurde der konzentrierte, methanolische Extrakt des
Adsorberharzes sdulenchromatographisch ber Methode I, Gradient Il aufgetrennt.
Daraufhin erfolgte die Fraktionierung konzentrierter, die Zielsubstanzen enthaltender
Fraktionen in aufeinanderfolgenden Trennungslaufen mit Methode 111, Gradient I1l. Aus
den resultierenden, entsprechend der vorhandenen Spezies vereinigten Fraktionen wurde
die Isolierung von TKcpd818 mit Gradient VIII, von TKcpd832 mit Gradient IX sowie von
TKcpd831 und TKcpd845 mit Gradient X realisiert.
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In einem finalen Schritt wurden die isolierten Substanzen aus den Extrakten nach der
Fermentation und der Kultivierung im Erlenmeyer-Kulturkolben jeweils vereinigt und uber

Gradient XV gereinigt.

2.20. Analytik von Sekundarmetaboliten
2.20.1. Chromatographie

Als Losungsmittel fur die Chromatographie kamen bidestilliertes Wasser (hergestellt aus
Reinstwasser) und destilliertes Acetonitril (hergestellt aus Acetonitril p.a.) zum Einsatz.

Methode A: HPLC-UV/ESI-MS

Fur die Analytik wurde eine Agilent 1100 series HPLC gekoppelt mit einem Bruker
HCTplus-Massenspektrometer eingesetzt. Als stationdre Phase wurde eine Phenomenex
Luna C18 2,5 um, 100 x 2 mm-Sdule bei einer Flussrate von 0,4 ml/min mit den

nachfolgend angegebenen Gradienten verwendet (Tabelle 2-28).

Mobile Phase Eluent A : Wasser mit 0,1 % Ameisensaure
Eluent B : Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure

Gradient | Gradient 11 Gradient 111
Omin-18min | 5% -95%B Omin-26min | 5%-95%B Omin-10min | 5% -50% B
18 min-22min | 95% B 26 min-30min | 95% B 10 min-14 min | 95% B

Tabelle 2-28: Gradienten fur die HPLC-UV/ESI-MS.

Methode B: UPLC-UV/NanoESI-HR-MS

Analysen (iber LC-HR-MS wurden auf einer Dionex UltiMate® 3000 UPLC gekoppelt mit
einem LTQ-Orbitrap™ -Massenspektrometer und einer TriVersa NanoMate®-lonenquelle
durchgefuhrt. Die Trennung erfolgte auf einer Waters UPLC BEH C18 1,7 um, 50 x 2,1

mm-Séaule bei einer Flussrate von 0,6 ml/min mit dem Gradienten aus Tabelle 2-29.
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Mobile Phase Eluent A : Wasser mit 0,1 % Ameisensaure
Eluent B : Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure

Gradient
Omin-9min | 5%-95%B

Tabelle 2-29: Gradient fir die UPLC-UV/NanoESI-HR-MS.

2.20.2. Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Mit den in Methanol-d, bzw. Dimethylsulfoxid-ds geldsten Substanzen wurden zur
Strukturaufklarung NMR-Spektren mit einem 700 MHz Bruker Ascend” NMR-
Spektrometer, ausgestattet mit einer Kryoplattform, aufgezeichnet. Hierbei wurden
eindimensionale  NMR-Experimente (*H-NMR-Spektroskopie) und zweidimensionale
NMR-Experimente wie *H-'H-COSY (Correlation Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) und 2D-
TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) herangezogen. Fur in DMSO-ds gel6ste
Substanzen wurde zusatzlich ein ROESY (Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy)-Experiment durchgefiihrt. Die NMR-Spektren wurden mit dem Programm
Bruker TopSpin 3.1 (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten) ausgewertet. Die chemischen
Verschiebungen werden in ppm angegeben.

2.20.3. Hydrolyse und Konfigurationsbestimmung von Aminosauren

Die Konfiguration von Aminosduren wurde nach Marfey durch saure Hydrolyse des
Peptids, Derivatisierung mit 1-Fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-leucinamid (L-FDLA), 1-
Fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-D-leucinamid (D-FDLA) und Vergleich der ermittelten HPLC-
MS-Daten mit denen eines Aminosaurestandards bestimmt?*!%%,

Fur die Analyse wurden 100 ug jeder isolierten Substanz in 800 pl 5 M Salzséure gelost
und bei 100 °C in einem 1,5 ml-Eppendorfgefal Uber Nacht hydrolysiert. Nach
Vakuumtrocknung wurde das Hydrolysat in 100 pl Reinstwasser geldst und in zwei
Portionen zu je 50 pl aufgeteilt. Zu jeder Portion wurden 20 ul 1 M Natrium-
hydrogencarbonatlosung zupipettiert und 100 pl 1 % L-FDLA bzw. D-FDLA in Aceton

zur Derivatisierung zugegeben. Nach Inkubation bei 40 °C fur 1 Stunde und
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anschlieBendem Abkuhlen wurde mit 20 pl 2 M Salzsdure die Reaktion gestoppt und die
Probe im Vakuum getrocknet®®!. Der Riickstand wurde in 810 pl Acetonitril
aufgenommen, zentrifugiert und der Uberstand tiber Methode A, Gradient | analysiert.

Ein mit L-FDLA und D-FDLA derivatisierter Standard von L-Aminosduren wurde
ebenfalls unter den angegebenen Bedingungen analysiert und die Molekilionenmassen und

Retentionszeiten fiir alle Formen bestimmt.

2.20.4. Aktivitatstests

Alle in gereinigter Form erhaltenen Substanzen wurden hinsichtlich ihrer zytotoxischen
und antimikrobiellen Aktivitat getestet (Experimente wurden von Jennifer Herrmann
Institut fur Pharmazeutische Biotechnologie, Universitat des Saarlandes durchgefihrt).
Hierzu wurden diese zunéchst in Methanol zu einer Konzentration von 1 pg/pl geldst. Das
Standardprotokoll zur Substanztestung wird im Folgenden wiedergegeben.

2.20.4.1. Testung auf antimikrobielle Aktivitat

Mit Hilfe des Agardiffusionstests wurde auf Wachstumshemmung von Bakterien
(Chromobacterium violaceum, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli TolC, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus MRS3, Mycobacterium diernhoferi, Micrococcus luteus)
und Hefen bzw. Pilzen (Candida albicans, Mucor hiemalis, Pichia anomala) geprift.

Die Bakterienstamme wurden in EBS-Medium (0,5 % Casein-Soja-Pepton, 0,5% Proteose-
Pepton, 0,1 % Peptone Meat, 0,1 % Hefeextrakt, pH 7,0) bei 30 °C, Escherichia coli TolC
und Bacillus subtilis bei 37 °C, die Hefe- und Pilzstimme in Myc-Medium (1 % Phytone
Peptone, 1 % Glukose, 50 mM HEPES, pH 7,0) bei 30 °C uber Nacht auf Schiittel-
inkubatoren kultiviert. Mit EBS- oder Myc-Agar wurden die Kulturen zu einer ODgy von
0,01 fur Bakterien und 0,05 fir Hefen und Pilze verdiunnt. 6 mm-Cellulosefilterpléttchen
wurden mit jeweils 20 pg einer Substanz beladen, auf die Oberflache des Agars aufgelegt
und letztere bei der entsprechenden Temperatur tber Nacht bebritet. Die Agarplatten
wurden daraufhin auf das Auftreten von klaren Hemmhofen hin untersucht, die sich vom

triben Bewuchs der restlichen Kultur abgrenzen lassen.
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2.20.4.2. Testung auf zytotoxische Aktivitat (MTT-Test)

Fur die Testung auf zytotoxische Aktiviert wurden CHO-K1- (Chinese Hamster Ovary)
und HCT-116- (Human Colon Carcinoma) Zelllinien in 96-Well-Mikrotiterplatten (6 x
10° Zellen / Well) im MTT (Dimethylthiazolyl-diphenyl-tetrazoliumbromid)-Test zur
Bestimmung der Zellviabilitat eingesetzt**>?*®. Duplikate einer jeden Substanz wurden mit
Vollmedium beginnend mit einer Startkonzentration von 111 pg / (ml und Well) in 1:3-
Schritten verdlnnt. Nach einer Inkubationszeit von finf Tagen wurden 20 pl einer MTT-
Losung (5 mg/ml in PBS-Medium, Sigma-Aldrich) zugegeben und fir weitere zwei
Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen
mit 100 pl PBS-Medium gewaschen und 100 pl Isopropanol/10 M Salzsaure (250:1) hinzu
pipettiert. Die Auswertung erfolgte photometrisch durch Messung der relativen Absorption

bei 570 nm gegenlber einer Methanolkontrolle mit einem Mikrotiterplatten-Leser.
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3. Methylmyxocheline

3. Die  Myxochelin-O-Methyltransferase und die Funktion von
Methylmyxochelinen in der Eisenhomd@ostase von M. xanthus DK1622

3.1. Ergebnisse
3.1.1. Aktivitatsbasierte Aufreinigung

Zur ldentifizierung der Myxochelin-O-Methyltransferase auf der Grundlage -einer
aktivitatsbasierten Reinigung und nachfolgender Analysen der gewonnenen Fraktionen ist
es notwendig, eine ausreichende Menge eines Proteinrohextraktes zu gewinnen, der das
native Enzym beinhaltet und dessen Methylierungsaktivitat gegeniiber Myxochelin A
anhand eines in vitro-Tests erkannt werden kann.

Aus den Zellen einer 5 L-Flussigkultur von Myxococcus xanthus DK1622 konnten 300 ml
zellfreier Proteinextrakt gewonnen werden. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
nach Bradford ergab eine Konzentration von 14 mg/ml, so dass mit 4,2 g Gesamtprotein
eine ausreichende Menge fir die Fraktionierung zur Verfiigung stand.

Zur Detektion von Enzymaktivitat wurde ein Methyltransferase-Assay entwickelt. Hierbei
wurde synthetisiertes Myxochelin A in Gegenwart des Proteinrohextrakts bzw. der
jeweiligen Fraktion tber Nacht zusammen mit SAM inkubiert. Die Konzentrationen von
Substrat und Cosubstrat wurden in der Weise ausgewahlt, dass Myxochelin A und
Methylmyxochelin A noch deutlich in der nachfolgenden HPLC-MS-Analyse zu
detektieren waren und SAM im doppelten molaren Uberschuss vorlag, um
Sattigungsbedingungen zu erreichen. Als Reaktionspuffer wurde ein Tris-Puffer
ausgewahlt, der zusatzlich Magnesiumionen als Cofaktor zur Verfugung stellte. Der pH-
Wert des Puffers von 7,6 und die Inkubationstemperatur von 30 °C sollte physiologische
Bedingungen simulieren, die auch bei der Kultivierung von M. xanthus die erforderlichen
enzymatischen Prozesse gewahrleisten.

Zunéchst wurde der gewonnene Proteinrohextrakt im Methyltransferase-Assay getestet.
Wie die Extracted lon Chromatogramme (EICs) der HPLC-MS-Analyse zeigen, sind
sowohl Myxochelin A mit m/z [M+H]" = 405,1 als auch Methylmyxochelin A mit m/z
[M+H]" = 419,1, das Produkt der Enzymreaktion mit ausreichenden Intensitdten und

deutlich chromatographisch getrennt zu detektieren (Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1: Methyltransferase-Assay mit dem Proteinrohextrakt.
BPC: Basepeak Chromatogramm positiver Modus, m/z = 100 - 1100;
EIC: Extracted lon Chromatogramm m/z [M+H]* = 4051 von
Myxochelin A und m/z [M+H]" = 419,1 von Methylmyxochelin A.

Eine vergleichbare Menge des Proteinrohextrakts wurde zusatzlich fir 1 h bei 95 °C
hitzedenaturiert und ebenfalls in dem beschriebenen Methyltransferase-Assay untersucht.
In der nachgeschalteten HPLC-MS-Analyse, wie in Abbildung 3-2 dargestellt, konnte kein
Methylmyxochelin A detektiert werden.
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Abbildung 3-2:  Methyltransferase-Assay mit dem  denaturierten
Proteinrohextrakt. BPC: Basepeak Chromatogramm positiver Modus, m/z =
100 - 1100; EIC: Extracted lon Chromatogramm m/z [M+H]" = 405,1 von
Myxochelin A und m/z [M+H]" = 419,1 von Methylmyxochelin A.

Dies belegt, dass die Methylierung von Myxochelin A in Gegenwart des natlrlichen
Proteinrohextrakts im oben gezeigten Assay durch einen enzymatischen Prozess erfolgt
und Methylmyxochelin A nicht bereits im Proteinrohextrakt vorhanden ist bzw. spontan
entsteht oder es sich dabei um ein zufallig gebildetes Artefakt handelt.

Ein Vergleich mit einem methanolischem Zell/XAD-Extrakt einer Flussigkultur von M.
xanthus DK1622 zeigt, dass sich biogenes Myxochelin A und Methylmyxochelin A
gegenlber synthetisiertem Myxochelin A und dessen Methylderivat hinsichtlich ihrer
Retentionszeiten von 8,9 min resp. 9,4 min nicht unterscheiden (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Zell/ XAD-Extrakt von M. xanthus DK1622.

BPC: Basepeak Chromatogramm positiver Modus, m/z = 100 - 1100;
EIC: Extracted lon Chromatogramm m/z [M+H]® = 405,1 von
Myxochelin A und m/z [M+H]" = 419,1 von Methylmyxochelin A.

Im MS/MS-Modus (siehe Abbildung 3-4) stellt sich das Fragmentierungsmuster der beiden
Analytenpaare aus Assay und Extrakt als Spektrum jeweils dreier identischer Fragmente
vergleichbarer lonenh&ufigkeiten dar.

Der Einbau einer Methylfunktion von Methylmyxochelin A kann hier durch zwei um 14
Masseneinheiten héhere Fragmentmassen von m/z [M+H]" = 401 und m/z [M+H]" = 283
gegeniiber den Fragmenten m/z [M+H]" = 387 und m/z [M+H]" = 269 von Myxochelin A
untermauert werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung belegen somit, dass es sich bei
dem im Methyltranferase-Assay umgesetzten Myxochelin A um das erwartete

Methylmyxochelin A handelte.
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Abbildung 3-4: Vergleich der MS?-Spektren von Myxochelin A (m/z [M+H]" = 405,1)
und Methylmyxochelin A (m/z [M+H]" = 419,1) aus dem Extrakt von M. xanthus
DK1622 und dem Methyltransferase-Assay mit dem Proteinrohextrakt. Gestrichelte
Linien zeigen die Fragmentmassendifferenzen, verursacht durch die Methylgruppe von
Methylmyxochelin A.

Mit dem etablierten Assay stand damit eine Analysemethode zur Verfligung, um die
aktivitatsbasierte Aufreinigung der gesuchten Methyltransferase zu verfolgen und die dabei
erhaltenen Fraktionen anhand einer schnell durchzufiihrenden Testung zu untersuchen.

In einem ersten Schritt wurde der Proteinrohextrakt durch eine Ammoniumsulfat-Féllung
vorfraktioniert. Dabei wurde Ammoniumsulfat schrittweise von 35 %, 45 % und 55 % bis
zu seiner Sattigungskonzentration von 70 % im Rohextrakt gelost und nach jeder
erreichten Konzentrationsstufe das Prazipitat entfernt und separat wieder in T-Puffer
aufgenommen. So wurden vier Fallungsfraktionen und der verbleibende Uberstand
erhalten und diese im Methyltransferase-Assay untersucht. Dabei zeigten mit Ausnahme
des Uberstandes alle Fraktionen Methylierungsaktivitat, jedoch unterschiedlichen
Ausmalles. Zum Vergleich wurden die Peakflachen von Methylmyxochelin A der
jeweiligen EICs aus der HPLC-MS-Analyse jeder Fraktion gegeneinander aufgetragen und
die groBRte Peakflache gleich 100 % gesetzt. Abbildung 3-5 zeigt die graphische
Darstellung dieses Vergleichs, bei der Fraktion 3 (55 % Sattigung) eine deutlich hohere
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Aktivitat besitzt als die Fraktionen 1, 2 und 4 (35 %, 45 %, 70 % Ammoniumsulfat-
Sattigung).

Relative Aktivitat

100
80
60 M Peakfliche [%]
40 -
20 -+

1 2 3 4 us

Abbildung 3-5:  Aktivitatsvergleich  der Fraktionen aus der
Ammoniumsulfat-Fallung  bezogen auf die  Peakfliche von
Methylmyxochelin A aus der HPLC-MS-Analyse des Methyltransferase-
Assays, US: Uberstand.

Fraktion 3 wurde fir die weitere Auftrennung ausgewahlt und repréasentierte eine
Gesamtproteinmenge von 740 mg. Diese wurde Uber Gelfiltration auf einer Superdex 75
- Séule in mehreren aufeinanderfolgenden Trennungsgéangen in jeweils einhundert 10 ml-
Fraktionen fraktioniert und nachfolgend auf ihre Methylierungsaktivitat hin getestet. In
Abbildung 3-6 wird beispielhaft einer dieser Gelfiltrationstrennungsldufe dargestellt und

die aktiven Fraktionen markiert.

mAU | Gelfiltration

400 1

300

200

100 A

‘I\MIMHH\HJH‘IJHHIH\MHHI\s\‘IHs\HH\|.wH|;\\|IJ\Hs;Hssl\HHHslIHsH\sHlHHhm
0 200 400 600 800 ml

Abbildung 3-6: FPLC-UV-Chromatogramm (280 nm) einer Trennung tber
Gelfiltration. Aktive Fraktionen innerhalb des durch die gestrichelte Linie
angedeuteten Bereichs.
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Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und aufkonzentriert. Es wurden dabei 48,5 mg
Protein erhalten, die aufeinanderfolgend in drei chromatographischen Laufen auf einer
HiTrap" Butyl HP 1ml-Saule nach dem Prinzip der Hydrophoben Interaktions-
chromatographie in 2,5 ml-Fraktionen weiter aufgetrennt wurden. Abbildung 3-7 zeigt ein
Chromatogramm dieses Reinigungsschrittes und die im Methyltransferase-Assay
detektierten Fraktionen.

mAU

Hydrophobe
Interaktionschromatographie

600 A

500 A

400 A

300 A

200 A

100

Abbildung 3-7: FPLC-UV-Chromatogramm (214 nm) einer Trennung
auf einer HiTrap ButylHP 1ml - S&ule. Aktive Fraktionen innerhalb des
durch die gestrichelte Linie angedeuteten Bereichs.

7,3 mg Gesamtprotein konnten nach Konzentrierung der gesammelten aktiven Fraktionen
gewonnen werden. In einem letzten Reinigungsschritt wurde diese Probe auf einer
Adenosin-Agarose-Saule in 1 ml-Fraktionen separiert. Wie in Abbildung 3-8 zu bemerken
ist, sind im Chromatogramm keine deutlichen Peaks chromotographierter Komponenten
des Gemisches im Elutionsbereich zwischen 25 ml und 50 ml erkennbar.
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Abbildung 3-8: FPLC-UV-Chromatogramm (280 nm) der Trennung auf
einer Adenosin-Agarose-Saule. Aktive Fraktionen innerhalb des durch die
gestrichelte Linie angedeuteten Bereichs.

Ursache hierfur ist zum einen die geringe Konzentration der Probe einhergehend mit einem
groReren nichtbindenden Probenanteil im vorderen Bereich des Chromatogramms, zum
anderen die Eigenabsorption von SAM im Eluenten bei 280 nm, so dass kleinere Peaks
uberdeckt werden. Dennoch konnte der aktive Anteil der Fraktion auf der Séule gebunden
werden, was der anschlielende Assay (markierte Fraktionen) offenlegte. Erst die
Vereinigung der zu betrachtenden Fraktionen und deren Aufkonzentrierung machte eine
Proteinbestimmung von nur ca. 100 pg moglich.

3.1.2. MALDI-TOF-MS- und in silico-Analyse

Von der aus den oben beschriebenen Reinigungsschritten gewonnenen aktiven Fraktion
wurden 20 pg durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Abbildung 3-9 zeigt das
resultierende, gefarbte Polyacrylamidgel. Darin sind im Bereich von 55 - 25 kDa
(Markierung) eine tberschaubare Anzahl teilweise starker heraustretender Proteinbanden
zu erkennen. Aufgrund der geringen vorliegenden Proteinmenge erschien ein weiterer
Reinigungsschritt als nicht sinnvoll, so dass die Probe in einer MALDI-TOF-MS-Analyse

weiter untersucht wurde.
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Abbildung 3-9: SDS-PAGE der aktiven Fraktion nach
aktivitatshasierter Aufreinigung. L: PageRuler Prestained Protein
Ladder, F: Fraktion, Markierung: ausgewdhlte Banden fir die
MADLI-TOF-MS-Analyse.

Hierzu wurden alle detektierten Proteinbanden des in der Abbildung markierten Bereiches
ausgeschnitten und die im MS- und MS/MS-Modus auftretenden Fragmentmassen gegen
eine eigens erstellte MASCOT-Datenbank durchsucht. Diese Datenbank enthielt die durch
in silico-Translation aller hypothetischen orfs (open reading frames) des Genoms von M.
xanthus DK1622 ermittelten Aminosdurensquenzen von Peptiden und Proteinen.
Zusatzlich wurde eine Suche gegen eine Datenbank aller bereits annotierten Proteine aus
M. xanthus DK1622 durchgefihrt. Die dabei gefundenen Peptide wurden anschlieRend
einer BLASTp-Suche unterzogen, um durch Homologievergleiche die zu Grunde liegenden
Proteine und ggf. SAM-abhangige Methyltransferase-Domanen zu identifizieren.

Aus der untersuchten Probe konnten drei Methyltransferasen identifiziert werden. Es
handelte sich um MXAN_2293: hypothetical protein mit SAM-Methyltransferase-Domane
(NCBI Reference Sequence: YP_630514.1), MXAN_2296: O-methyltransferase (NCBI
Reference  Sequence: YP_630517.1) und MXAN_3033: UbIE/COQ5 family
methyltransferase (NCBI Reference Sequence: YP_631242.1). MXAN_2293 wurde in den
Banden bei ca. 25 kDa, MXAN_2296 in der Bande bei ca. 30 kDa und MXAN 3033 in
der Bande bei ca. 35 kDa identifiziert. Im Anhang sind die Ergebnisse der MALDI-TOF-
MS-Analyse wiedergegeben. Aus den Abbildungen 3-10 bis 3-12 kann die
Sequenzabdeckung durch die detektierten Peptidfragmentionen in der MALDI-TOF-MS-

Analyse der potenziellen Methyltransferasen entnommen werden.
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1 10 20 30 40 50
MDTEALARIPGVNEPNVPNAARIYDYTLGGTHHFEADRQAAEYLESLVES TREWV P
| —
I —

80 70 80 20 100 110
MLRACLRTAAQRLAADGFHHWVDFASGLPTGDHVHAVLPDARVLYSDVNPLTITT

120 130 140 160
AHHLLGDTPRVRYMECD TROAGAFLRRPDVNAFLGGERRVAFGANGITVFLESAEE
B —

170 180 190 200 210 220
NEQFFRDLYDWAAPGSELFTTFETKESPDLSTPEWEQFVGMFROMGESFQLYSLEE
= —

230 240 250 260 260
YLDLCGPWARDATGVLPVREFLGLPPEHITDEDREGVGIEFYAVVLEER
I ————.

Abbildung 3-10: Aminosauresequenz von MXAN_2293.
Grau: Peptidfragmentionen aus der MALDI-TOF-MS-Analyse.

1 10 20 30 40 50
MDETPGGETPEPTQLLYERIGGYWLTQVIGTAARLGIADLLSKGPRSSDALADELG

80 70 80 a0 110
TSADGLYRLLRGGISAGVFQEVGERTFALTPMGEGLRSDIPGELRDVATAQSDRA

130 130 140 150 180
HWLPWGOLIEAVRETIGES TVREALGTDIWEHFARHPEEATHFARAMGNLSALVAHE

7 180 120 200 210 220
LITQQVDEFSPFAHVADIGGEQGALLARVLRANPSCRGILFDLPHVLEGARAPMEAQ

230 240 250 260 270
GLHGRVELVGGEFFEPGLPEAEAYLLEHILHDWDEESATATLENTHAAAPAGARL

280 200 300 310 320 330
FVMELVMPDNQTPSPVPLMDLNMMVLADGRERTANEFQILLTRTSWELVGIRPTOQ
e —

B
AGTCIIEAVER

Abbildung 3-11: Aminoséuresequenz von MXAN_2296.
Grau: Peptidfragmentionen aus der MALDI-TOF-MS-Analyse.

1 10 20 30 40 80
MSAVS PLAQPEAWNLVAPEYVRELMPTFETFSREALLRAGVAQGTRVVDVATGPG
[————]

80 70 B0 a0 110
TLALLAARDGARVTAVDFS PEMIAALRGRTAEAKLDVDILEGDGMALPFEANAFD

120 130 140 150 180
AAFSMFGLMFFPDRARGFOQELHRVLEPGGRAVVSSWIPFERSEELRAVYTRELWEQ
— I —

170 150 150 200 N 220
MGAKPSQPGATPLSDPDTCOQREMSSAGFTHVTIVNEVEGSIDYPSTAAMVDATTRS

230 240 250 280 289
SAPVVLARRALGPOQWEPLLWSMHEYAQAELGPGPQRVILTAYLTTGTRE
I

Abbildung 3-12: Aminosauresequenz von MXAN_3033.
Grau: Peptidfragmentionen aus der MALDI-TOF-MS-Analyse.

Fur MXAN_2296 und MXAN_ 3033 konnten die konservierten Motive der SAM-
Bindestellen SAM-abhangiger Methyltransferasen nach Kagan gefunden werden®’
(Abbildung 3-13). Motiv 1 ist ein glycinreicher Sequenzabschnitt mit einem N-terminal
hohen Anteil hydrophober Aminoséuren und einer konservierten Asparaginsdure oder
Glutaminséure. 17 - 19 Aminosauren nach Motiv | liegt eine konservierte Asparaginsaure
oder Glutaminséure vor, die auf einen hydrophoben Bereich folgt. 36 - 90 Aminoséuren
nach Motiv | wird Motiv Il beschrieben, dessen zentrale Asparaginsaure hoch konserviert
ist. An dieser Position befindet sich in MXAN_2296 die hierzu sehr &hnliche
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Glutaminséure. Dieses Motiv ist gekennzeichnet durch aromatische und andere
hydrophobe Einheiten. Motiv 111, das in SAM-abhangigen Methyltransferasen nicht immer
vorhanden ist, liegt 12 - 38 Aminoséuren hinter Motiv 1l mit einem hoch konservierten
zentralen glycinreichen Teil, N- und C-terminal umgeben von hydrophoben Aminoséuren.
Waéhrend bei MXAN_3033 hier beide Glycine vorhanden sind, wird bei MXAN_2296 ein
Glycin und ein benachbartes Alanin gefunden. Grundsatzlich stimmen die homologen
Bereiche der beiden Methyltransferasen hinsichtlich identischer oder &hnlicher

Aminosauren mit den beschriebenen Motiven Uberein.

Motiv | AA Postmotiv | AA Motiv Il AA Motiv HI
\Y
L A Y L L |
Konsensus IVEV C P D GTY V1V K I I FL
VLDIGGGTG hhXheE PQFDAI FC LLRPGGRLLI
MXAN_2296 178 VAD I GGSQG 14 GILFD 52 PSAEAYLL 21 AAPAGARLFV 277
MXAN_3033 47 VVDVATGPG 12 VTAVD 51 NAFDAAFS 19 VLKPGGRAVYV 143

Abbildung 3-13: Motive SAM-abhangiger Methyltransferasen nach Kagan®’. Fett: identische
Aminosauren, kursiv: dhnliche Aminosauren, AA: Aminosaureanzahl zwischen den Motiven,
kursive Zahlen: Position der ersten bzw. letzten Aminoséure der Motive in MXAN_2296 und
MXAN_3033.

Die drei konservierten Methyltransferase-Motive konnten in MXAN_2293 nicht bestimmt
werden. Eine BLASTp-Suche ergab eine S-Adenosyl Methyltransferase-Domane und die
Zuordnung zu pfam04672 (Methyltransf 19). Zu dieser Proteinfamilie existieren keine
experimentellen Daten zu mdglichen Substraten oder der Funktion des Proteins. Die
Annotation der Doméne erfolgte auf der Grundlage einer Kristallstuktur von Sav_2177 aus
Streptomyces avermitilis MA-4680 mit SAM. Eine SAM-Bindestelle wurde nicht
definiert?.

Zur ldentifikation der Myxochelin-O-Methyltransferase sollten die Proteine MXAN_ 2293,
MXAN 2296 und MXAN_3033 heterolog in E. coli exprimiert und im Methyltransferase-
Assay getestet werden. MXAN_2293 konnte in silico nicht eindeutig als SAM-abhéngige
Methyltransferase klassifiziert werden. MXAN_3033 wird eine Funktion im Ubichinon E /
Coenzym  Q5-Stoffwechsel  zugesprochen. Beide Annotationen basieren auf
Homologievergleichen der Proteinsequenzen und wurden nicht experimentell bestatigt
(Pubmed-Datenbank). Deshalb wurden MXAN_2296 und MXAN_3033 fur die heterologe

Expression und Testung eingeschlossen.
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3.1.3. Heterologe Expression und Identifizierung des Enzyms

Fur die heterologe Expression der drei gefundenen Methyltransferasen wurde Escherichia
coli Rosetta 2(DE3)pLysS, im folgenden Rosetta 2(DE3)pLysS genannt, als
Expressionsstamm und pET 28b(+) als Expressionsvektor verwendet. Zunachst wurden
Primer mit jeweils einem Oligonukleotidiberhang designt, der Restriktionsenzym-
schnittstellen fur den nachfolgenden Klonierungsschitt enthielt. So wurde in die Forward-
Primer eine Ndel-Schnittstelle und in die Reverse-Primer eine Hindlll-Schnittstelle
integriert. Die Primer wurden mit der MXAN-Nummer und dem nachfolgenden Kirzel
exppETfor bzw. exppETrev benannt, z.B. 2293exppETfor (siehe Tabelle 2-14). Bei der
Amplifikation durch PCR wird ein DNA-Fragment enthalten, welches das gewiinschte
Methyltransferase-Gen und einen beidseitigen Uberhang enthalt. Nach Verdau dieses
Fragments mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Hindlll kann der fir die
Methyltransferase  kodierende  Sequenzabschnitt in den mit den genannten
Restriktionsenzymen geschnittenen Expressionsvektor ligiert werden. Abbildung 3-14 gibt

die Klonierungsstrategie schematisch wieder.

a
TN
X A
/

Abbildung 3-14: Klonierung der Methyltransferase-Gene in den
Expressionsvektor pET 28b(+). Amplifikation des Gens (grau) und
Einfuhrung von Restriktionsschnittstellen durch PCR (oben).
Verdau des Amplifikats und Ligation mit dem geschnittenen
Vektor (unten). Schwarz: Oligonukleotidiiberhang.

Nach erfolgreicher Klonierung werden die Plasmide pET2293, pET 2296 und pET3033
erhalten. Die Konstukte erlauben die heterologe Expression der Methyltransferasegene als
Proteine mit N-terminalem Hisg-Tag unter Kontrolle des T7-Promotors und Induzierbarkeit
der Expression mittels IPTG (Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-15: Plasmidkarten von pET2293, pET2296 und pET3033. f1 ori: origin of replication, Kan:
Kanamycin-Resistenzgen, lacl: lac-Repressor, schwarz: Methyltransferase-Gen.

Bei der durchgefiihrten PCR mit genomischer DNA aus M. xanthus DK1622 in jeweils
dreifachen Ansédtzen konnten Amplifikate der erwarteten GroRen erhalten werden:
mxan_2293: 810 bp, mxan_2296: 1026 bp und mxan_3033: 903 bp (Abbildung 3-16). Die
entprechenden  Banden wurden ausgeschnitten, aufgereinigt und mit den
Restriktionsendonukleasen Ndel und Hindlll verdaut. Nach Ligation mit dem
geschnittenen Vektor pET 28b(+) wurde der Ligationsansatz in E. coli DH10B
transformiert. Aus den Uber Kanamycinresistenz selektierten Mutanten DH10B2293,
DH10B2296 und DH10B3033 konnten anschlieBend die Plasmide pET2293, pET 2296
und pET3033 isoliert werden. Die korrekte Integration und Sequenz der klonierten Gene

wurde durch Sequenzierung mit den Primern T7 und T7term_r bestéatigt.

2293 L 2296 L 3033

Abbildung 3-16: Agarosegelelektrophorese nach PCR von mxan_2293,
mxan_2296 und mxan_3033. L: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder.
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Die fertigen Expressionskonstrukte wurden im nachfolgenden Schritt in Rosetta
2(DE3)pLysS  transformiert.  Nach  Selektion  tber  Chloramphenicol-  und
Kanamycinresistenz konnten die Mutanten R2293, R2296 und R3033 erhalten werden.
Diese wurden zur Expression der Methyltransferasen in 50 ml chloramphenicol- und
kanamycinhaltigem LB-Medium bis zu einer ODgg von 0,6 Kultiviert. Die Expression in
R2293 und R2296 wurde mit 0,2 mM IPTG induziert und bei 16 °C iber Nacht fortgesetzt,
wahrend in R3033 die Induktion mit 0,05 mM IPTG erfolgte und das Protein bei 22 °C
uber Nacht exprimiert wurde. Unter jeweils entsprechenden Bedingungen wurde Rosetta
2(DE3)pLysS als Negativkontrolle kultiviert.

Da die in diesem Zusammenhang heterolog zu exprimierenden Proteine von Rosetta
2(DE3)pLysS nicht in das Kulturmedium sezerniert werden, sondern intrazellular
verbleiben, mussten die Zellen einer jeden Kultur fur die weitere Untersuchung
aufgeschlossen werden. Die dabei nach Zentrifugation gewonnenen Idslichen
Lysattberstdnde und unléslichen Pellets wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

Abbildung 3-17 zeigt das Polyacrylamidgel der I6slichen Fraktionen (Uberstande) und
Pellets zweier Expressionskulturen von R2293 und R2296. Es ist zu erkennen (durch die
beiden Pfeile in der Grafik angedeutet), dass im Vergleich zu Rosetta 2(DE3)pLysS
jeweils eine zusétzliche Proteinbande der erwarteten GroRe (MXAN_2293: 32,5 kDa,
MXAN_2296: 39 kDa) auftritt. Ein deutlicher Teil der Proteinmenge verbleibt im Pellet.

Us P

R R2293 R2296 L R2293 R2296

‘aiii

Abbildung 3-17: SDS-PAGE nach heterologer Expression von
MXAN_2293 und MXAN_2296. Losliche Fraktionen (US: Uberstande)
und Pellets (P) von R2293 und R2296. R: Rosetta 2(DE3)pLysS
(Kontrolle), L: PageRuler Prestained Protein Ladder.
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Auch MXAN_3033 konnte in loslicher Form exprimiert werden (Abbildung 3-18). Im Gel
der SDS-PAGE wird die Bande (34,6 kDa) teilweise von einer natlrlicherweise in Rosetta
2(DE3)pLysS auftretenden Bande Uberlagert.

Us =
R R3033 L R3033
P
=4 e
- = e
. 1 P
: -
-
C— —

Abbildung 3-18: SDS-PAGE nach heterologer Expression
von MXAN_3033. Lésliche Fraktion (US: Uberstand) und
Pellet (P) von R3033. R: Rosetta 2(DE3)pLysS (Kontrolle),
L: PageRuler Prestained Protein Ladder.

Eine MALDI-TOF-MS-Analyse der extrahierten Proteinbanden bestatigte die erfolgreiche
Expression der Methyltransferasen in den léslichen Fraktionen. Die Analysendaten sind im
Anhang dargestellt.

Die Lysate konnten nun auf die Methylierungsaktivitdt der darin enthaltenen
Methyltransferasen gegeniiber Myxochelin A hin getestet werden. Dabei wurde der
Methylierungs-Assay in der Form abgeéandert, dass 100 pl der Iéslichen Uberstande von
R2293, R2296 und R3033 neben Rosetta 2(DE3)pLysS als Kontrolle wie im Methodenteil
beschrieben mit SAM und Myxochelin A versetzt wurden, jedoch mit Reaktionspuffer auf
500 pl aufgefillt wurde. Die Inkubationszeit wurde auf eine Stunde verkurzt und die Probe
entsprechend des Protokolls behandelt und via HPLC-UV/ESI-MS analysiert. Hierbei
konnte fur den Assay mit der loslichen Proteinfraktion aus R2296 ein Peak fur
Methylmyxochelin A (m/z [M+H]" = 419,0) mit der entsprechenden Retentionszeit von 9,4
min detektiert werden (Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19: Methyltransferase-Assays mit den Idslichen Proteinfraktionen von R2293,
R2296, R3033 und Rosetta 2(DE3)pLysS (Kontrolle). BPC: Basepeak Chromatogramm
positiver Modus, m/z = 100 - 1100; EIC: Extracted lon Chromatogramm m/z [M+H]* = 405,0
von Myxochelin A und m/z [M+H]" = 419,0 von Methylmyxochelin A.

Dieser Peak konnte fir R2293 und R3033 nicht nachgewiesen werden. Die Abwesenheit
des Methylmyxochelin A-Peaks im Chromatogramm der Kontrolle mit Rosetta
2(DE3)pLysS belegt, dass die offensichtliche Methylierung von Myxochelin A nicht durch
Enzyme des Expressionsstammes bewirkt wurde.

Bei néherer Betrachtung des Fragmentierungsmusters des Analyten aus der Probe des
Assays mit R2296 werden die zu Beginn aufgezeigten Spezies mit den Fragmentmassen
m/z [M+H]" = 401, m/z [M+H]" = 283 und m/z [M+H]" = 251 des natiirlichen
Methylmyxochelin A aus M. xanthus DK1622 erkannt (Abbildung 3-20). Damit war
MXAN_2296 als potenzielle Myxochelin-O-Methyltransferase identifiziert.
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Abbildung 3-20: MS%-Spektrum von Methylmyxochelin A (m/z [M+H]* = 419,0)
bei 9,4 min aus dem Methyltransferase-Assay mit R2296 (vgl. Abbildung 3-19).

Im Folgenden galt es, die identifizierte Methyltransferase naher zu charakterisieren. Hierzu
musste das Enzym zunachst isoliert werden. Um, zum Zwecke der enzymkinetischen
Untersuchungen, grélRere Proteinmengen zu erhalten, wurde eine chloramphenicol- und
kanamycinhaltige 250 ml- Flussigkultur bis zu einer ODgy von 0,8 kultiviert und mit 0,2
mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte iber Nacht bei 16 °C. Die Zellen wurden wie
beschrieben aufgeschlossen und das Hisg-Tag-Protein aus dem Iéslichen Uberstand auf
einer HisTrap-Séaule aufgereinigt. Die Qualitdt dieses ersten Reinigungsschrittes war
jedoch nicht zufriedenstellend, so dass das Verfahren mit der dabei erhaltenen Fraktion
wiederholt wurde. Abbildung 3-21 zeigt die Stufen des Reinigungsprozesses in einer SDS-
PAGE mit Proben des Uberstandes (I), der ersten (1) und zweiten (111) Aufreinigung im
Vergleich zum Uberstand von Rosetta 2(DE3)pLysS. Deutlich sind die Banden des loslich

exprimierten und des erfolgreich aufgereinigten Enzyms zu erkennen.
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Abbildung 3-21: SDS-PAGE nach Aufreinigung der Myxochelin-O-
Methyltransferase (MXAN_2296). Losliche Fraktionen von Rosetta
2(DE3)pLysS (R), R2296 (1) wund Fraktionen nach zwei
Aufreinigungsstufen  Uber  Nickelionen-Affinitatschromatographie
(11+111), L: PageRuler Prestained Protein Ladder.

Uberraschenderweise treten jedoch in allen Fraktionen jeweils zwei Banden des Enzyms
auf, selbst nach den genannten Reinigungsschritten. Zur nédheren Untersuchung wurden die
beiden Banden aus Fraktion Ill ausgeschnitten und durch MALDI-TOF-MS-Analyse
(siehe Anhang) Uberprift. In beiden Féllen wurden identische Peptidfragmente des Hisg-

Tag-Proteins gefunden, die nahezu die gesamte Sequenz abdecken (Abbildung 3-22).

1 10 20 30 a0 50
MGS EHHHHHHSSGLVPRGEHMDKTPGGTPEPTOLLYERIGGYWLTOVIGTAARLG
I — I —

&0 70 B0 o0 100 110
IADLLEKGPRESDALADELGISADGLYRLLRGGCISAGVEFQEVEERTFALTPMGEG

120 130 140 150 180
LRSDIPGSLEDVAIAQSDRAHWLPWGOLIEAVRETGKS TVREALGTOIWEHFAKHD
I .

170 180 180 200 210 220
EEATﬁEARAMGNLS%&VAHELTQQVDESPEAHVAﬁIGGSQGALLARVLRANPSCé

230 40 250 260 270
GILFDLPHVLEGAKAPMEAQGLHGRVELVGGS FFEPGLPSAEAYLLKHILHDWDE

330

280 290 300 310 21
ESATATLENTHAAADPAGARLFVMELVMPDNQTPS PVPLMDLNMMVLADGRER TAN
-

340 50 31
EFQTLLTRTSWELVGIRPTQAGTCITIEAVER

1 o W0 a0 40 50
MGS SHHHHHHSSGLVPRGSHMDKTPEGTPEFPTQLLYERTIGEYWLTQVIGTAARLG
I — | —
EP ?IU BP QIU IE‘IU 1 !U
TADLLEKGPRESDALADELGTSADGLYRLLRGCTSAGVFQEVEERTFAL TEPMGER

120 130 140 150 180
LESDIPGELRDVAIAQSDRAHWLPWGQLIEAVRTGKS TVREALGTDIWEHEAKHPD
=3

170 180 100 200 210 220
EEATﬁFARAMGNLS%aVAHELTOQVDESPFAHVAﬁIGGSQGALLARVLRANPScﬁ

230 240 250 260 270
GILEDLDHVLEGAKADMEAéGLHGRVELVGGsEFEPGLEéAEfYLLKHIiHDWDE
s

2680 290 300 3 3 330
ESATAILENIHAAAPAGARLFVMELVMPDNQTPS PVPLMDLNMMVLADGRER TAN

] 0 31
EFQTLLTRETSWELVGIRPTQAGTCITIEAVER

Abbildung 3-22: MALDI-TOF-MS-Analyse der aufgereinigten Myxochelin-O-
Methyltransferase. Identische Peptidfragmentmuster (grau) der oberen (oben)
und unteren (unten) Proteinbande aus der SDS-PAGE von Fraktion 11 (vgl.
Abbildung 3-21).
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Erklarbar ist das Ph&nomen von Mehrfachbanden desselben Proteins durch
Oxidationsreaktionen wahrend der Probenaufarbeitung zur SDS-PAGE und des
Trennprozesses selbst. Dadurch entstehen ungleiche Ladungsmengen und somit

unterschiedlich schnell wandernde elektrophoretische Spezies®®.

3.1.4. EnzymkKinetik

Mit dem aufgereinigten, vom Hisg-Tag befreiten Enzym, wurde eine Kinetische
Charakterisierung durch Inkubation bei 30 °C und pH 7,5 mit SAM und unterschiedlichen
Myxochelin A-Konzentrationen durchgefihrt. Das pH-Optimum bei pH 7,5 wurde in
Vorversuchen unter den Bedingungen des Methyltransferase-Assays durch Vergleich der
Methylmyxochelin  A-Produktionslevel ermittelt. Fur die Enzymkinetik wurde die
Produktionsrate von Methylmyxochelin A (ber HPLC-MS nach 10 und 20 Minuten
bestimmt. Mit Hilfe der SigmaPlot-Software konnten die Parameter Ky = 65,5 + 14,1 uM,
Vimax = 527 + 29 nM/min, ket = 0,065 + 0,003 - s™ und Kege / Ky = 1027 £ 191 - M - 57
berechnet werden. Abbildung 3-23 zeigt die Kinetik der Myxochelin-O-Methyltransferase
MXAN_2296 nach Michaelis-Menten.

Michaelis-Menten
600 -

500 -

400 - I

300 -

V (nM//min)

200 A

100

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Myxochelin A (UM)

Abbildung 3-23:  Michaelis-Menten-Kinetik der Myxochelin-O-
Methyltransferase MXAN_2296, V = Reaktionsgeschwindigkeit.
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3.1.5. Homologievergleich der Myxochelin-O-Methyltransferase mit anderen
Catechol-O-Methyltransferasen

Aufgrund ihrer Eigenschaft als O-Methyltransferase gegentiber dem Catecholat-Siderophor
Myxochelin A wurde MXAN_2296 einem Homologievergleich mit bakteriellen,
pflanzlichen und tierischen Catechol-O-Methyltransferasen (COMTS) unterzogen. Dazu
wurden ClustalW-Alignments mit den entsprechenden Gruppen erstellt. Erstaunlicherweise
weist MXAN_2296 nur eine geringe Homologie zu bakteriellen COMTs auf. Zur COMT
SafC (NCBI RefSeq: AAC44130.1), der Saframycin Mx1-Biosynthese aus Myxococcus
xanthus, besteht nur 13% ldentitdt und 21% Homologie. Ahnlich verhalt es sich mit den
charakterisierten COMTs SaOMTS5 (S. avermitilis MA-4680, NCBI RefSeq: NP_827014.1,
11% Identitdt, 21% Homologie) und ScOMTL1 (S.coelicolor A3(2), NCBI RefSeq:
NP_626585.1, 12% Identitdt, 22% Homologie) aus Streptomyceten sowie SynOMT
(GenBank: BAAL10567.1, 13% Identitat, 24% Homologie) aus dem Cyanobakterium
Synechocystis sp. PCC 6803. Wie erwartet ist die Ahnlichkeit zur COMT des Menschen
(GenBank: AAA68927.1, 11% Identitat, 25% Homologie) und der Ratte (GenBank:
AAA40882.1, 9% ldentitat, 19% Homologie) ebenfalls gering.

Die groRte Homologie zeigt MXAN_2296 bemerkenswerterweise zu pflanzlichen COMTs
(durchschnittlich 24% Identitit und 41% Homologie), zu denen Caffeoyl-3-O-
Methyltransferasen (CAOMTSs), Flavonoid-O-Methyltransferasen (FIOMTs) und ortho-
Diphenol-O-Methyltransferasen (0DOMTS) gehdren (Abbildung 3-24 und Tabelle 3-1).
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Abbildung 3-24: ClustalW-Alignment von MXAN_2296 mit pflanzlichen Catechol-O-Methyltransferasen.
CAOMTs aus Chrysosplenium americanum (GenBank: AAA86982.1), Eucalyptus gunnii (GenBank:
CAA52814.1), Medicago sativa (GenBank: AAB46623.1), Populus tremuloides (GenBank: AAB61731.1),
Zea mays (GenBank: AAB03364.1), COMT aus Nicotiana tabacum (GenBank: CAA50561.1), FIOMT aus
Chrysosplenium americanum (GenBank: AAA80579.1), oDOMT aus Capsicum annuum (GenBank:
AAC17455.1). la, Ib, 11 und 111 (blau): Motive SAM-abhangiger Methyltransferasen nach Kagan®'.

Catechol-O-Methyltransferase  GenBank-Nr. % ldentitat % Homologie
CAOMT_Chr_am AAAB6982.1 23 40
CAOMT_Euc_gun CAA52814.1 24 42
CAOMT_Med_sat AAB46623.1 23 41
CAOMT_Pop_tre AAB61731.1 24 42
CAOMT_Zea_may AAB03364.1 25 39
COMT Nic_tab CAA50561.1 21 41
FIOMT_Chr_am AAA80579.1 24 42
oDOMT _Cap_an AAC17455.1 24 41

Tabelle 3-1: Sequenzidentitdt und -homologie von MXAN_2296 mit pflanzlichen Catechol-O-
Methyltransferasen aus Abbildung 3-24.
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3.1.6. MXAN_2296-Homologe in Myxobakterien

Eine BLASTp-Suche mit MXAN_2296 ergab Homologe in Myxococcus fulvus HW-1
(LILAB_19190, O-methyltransferase family protein), Stigmatella aurantiaca DW4/3-1
(STAUR_5710, O-methyltransferase family protein) und Sorangium cellulosum So ce56
(scel219, methyltransferase). Das ClustalW-Alignment zeigt die hochste Homologie zu
LILAB_ 19190 (88% Identitat, 95% Homologie), gefolgt von STAUR 5710 (52%
Identitat, 66% Homologie) und sce1219 (20% Identitdt, 36% Homologie) (siehe Abbildung
3-25). Die konservierten Methyltransferase-Motive wurden in allen Proteinen gefunden, so
dass es sich bei ihnen um potenziell aktive Proteine handeln kann. Keines dieser Enzyme
wurde bisher jedoch naher charakterisiert.
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Abbildung 3-25: ClustalW-Alignment von MXAN_2296 mit myxobakteriellen Methyltransferasen.
LILAB_19190 aus Myxococcus fulvus HW-1, STAUR_5710 aus Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 und
scel219 aus Sorangium cellulosum So ce56. la, Ib, Il und I (blau); Motive SAM-abhangiger
Methyltransferasen nach Kagan®'.

3.1.7. Testung der Methyltransferasen gegentiber Myxochelin B

Die loslichen Uberstande lysierter Zellen von R2293 und R3033 nach der heterologen
Expression von MXAN_2293 und MXAN_3033 zeigten im Methyltransferaseassay mit
Myxochelin A keine Aktivitat. Diese wurden deshalb ebenfalls auf Methylierungsaktivitat
gegeniiber Myxochelin B (m/z [M+H]" = 404,1) getestet. Auch die gereinigte Myxochelin-

O-Methyltransferase wurde daraufhin untersucht, ob das Enzym ebenfalls das B-Derivat
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methyliert. Wie die HPLC-MS-Chromatogramme in Abbildung 3-26 belegen, konnten
keine Methylmyxochelin B reprasentierenden Peaks mit m/z [M+H]" = 418,1 detektiert
werden. Die Retentionszeitdifferenzen der Myxochelin B - Peaks zwischen dem unteren

Chromatogramm und den beiden oberen Chromatogrammen entstanden durch die

Verwendung unterschiedlicher Gradienten.
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Abbildung 3-26: Methyltransferase-Assays mit den Idslichen Proteinfraktionen von R2293,
R3033 und der Myxochelin-O-Methyltransferase MXAN_2296 gegeniiber Myxochelin B.
BPC: Basepeak Chromatogramm positiver Modus, m/z = 100 - 1100; EIC: Extracted lon
Chromatogramm m/z [M+H]" = 404,1 von Myxochelin B und m/z [M+H]" = 418,1 von

Methylmyxochelin B.
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3.1.8. Genetische Modifikation und Analyse von Inaktivierungsmutanten

Bei Betrachtung der genetischen Umgebung von mxan_2296 im annotierten Genom von
M. xanthus DK1622% wird ein Genlocus erkannt, der eine Funktion im bakteriellen
Eisenstoffwechsel besitzen konnte (Abbildung 3-27 und Tabelle 3-2). Dabei wdre es
maoglich, dass das fiir ein Membranprotein kodierende Gen mxan_2295 fur den Transport
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von Siderophoren oder Eisenionen verantwortlich ist. Desweiteren féallt mxan_2297 auf,
das sich in gleicher Leserichtung vor mxan_2296 befindet. Das Gen liegt jedoch nicht im
selben Leserahmen wie mxan_2296 und ist somit nicht transkriptionell mit dem
Methyltransferase-Gen gekoppelt. AuBerdem zeigte eine BLASTp-Suche mit MXAN_2297
lediglich Homologien zu hypothetischen, nicht definierten bakteriellen Proteinen. Eine
daraufhin durchgefuhrte Suche nach konservierten Domanen in MXAN_2297 in der NCBI
Conserved Domains Database identifizierte eine Chromosome Segregation Protein SMC
(Structural Maintenance Of Chromosomes)-Doméne (TIGR02168) DNA-bindender
Proteine des Zellzyklus. Einen Bezug zur Eisenhomoostase wurde somit weitestgehend
ausgeschlossen und von einer Inaktivierung des Gens abgesehen. Im Folgenden sollten

knock out - Mutanten beider Gene, mxan_2295 und mxan_2296, untersucht werden.

XK e X

mxan: 2290 2291 2292 2293 2294 2295 2296 2297 2298 2299 2300

—
1kb

Abbildung 3-27: Genetische Umgebung von mxan_2296.

mxan_ Annotation

2290 putative lipoprotein

2291 hypothetical protein

2292 putative lipoprotein

2293 hypothetical protein

2294 hypothetical protein

2295 putative membrane protein

2296 O-methyltransferase

2297 hypothetical protein

2298 asnC asparaginyl-tRNA synthetase
2299 putative lipoprotein

2300 MerR family protein (transcript. reg.)

Tabelle 3-2: Annotationen zur genetischen Umgebung von mxan_2296.
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Knock out - oder Inaktivierungsmutanten kénnen durch Plasmidintegration hergestellt
werden. Dazu wird ein Sequenzteilbereich des zu inaktivierenden Gens (ber PCR
amplifiziert und in einen Selektionsmarker tragenden Vektor Kkloniert. Nach
Transformation des Plasmids in M. xanthus DK1622 kreuzt dieses tber den amplifizierten
Bereich durch homologe Rekombination ein und fiihrt formal zu einer Unterbrechung der
kodierenden Sequenz (Abbildung 3-28). Dies fuhrt zu fehlerhafter Transkription des

gewiinschten Gens bzw. zu nicht- oder teilfunktionellen Nonsense-Proteinen.

H

>

|

—

Abbildung 3-28: Inaktivierung eines chromosomalen Gens (grau)
durch Plasmidintegration ber homologe Rekombination des
amplifizierten Bereichs (schwarz) resultierend in  zwei
inkompletten Genfragmenten.

Eine Knock out - Mutante des Methyltransferase-Gens mxan_2296 wurde auf diese Weise
bereits im Zuge von ldentifizierungsversuchen im Rahmen der Diplomarbeit erzeugt®'°.
Die TK2296 benannte Mutante wurde rekultiviert und zusammen mit M. xanthus DK1622
in Triplikaten bezuglich der Methylmyxochelin A - Produktion analysiert. Wie aus
Abbildung 3-29 zu entnehmen, ist die Produktion von Methylmyxochelin A in der Mutante
im Vergleich zum Wildtyp um fast 95 % reduziert. Eine vollstdéndige Unterbindung der
Methylierung wurde uber die Inaktivierung jedoch nicht erreicht.
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Methylmyxochelin A - Produktion
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Abbildung 3-29: Relative Myxochelin A-Produktion von Wildtyp
(WT) und der M. xanthus DK1622-Mutante TK2296.

Zur Inaktivierung des 2,2 kbp grofen Gens mxan_2295 wurden Primer designt, die Uber

den forward-Primer einen frameshift und Uber den reverse-Primer ein Stoppcodon

einfihren. Mit diesen wurde ein 603 bp-Fragment tiber PCR mit genomischer DNA aus M.
xanthus DK1622 amplifiziert, welches anschlieRend in pCR® 2.1-TOPO® kloniert und in
E. coli DH10B transformiert wurde (Abbildung 3-30).

SPTS
p o*\q lac promoter
Fragment MXAN_2295

=
2 ==
pTOPO2295 ‘S )
l 4,534 bp
2
2 /
) S &
% @ ©
NS
00@'5' e

Abbildung 3-30: Plasmidkarte von pTOPO2295.
Kan(R): Kanamycin-Resistenzgen, Amp(R):
Ampicillin-Resistenzgen.

Aus der so erhaltenen Mutante DH10B2295 wurde das Plasmid pTOP0O2295 aufgereinigt
und die korrekte Integration des Amplifikats durch einen Kontrollverdau mit EcoRI und

Bglll Gber die zu erwartenden FragmentgroRen von 622 bp, 982 bp und 2931 bp verifiziert.

Abbildung 3-31 stellt die Agarosegele jeweils doppelter Ansitze von PCR und

Kontrollverdau dar.
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Verdau pTOP0O2295
L I Il

Abbildung 3-31: Agarosegelelektrophorese nach PCR von mxan_2295
und Verdau von pTOPO2295. L: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(links) und GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (rechts), I/ll: PCR-Ansatz
1 und 2 mit zugehdrigem Verdau der resultierenden PCR-Produkte.

Das fertige Inaktivierungsplasmid pTOPO2295 wurde daraufhin in M. xanthus DK1622
elektrotransformiert. Trotz intensiver experimenteller Bemiuhungen zur Transformation

unter variierenden Versuchsbedingungen konnten keine positiven Klone ermittelt werden.

3.1.9. Produktionsanalysen von M. xanthus DK 1622

Einen wichtigten Hinweis auf die Funktion der Methymyxocheline in der Eisenaufnahme
kann die produzierte Menge der Methylderivate innerhalb und aufRerhalb der Zellen geben.
Zu deren Untersuchung wurden Kulturtriplikate des Wildtypes erstellt und die Zellen und
das XAD-16 aus dem Kulturmedium getrennt analysiert. Es ist zu erwarten, dass die
Methylmyxochelin- und Myxochelinmengen durch deren Bindung an das Adsorberharz im
Laufe der Kultivierung kumulieren und aus dem Medium extrahiert werden. Somit
reprasentiert die XAD-16-Fraktion den (Methyl-)Myxochelin-Anteil im Medium. Der
direkte Vergleich der extrahierbaren Metabolitmengen des XAD-16 mit denen der Zellen
ist jedoch aufgrund der Kumulation nicht moglich. Eine Relativierung gelingt aber, wenn
die Verhéltnisse von Methylmyxochelin- zu Myxochelinmengen verglichen werden, da
diese unabhdngig von der Gesamtmenge einer jeden Fraktion (Zelle vs. XAD-16) sind.
Untersucht wurden die Methylmyxochelin A / Myxochelin A-Peakflachenverhéltnisse.
Abbildung 3-32 zeigt, dass dieses Verhaltnis aullerhalb der Zellen deutlich groRer ist
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(=Faktor 7) als in den Zellen. D.h., ein GroBteil des Methylmyxochelin A wird ins Medium

sezerniert.

Methylmyxochelin A / Myxochelin A -
Produktionsverhaltnis

05

0,41

04

03 |
Peakflachen-
verhdltnis
0,2

0,06

0,1 'i'

0,0 -

XAD Zellen

Abbildung 3-32: Methylmyxochelin A / Myxochelin A-Produktions-
verhdltnisse in Medium (XAD) und Zellen.

Nachfolgend sollte Gberprift werden, ob eine Abhangigkeit der Methylmyxochelin-
Biosynthese von der Eisenverfligbarkeit im umgebenden Medium existiert. Dazu wurden
ebenfalls Triplikate von M. xanthus DK1622, diesmal in Vollmedium (CTT-Medium) und
mittels Chelex® eisenreduziertem Medium (CTT Fe low) kultiviert. Zellen und XAD-16
wurden zusammen extrahiert und zunéchst die Peakflachenverhéltnisse, korrigiert auf die
jeweilige ODgoo, der methylierten und nichtmethylierten Siderophorspezies in CTT-
Medium und CTT Fe low-Medium untereineander verglichen (Abbildung 3-33). Dabei
steigt erwartungsgemall die relative Produktion der Myxocheline A und B unter
Eisenmangel an, deutlich zu erkennen bei Myxochelin A (= Faktor 4), wihrend die
Mengen an gebildeten Methylmyxochelin A und B um mehr als die Halfte reduziert sind.
Anhand der Fehlerindikatoren jeder Datenreihe sind jedoch starke Schwankungen der
Produktionslevel aller Spezies zwischen einzelnen Kulturen erkennbar, die
erfahrungsgemal stets zu beobachten sind. Diese Schwankungen lassen sich reduzieren,
wenn wie in Abbildung 3-32 die gemittelten Methylmyxochelin/Myxochelin-
Peakflachenverhaltisse der Triplikate betrachtet werden. Aus Abbildung 3-34 geht hervor,
dass die Produktion von Methylmyxochelin A und B unter Eisenmangelbedingungen
ebenfalls signifikant reduziert und hin zur Bildung von Myxochelin A / B verschoben ist.
Damit scheinen flr M. xanthus unter Eisenmangel die nichtmethylierten Myxocheline die

bevozugten und geeigneteren Siderophore zur Eisenversorgung darzustellen.
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(Methyl-)Myxochelin-Produktionsverhiltnisse
unter Eisenmangel
600

500
400
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CTTFe low
200
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Abbildung 3-33: Relative Produktion von Myxochelin A (MxcA),
Myxochelin B (MxcB), Methylmyxochelin A (MMxcA) und
Methylmyxochelin B (MMxcB) in  Vollmedium (CTT) und
eisenreduziertem Medium (CTT Fe low).

Methlmyxochelin A / Myxochelin A - Methlmyxochelin B / Myxochelin B -
Produktionsverhaltnis Produktionsverhaltnis
0,70 0,070
0,052
0,60 047 0,060 T
0,50 ] 0,050
Peakfldchen- 0,40 - Peakflichen- 0,040
verhiltnis verhdltnis
0,30 - 0,030
0,20 - 0,020
0,10 - 0,010
0,04 0,003
I I
0,00 0,000
CTT CTT Felow T CTT Fe low

Abbildung 3-34: Produktionsverhéltnisse von Methylmyxochelin A / Myxochelin A und Methyl-
myxochelin B / Myxochelin B in Vollmedium (CTT) und eisenreduziertem Medium (CTT Fe low).
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3.2. Diskussion

3.2.1. Identifizierung und Charakterisierung der Myxochelin-O-Methyltransferase

Die Ubertragung von Methylgruppen aus SAM im Sinne von O-, C- oder N-
Methylierungen diverser Substrate ist ein weit verbreiteter Prozess der Natur zum Zwecke
der Biosynthese, Signaltransduktion oder Genregulation®®. Zur Identifizierung eines
SAM-abhangigen Enzyms, das Myxochelin A methyliert, war es zunéchst notwendig einen
Assay zu entwickeln, der die Umsetzung zu Methylmyxochelin A in Gegenwart von SAM
aus einem nativen Proteingemisch oder einer aufgereinigten Fraktion erkennen lasst. Ein
solcher Methyltransferase-Assay konnte wahrend der gesamten aktivitatsbasierten
Trennung die jeweils relevanten Fraktionen Uber die HPLC-MS-Detektion des
methylierten Produktes aufzeigen. Myxochelin A wurde als Substrat ausgewahlt, da
Methylmyxochelin A das prominentere Derivat der beiden Methylmyxocheline in
Extrakten darstellt (personliche Beobachtung) und aufgrund der bereits beschriebenen

Synthese bereitgestellt werden konnte®" %2

. Zur Aufreinigung von SAM-abhangigen
(Catechol-O-)Methyltransferasen aus bakteriellen, pflanzlichen und tierischen Matrices
sind diverse Verfahren in der Literatur beschrieben. Zu den Fraktionierungsschritten
gehéren  Ammoniumsulfat-Fallung,  Gelfiltration, lonenaustausch-Chromatographie,
Hydrophobe-Interaktionschromatographie (HIC) und Affinitatschromatographie?®24-24,
In Vorversuchen wurde bei Verwendung von Kationen- als auch Anionenaustauschern
schlechte chromatographische Trennung und Aktivitatsverlust beobachtet. Die
verbleibenden Verfahrensschritte wurden so gewahlt, dass sie die vorliegenden
Proteinmengen trennbar machten. Nach einer klassischen Vorfraktionierung uber
Ammoniumsulfat-Féllung folgte die Trennung Uber eine Gelfiltrationssdule, die die
Reinigung im 50-100 mg-Malfstab erlaubte. Die Affinitatschromatographie tiber Adenosin-
Agarose wurde als letzter Schritt gewéhlt, nach Gelfiltration und HIC. Proteinreinigungen
auf der Grundlage von SAM-ATffinitdt werden zum einen als erste chromatographische
Stufe (capture step) aber auch zuletzt (polishing step) eingesetzt®**?**2%® Ausgehend von
der Tatsache, dass im Genom von M. xanthus DK1622 alleine 65 annotierte
Methyltransferasen und 16 annotierte SAM-abhangige Proteine vorliegen®, erschien die
Affinitatschromatographie als capture step wenig sinnvoll und eine zuvorige Trennung
basierend auf GroRe und Polaritat plausibler. Gerade dieser letzte Schritt bewies sich als

entscheidend. Vollstandig konnte die O-Methyltransferase nicht aufgereinigt werden.
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Aufgrund der geringen erhaltenen Fraktionsmenge war eine weitere Trennung nicht
mdoglich. Die wenig komplexe, aufgereinigte Fraktion erlaubte jedoch ihre Identifizierung
uber MALDI-TOF-MS, eine der bewéhrtesten Methoden zur Proteinidentifizierung aus
SDS-PAGE-Gelen durch Korrelation der gewonnenen Peptid-MS-Daten  mit
Sequenzdatenbanken*"2%.

Drei Methyltransferasen wurden gefunden, von denen MXAN_2296 und MXAN_3033 die
konservierten Motive der SAM-Bindestelle besitzen®’. MXAN_2293, annotiert als
hypothetical protein, konnte eine Methyltransferase-Doméne (pfam04672) zugeordnet
werden. Alle Proteine wurden erfolgreich in E. coli exprimiert.

Im Methyltransferase-Assay bewies MXAN 2296 eine deutliche Aktivitat gegenuber
Myxochelin A, nicht aber gegenuber Myxochelin B. Die beiden ubrigen potenziellen
Methyltransferasen waren inaktiv. Die offenbar hohe Spezifitdt von MXAN_2296 fr das
Lysinol-Siderophor wurde aufgrund der sehr dhnlichen Struktur der beiden Myxocheline
nicht erwartet. Eine relative Quantifizierung in Extrakten von TK2296, eine
Inaktivierungsmutante des Gens mxan_2296, und M. xanthus DK1622 zeigte eine
Reduktion der Methylmyxochelin A-Produktion um ca. 95% in der Mutante im Vergleich
zum Wildtyp. Schlussfolgernd muss mindestens eine zweite Methyltransferase existieren,
die weniger spezifisch ist und Myxochelin A als auch B methyliert.

MXAN_2296 kann somit als Myxochelin A-O-Methyltransferase bezeichnet werden. In
der genetischen Umgebung des flr das 36,8 kDa grofle Protein kodierenden Bereichs
werden aufer einem flr ein Membranprotein kodierenden Genlocus (mxan_2295) keine
mit der Eisenhomoostase im Zusammenhang stehenden Gene gefunden. Ein
Inaktivierungsversuch von mxan_2295 wurde unternommen, blieb jedoch ergebnislos.
Vermutlich ist der knock out des Gens fur M. xanthus letal, zumal die Methode bereits
mehrmals erfolgreich in dem Myxobakterium angewendet wurde®™°.

Bakterielle Catechol-O-Methyltransferasen sind selten. Zu den wenigen charakterisierten
Beispielen gehtren SafC aus Myxococcus xanthus, SaOMT5 aus S. avermitilis MA-4680,
ScOMTL1 aus S. coelicolor A3(2), eine COMT aus S. griseus und SynOMT aus
Synechocystis sp. PCC  6803%*'2%%2  Dje  Myxochelin A-O-Methyltransferase
MXAN_2296 ist jedoch die erste bisher in der Literatur beschriebene Siderophor-
Catechol-O-Methyltransferase. Das Enzym konnte anhand einer Michaelis-Menten-Kinetik
charakterisiert und die Parameter Ky = 65,5 £ 14,1 UM, Vmax = 527 = 29 nM/min, Key =
0,065 + 0,003 - s und kea/K = 1027 + 191 - M? - s bestimmt werden. Der Ky-Wert von
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MXAN_2296 ist mit den Ublichen Werten bakterieller COMTs (Ky =~ 5 - 140 uM)
vergleichbar. Nur das S. griseus-Enzym stellt mit mehr als 500 uM die Ausnahme dar. Der
Keat-Wert und Viax Sind deutlich niedriger als die der genannten Methyltranferasen. Ein Key
deutlich kleiner 1 und Maximalgeschwindigkeiten im nanomolaren Bereich sind jedoch
nicht ungewohnlich und bespielsweise bei der menschlichen und bei pflanzlichen COMTs
beschrieben?2°3%4 Das groRe ke / Ky-Verhaltnis spricht fir eine hohe Spezifitat des
Enzyms.

Die Sequenz von MXAN_2296 besitzt nur eine geringe Homologie zu bakteriellen und
tierischen COMTSs, aber eine relative hohe Homologie (41%) zu pflanzlichen COMTs.
Dazu gehdren O-Methyltransferasen, deren Substrate Kaffeesdure und 5-Hydroxy-
ferulasaure, Vortsufen der Ligninbiosynthese und Flavonoide sind®*?*®, Pflanzliche O-
Methyltransferasen kdnnen in zwei Gruppen unterschieden werden. Zur Gruppe | gehdren
Caffeoyl-CoA-3-O-Methyltransferasen  (CCoAOMTs), die bevorzugt CoA-Ester
methylieren, zur Gruppe Il gehdren Caffeoyl-3-O-Methyltransferasen (CAOMTSs) und
weitere COMTs, die freie Sauren, deren CoA-Ester und andere Catechole umsetzen®*®2%.
MXAN_2296 ist homolog zu Gruppe |, wahrend SafC, SaOMT5, SCOMT1 und SynOMT
zu Gruppe Il homolog sind. SafC, SaOMT5 und SynOMT akzeptieren CoA-Ester als
Substrate, wobei auRer bei SafC die natirlichen Substrate unbekannt sind®®%2
Womadoglich lassen sich auch bakterielle COMTs anhand ihrer Akzeptanz gegeniber
Thioester gebundener Substrate unterscheiden.

Homologe der Myxochelin A-O-Methyltransferase wurden in den Myxobakterien
Myxococcus  fulvus HW-1 (LILAB_19190), Stigmatella aurantiaca DW4/3-1
(STAUR_5710) und Sorangium cellulosum So ce56 (scel219) gefunden. Die grofte
Sequenziibereinstimmung lag bei LILAB_19190 (88% ldentitat, 95% Homologie) gefolgt
von STAUR 5710 (52% Identitédt, 66% Homologie) vor. Dass es sich bei sce1219 um eine
potenzielle Myxochelin A-O-Methyltransferase ist aufgrund der geringen Homologie
unwahrscheinlich (20% Identitat, 36% Homologie). Extrakte von Stigmatella aurantiaca
DW4/3-1, Sg al5, Sorangium cellulosum So ce56, So ce90 und Myxococcus xanthus
DK897 wurden auf Methylmyxocheline untersucht (Daten nicht gezeigt). Der Stamm M.
fulvus HW-1 war nicht in der Stammsammlung vorhanden. In keinem der Myxobakterien
konnten die Methylderivate gefunden werden. Griinde hierfir kénnen sein, dass die
Produktmengen unter das Detektionslimit fallen, die Proteine unter Laborbedingungen

nicht exprimiert werden oder nicht aktiv sind, obwohl bei allen Homologen die
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Methyltransferase-Motive vorhanden sind. Ursache konnte auch ein schneller Abbau der
unfunktionellen Myxocheline sein. Unter Umstédnden sind Methylmyxocheline sogar auf
die Stdamme M. xanthus DK1622 und DK1050 begrenzt, was ein weiteres Kuriosum

myxobakterieller Biosynthesevielfalt darstellen wiirde.

3.2.2. Die Funktion von Methylmyxochelinen bei der Eisenhomdgostase in Myxococcus
xanthus DK1622

Eine wesentliche Grundlage flr die Beurteilung der Funktion von Methylmyxochelinen bei
der Eisenaufnahme und -freisetzung stellen die koordinationschemischen Eigenschaften
der Eisenkomplexe beider Spezies dar. Hierzu wurden von S. Wilbrand potentiometrische
und 'H-NMR-Titrationen sowie Eisenaufléseexperimente mit Myxochelin A und

Methylmyxochelin A durchgefuhrt*2.

Diese ergaben fir beide Siderophore die
vorwiegende Bildung von Eisenkomplexen im Verhéltnis Metall zu Ligand von 1 : 1 und
damit einkernigen Komplexen. Bei Myxochelin A dominierte im neutralen bis leicht
basischen Bereich der MLH_s-Komplex aus dem an den Catecholgruppen vollstandig (4-
fach) depronierten Myxochelin A (= L) und Fe(lll) (= M). Aufgrund der 3°-O-
Methylgruppe kann Methylmyxochelin A den MLH_;-Komplex nicht bilden und verbleibt
auf der Stufe des MLH_3-Komplexes, der bereits ab pH 1,7 gebildet wird. Ab pH = 4,1
wurde eine Instabilitat des Ferri-Methylmyxochelins A beobachtet durch die Bildung eines
Niederschlags von Fe(OH)s. Die bevorzugte Koordination vorlauft bei Ferri-Myxochelin A
uber beide Catechol-Positionen, wéhrend bei Ferri-Methylmyxochelin A eine Veranderung
der Koordinationsstruktur des vierzahnigen Komplexes erfolgt. Die Methylierung fuhrt
hier zur Koordination des zentralen Fe(lll) tber eine Salicyl- und eine Catecholposition
und belegt damit die erwarte Verschiebung entprechend der Ergebnisse mit Enterobactin-
Derivaten (Abbildung 3-35)*.
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Abbildung 3-35: Koordination von Ferri-Myxochelin A
und Ferri-Methylmyxochelin A%?,

Uber diskontinuierliche spektrophotometrische Titrationen sowie Eisenaufloseexperimente
konnten die Stabilitatskonstanten und pM-Werte der beiden Komplexe berechnet werden.
Der pM-Wert beschreibt den negativ dekadischen Logarithmus der Konzentration von
nicht komplexiertem Fe(lll) bei pH = 7,4, [Fe(I1N]iota = 1 UM und [Lliota = 10 pM™®,
Dabei ergaben sich fir Ferri-Myxochelin A (MLH_;) ein logK = 31,4 und ein pM = 19,6
und fur Ferri-Methylmyxochelin A (MLH.3) ein logK = 25,7 und ein pM = 19,2. Methyl-
myxochelin A l0st gegenuber Ferrinydrit bei pH = 5,3 91 % und bei pH = 6,1 83 % des
von Myxochelin A gebundenen Fe(l11). Die pM-Werte wurden jedoch nur berechnet und
nicht durch Titration bei physiologischen pH-Wert ermittelt. Die insgesamt gering
unterschiedlichen Werte zeigen, dass die verbleibende koordinierende Catechol-Position in
Methylmyxochelin A unter den gewahlten Versuchsbedingungen einen deutlichen Anteil
zur Stabilitat der Eisenkomplexe beitrégt, so dass das Methylderivat nur einen geringfigig
schlechteren  Eisenchelator im Vergleich zu Myxochelin A darstellt. Die
Stabilitatskonstanten und pM-Werte von Myxochelin A und Methylmyxochelin A sind mit
denen von anderen Biscatecholat-Siderophoren (Amonabactin: logK = 34,5, pM = 25,8)
und Hydroxamat-/Carboxylat-Siderophoren (Pyoverdin: logKk = 30,8, pM = 27,0;
Desferrioxamin B: logKk = 30,5, pM = 25,0; Aerobactin: logK = 22,9, pM = 23,3;
Rhizoferrin: logK = 25,3, pM = 20,0) vergleichbar*®®®'?% Die Instabilitat des Ferri-
Methylmyxochelin A - Komplexes und das Ausfallen von Fe(OH)3; bei pH > 4,1 ist
sicherlich ein konzentrationsabhangiger Prozess und wird bei den niedrigen Fe(lll)- und
Siderophor-Konzentrationen in den Zellen und dem natlrlichen Habitat von
Myxobakterien nicht der limitierende Faktor sein. Somit ist auch das methylierte
Myxochelin A ein ausreichend starkes Siderophor zur Komplexierung von Fe(l11). Da sich

die A-Derivate von Myxochelin B bzw. Methylmyxochelin B nur in einer funktionellen
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Gruppe des Siderophor-Rickgrates unterscheiden, sollten &hnliche Stabilitatskonstanten
von diesen ermittelt werden kdnnen. Unter Umstanden konnten leichte Abweichungen
aufgrund von Loslichkeitsunterschieden eines Amins gegeniiber einem Alkohol auftreten.
Ergénzend sollte an dieser Stelle bedacht werden, dass die stabilitatsrelevanten Parameter
der Komplexe im Rahmen von in vitro-Experimenten und abgeleiteten Berechnungs-
modellen ermittelt wurden, denen definierte Versuchsbedingungen, etwa die Messung in
einer einfach zusammengesetzten Matrix, zu Grunde liegen. Die tatsachlichen
koordinationschemischen Eigenschaften der Ferri-Myxocheline kdnnen sich unter
physiologischen Bedingungen im intrazellularen Milieu, z.B. infolge Komplexbildung mit
(Membran-)Proteinen anders darstellen.

Basierend auf den hier erhaltenen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die
Methylierung von Myxochelinen nicht allein die Freisetzung des Eisens aus dem Komplex
bewirkt. Methylmyxocheline kdnnten modifizierte Siderophore sein, die von der Zelle als
Chelatoren zur Eisenaufnahme genutzt werden. Diese Hypothese wird untermauert durch
die  Beobachtung, dass unter Eisenmangelbedingungen  deutlich  weniger
Methylmyxocheline gebildet werden als unter suffizienter Versorgung. Wirde die
Eisenfreisetzung aus dem Myxochelin-Eisenkomplex nur durch Methylierung erfolgen,
sollte die dadurch gebildete  Methylmyxochelinmenge mit der erhohten
Myxochelinproduktion steigen oder diese sogar (bertreffen, sie wird jedoch unter diesen
Bedingungen kleiner. AuBerdem ist der Methylmyxochelin-Anteil auferhalb der Zellen
groRer als innerhalb. Das Ausschleusen eines vergleichbar starken Komplexbildners, der
nach Methylierung zur Eisenfreisetzung in der Zelle keinen Zweck erflillen wirde,
bedeutete im extrazellularen Substrat eine Konkurrenzbedingung gegenuber den
Myxochelinen selbst. Eine erhohte extrazellulare Methylmyxochelin-Konzentration kann
jedoch so gedeutet werden, dass Myxochelin und Methylmyxochelin vergleichbar effizient
aus der Zelle transportiert werden, wohingegen die Ferri-Myxochelin-Komplexe
spezifischer zur Aufnahme erkannt werden. Dies kdnnte durch Aufnahmeexperimente mit
radioaktiv markierten Eisenkomplexen der beiden Derivate belegt werden. Auch wirde es
gegebenenfalls energetisch keinen Sinn ergeben, ein Siderophor zu biosynthetisieren, nach
Komplexbildung zu methylieren und das Methylderivat nicht zu recyceln, sondern aus der
Zelle zu schleusen. Methylmyxocheline kénnten so vorkoordinierte Zwischenstufen zur
Eisenfreisetzung darstellen und durch Demethylierung teilweise wiedergewonnen werden.

Hierzu bedarf es jedoch eigener Enzyme und Cofaktoren. Das kleinere Methylmyxochelin-
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Produktionslevel unter Eisenmangel konnte damit Folge eines intensivierten Recyclings
via Demethylierung sein. Eine eisensensorische Regulation der Methylierung von
Myxochelinen ist aufgrund der eisenabhangigen Produktion und der eventuell
Bevorzugung der etwas stérkeren und ggf. stabileren unmethylierten Siderophore méglich.
Eine Fur-Box vor dem kodierenden Bereich der Myxochelin A-O-Methyltransferase wurde
jedoch nicht gefunden®®.

3.2.3. Hypothese zur Eisenfreisetzung aus Ferri-(Methyl-)Myxochelinen

Die Reduktion von Fe(lll)-Siderophoren zu Fe(ll)-Siderophoren ist der haufigste und als
am wabhrscheinlichsten angenommene Mechanismus zur Eisenfreisetzung, da die
resultierenden Fe(l1)-Komplexe deutlich instabiler sind als deren oxidierte Varianten'®.
Fur eine Vielzahl von Hydroxamat- und Carboxylat-Siderophore wie Ferrioxamine,
Ferrichrome, Ferri-Coprogen, Ferri-Pyoverdin und Ferri-Aerobactin sind Ferri-Siderophor-
Reduktasen beschrieben worden!®"1%926>267 " Der reduktive Prozess ist thermodynamisch
und elektrochemisch zwar nicht bevorzugt, jedoch plausibel, da die Redoxpotentiale dieser
Siderophore (-336 mV bis -510 mV NHE) nahe der Redoxpotentiale der biologischen
Reduktionsaquivalente NAD(P)H/NAD(P)" (-324 mV NHE) und Flavohydro-

chinon/Flavosemichinon (-400 mV NHE) liegen!®®26%263:268.269

. Im Gegensatz hierzu
scheinen die extrem negativen Redoxpotentiale von Triscatecholat-Siderophoren wie Ferri-
Enterobactin (-990 mV NHE) eine Reduktion im zelluldren Milieu unmdglich zu machen,
so dass deren Hydrolyse Uber Esterasen (Fes bzw. BesA) einen alternativen

Freisetzungsmechanismus darstel[t'%31%4211

. Die These der alleinigen hydrolytischen
Freisetzung galt als valide bis zur Entdeckung von ViuB, einem SIP (Siderophore-
Interacting Protein) aus Vibrio cholerae, welches das nicht hydrolysierbare Triscatecholat-
Siderophor Vibriobactin umsetzt*”°. SIPs gehdren zur Superfamilie der NAD(P)H:Flavin-
Oxidoreduktasen und besitzen strukturelle Ahnlichkeit zu Ferredoxin-Reduktasen
(FNR)?"*?"2 Miethke et al. haben in einer exzellenten Untersuchung SIPs auf Basis der
Proteinsequenzen klassifiziert und anhand des ViuB-Homologen YqjH aus E. coli einen
mechanistischen Einblick in den reduktiven Prozess dieser Ferri-Siderophor-Reduktasen
gegegeben®”. Dabei konnte YgjH die Fe(lll)-Komplexe der Hydrolyseprodukte von

Enterobactin und Bacillibactin, aber auch Ferri-Enterobactin selbst und Ferri-Vibriobactin
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in vitro reduzieren. Die Reduktion erfolgt tiber einem Zweistufen-Austausch- oder Ping-
Pong-Mechanismus: Zunachst reduziert NADPH SIP-gebundenes, oxidiertes FAD" zum
FAD-Hydrochinon. Von diesem aus findet der Elektronentransfer zum SIP-gebundenen
Fe(ll)-Siderophor statt, infolgedessen das FAD-Semichinon entsteht. Das reduzierte
Fe(I)-Siderophor diffundiert ab und ein zweites Fe(l11)-Siderophor bindet und wird durch
das verbleibende FAD-Semichinon reduziert, sodass FAD" gebildet wird und der Zyklus
uber NADPH-Verbrauch von vorne beginnt. Insgesamt werden pro Zyklus zwei
Elektronen an zwei Ferri-Siderophore ibertragen.

Aus diesen Erkenntnissen erfolgt schlussfolgernd in vivo die Eisenfreisetzung aus
hydrolysierbaren Triscatecholat-Siderophoren wahrscheinlich durch Reduktion der
resultierenden zwei- und vierzahnigen Komplexe. Gleichzeitig ist auch die Reduktion von
Komplexen mit stark negativem Redoxpotential enzymatisch mdglich und gibt eine
Erklarung fir die Umsetung nicht hydrolysierbarer Triscatecholat-Siderophore wie
Vibriobactin. Diese These belegend konnte ferner gezeigt werden, dass die Bindung von
Ferri-Enterobactin an YqjH eine Potentialverschiebung zu -585 mV NHE bewirkt. Die
Bildung terndrer Komplexe und das Abfangen von freigesetztem Fe(ll) durch Fe(ll)-
bindende Proteine in der Zelle ist verantwortlich fiir die Verschiebung des Redoxpotentials
zu positiveren Werten in den Bereich der biologischen Reduktionsaquivalente?’?"3%",
Desweiteren scheinen SIPs nicht nur verantwortlich fiir die reduktive Eisenfreisetzung aus
Catecholat-Siderophoren, sondern sogar spezifisch fir diese Siderophorklasse zu
sein®"*%"_ Ferri-Myxocheline als Biscatecholat-Siderophore kénnten prinzipiell durch SIPs
reduziert werden und dadurch die Freisetzung von Eisen als Fe(ll) in der Zelle vollziehen.
Dieser Prozess bedeutete zusatzlich einen geringeren Redox-Stress als die Freisetzung von
Fe(l1l) durch Methylierung oder Hydrolyse alleine verursachen wirde. Tatséchlich sind in
den Myxochelin-Biosynthese-Genclustern von Myxococcus xanthus DK1622, Stigmatella
aurantiaca Sg al5 und Sorangium cellulosum So ce56 die ViuB-Homologe MXAN_ 3639
und MxcB (S. aurantiaca, S. cellulosum) zu finden?6%%67,
MXAN_3639 (29,9 kDa) mit 13 bakteriellen ViuB-Homologen zeigt 32% Identitat und
46% Homologie zu den Proteinen und ordnet es der Gruppe Il nach Miethke zu
(Abbildung 3-36). Dieser SIP-Gruppe fehlt die C-terminale o-Helix der Gruppe I,

Ein Alignment von

stattdessen tragen die Sequenzen eine N-terminale Erweiterung. Zur Gruppe Il gehoren
Enzymvertreter aus Enterobakterien und Pseudomonaden inklusive dem untersuchten
YqjH".
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Abbildung 3-36: ClustalW-Alignment des SIP MXAN_3639 mit bakteriellen ViuB-Homologen. ViuB_Ptu
(Pseudoalteromonas tunicata, NCBI RefSeq: WP_009840407.1), ViuB_Spu (Shewanella putrefaciens CN-

32, NCBI
NP_870000.1),

RefSeq: YP_001181611.1), ViuB_RbA (Rhodopirellula baltica SH 1, NCBI RefSeq:

ViuB_Hph (Hoeflea phototrophica, NCBI RefSeq: WP_007197583.1), ViuB_Msp

(Marinomonas sp. MWYL1, NCBI RefSeq: YP_001341041.1), ViuB_Vpa (Vibrio parahaemolyticus, NCBI
RefSeq: WP_017447051.1), ViuB_Vch (Vibrio cholerae 0395, GenBank: AAB86829.1), ViuB_Cyo
(Citrobacter youngae, NCBI RefSeq: WP_006687976.1), ViuB_Sen (Salmonella enterica, NCBI RefSeq:
WP_017465430.1), ViuB_Eco (Escherichia coli str. K-12, NCBI RefSeq: NP_417541.1), ViuB_Sdy
(Shigella dysenteriae, NCBI RefSeq: WP_001065897.1), ViuB_Esp (Enterobacter sp. 638, NCBI RefSeq:
YP_001178233.1), ViuB_Pfl (Pseudomonas fluorescens, NCBI RefSeq: WP_017526298.1).

Mutationsanalysen und die Kristallstruktur von YqjH ergaben ein konserviertes Lysin und

zwei konservierte Arginine in der Ndhe der FAD-Bindestelle, die fir die Bindung des

Catecholats und vermutlich auch fiir die Elektroneniibertragung essentiell sind*’%%". Dies

stent im Einklang mit den konservierten Aminosduren der Bindetasche des SBPs

(Siderophore Binding Protein, siehe Einleitung) FeuA fiir Triscatecholat-Siderophore

276 In

einem weiteren Alignment von MXAN_3639 mit SIP-Vertretern der Gruppe Il konnten

das FAD-Bindemotiv in Analogie zu Ferredoxin-Reduktasen und die konservierten
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3. Methylmyxocheline

Aminoséuren Lysin56, Argininl34 und Arginin257 (bezogen auf MXAN_3639) fir das
myxobakterielle ViuB-Homologe bestimmt werden®’*%""#" (Abbildung 3-37).
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Abbildung 3-37: Clustalw-Alignment des SIP MXAN_3639 mit ViuB-Homologen der Gruppe Il (aus
Abbildung 3-36). Grin: FAD-Bindemotiv, rot: konservierte basische Aminosduren zur Bindung von
Catecholat-Siderophoren.

Damit ist MXAN_3639 ein potenzieller Kandidat fir die reduktive Eisenfreisetzung aus
Ferri-Myxochelinen. Auferdem wurde vor dessen kodierenden Bereich eine Fur-Box
gefunden wund ist wie YqjH Fur-reguliert, so dass diesem Protein mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine bedeutende Rolle in der Eisenhoméostase zukommt?®®?®  Die
Redoxpotentiale von vierzahnigen Liganden (Biscatecholat-Siderophore wie Myxochelin)
sind allgemein hoher (positiver) als die von sechszdhnigen Liganden (wie Triscatecholat-
Siderophore), so dass eine Reduktion durch MXAN_3639 begiinstigt wiirde®’™.
Cyclovoltammetrische Messungen von Ferri-Myxochelin A konnten nur bei pH 2,2 gegen
eine Goldelektrode durchgefihrt werden. Lediglich das Reduktionssignal (ca -10 mV) von
Ferri-Myxochelin A konnte bestimmt werden. Das Oxidationssignal war nicht erkennbar

und zeugt von einem instabilen Fe(l1)-Komplex. Um die Werte mit anderen Siderophoren
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3. Methylmyxocheline

zu vergleichen, missen Messungen im neutralen Bereich vorliegen, die jedoch im Rahmen
der durchgefiihrten Untersuchungen zu nicht aussagekraftigen Signalen fiihrten??. Da
Siderophore mit niedrigen pM-Werten hohere Redoxpotentiale besitzen als jene mit
héheren pM-Werten, sollte das Redoxpotential von Myxochelin A (pM = 19,6) deutlich
positiver sein als das von Enterobactin (pM = 35,5). Aus einer linearen Beziehung
zwischen dem Redoxpotential und den pM-Werten verschiedener Siderophore lasst sich
ein grober Erwartungswert von ca. -350 mV bis -400 mV NHE fur Myxochelin A
ableiten®’®. Fiir eine reduktive Eisenfreisetzung aus (Methyl-)Myxochelinen in M. xanthus
und wahrscheinlich auch in den anderen Myxochelin-Produzenten spricht auch die
Entdeckung einer Ferri-Siderophor-Reduktase aus Azotobacter vinelandii, die Azotochelin,
das Carbonsédure-Analogon (Myxochelinsdure) der Myxocheline, reduziert. Der
enzymatischen Reduktion liegt der Ping-Pong-Mechanismus von YgjH zu Grunde®.
Leider ist der kodierende Bereich bzw. die Proteinsequenz der Reduktase unbekannt, so
dass keine Homologievergleiche mit SIPs unternommen werden kdnnen. Es kdnnte sich
jedoch um einen Vertreter dieser Catecholat-Siderophor-Reduktasen handeln. Um die
Reduktion von Ferri-Myxochelinen und  Ferri-Methylmyxochelinen  durch  das
myxobakterielle SIP letztlich zu belegen, ist die Untersuchung der Umsetzung dieser mit
heterolog exprimiertem MXAN_3639 liber UV-Vis- und Redox-Titrationen analog zu den
durchgefiihrten Analysen nach Miethke in Ausssicht zu stellen?”®. Ein Vergleich der
Enzymkinetiken zur Reduktion wvon Fe[lll] aus Ferri-Myxochelin und Ferri-
Methylmyxochelin-Komplexen sowie der Redoxpotentiale der beiden Komplexe kdnnte
desweiteren Aufschluss dariiber geben, ob Methylmyxocheline eine erforderliche
Zwischenstufe im Prozess der kontrollierten Eisenfreisetzung darstellen.
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4. Neue Sekundarmetabolitfamilien

4. Neue Sekundarmetabolitfamilien aus Jahnella thaxteri SBSr007 und
Chondromyces sp. SBCmO009

4.1. Ergebnisse

4.1.1. Jahnella thaxteri SBSr007
4.1.1.1. Zielsubstanzen und Ausbeuten

Der Stamm SBSr007 wurde im 100 L-Mafstab unter Anwesenheit von XAD-16
fermentiert, das Adsorberharz von den Zellen abgetrennt und ein methanolischer Extrakt
gebildet. Dieser wurde tber UPLC-HR-MS und der TargetAnalysis-Software auf bekannte
myxobakterielle Naturstoffe hin untersucht. Dabei wurden hinsichtlich Gbereinstimmender
exakter Masse und Retentionszeit mit der Referenzdatenbank keine der darin enthaltenen
Substanzen identifiziert. AnschlieBend wurde der Extrakt mit Hilfe der erhaltenen LC-MS-
Daten auf fir die Isolierung in Frage kommende Substanzen analysiert. Kriterium hierfur
waren eine Molekilionenmasse grofier als m/z = 400 der monoprotonierten Spezies, um die
Isolierung von Primérmetaboliten zu vermeiden, und eine ausreichende Peakgrofie, die in
der Regel abhédngig von den Eigenschaften des Analyten mit einer entsprechenden
Substanzmenge im Extrakt korreliert. Drei Komponenten mit den Massen m/z [M+H]" =
473, m/z [M+H]" = 782 und m/z [M+H]" = 904 wurden hierbei fir die Aufreinigung
festgelegt und zunachst mit TKcpd473, TKcepd782 und TKcpd904 benannt (Abbildung 4-
1).

Intensitét

%107 SBSr007 XAD-Extrakt

4 783 904
473 / /
2 =\
() D PNV, =11 ¥ WY NEPWEEES —— M
5 10 15 20 25 Zeit[min]

Abbildung 4-1: Basepeak-Chromatogramm positiver Modus, m/z = 100 - 1100,
des XAD-Extrakts von Jahnella thaxteri SBSr007 und Markierung der
Zielkomponenten-Peaks.
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4. Neue Sekundarmetabolitfamilien

Fur jede Spezies wurde durch HR-MS die exakte Masse bestimmt und daraus mit dem
Programm DataAnalysis modgliche Summenformeln abgeleitet. Akzeptiert wurde eine
maximale Massenabweichung von 5 ppm und ein Sigma-Wert von 25 mSigma
(MilliSigma). Der Sigma-Wert beschreibt, in welchem Male die gemessene Masse und
das Isotopenmuster des Molekdilions von theoretischer Masse und Isotopenuster jenes
Molekiilions abweicht, welches der ermittelten Formel zu Grunde liegt?™. Mit den
erzeugten Summenformeln (in  unprotonierter Form) wurde eine SciFinder-

Datenbanksuche nach bereits bekannten Naturstoffen durchgefthrt.

TKcpd904: m/z [M+H]" = 904,44568

Summenformel Masse [Da] . SciFinder-Eintrag /
IM+H]* [M+H]’ lappml — mSigma caq e
CusHssN3016 904,44376 2,1 5,4
C42HsgN13010 904,44241 3,6 5,9 Kein Eintrag
C3Hs4N1706 904,44375 2,1 7,4
C6He2N701, 904,44510 0,6 8,5 Dolastatin 13
(Dolabella
auricularia/Seehase):
125310-66-9
CaoHasN27 904,44240 3,7 11,8
Kein Eintrag
CaoHsgN1706S 904,44712 1,6 14,9
TKcpd782: m/z [M+H]" = 782,40856
CasH52N130s 782,40563 3,7 4,5
CsgHeoN3014 782,40698 2,0 4,7
Kein Eintrag
CseHagN170,4 782,40697 2,0 10,0
Cs9Hs6N,01g 782,40832 0,3 10,9
TKcpd473: m/z [M+H]" = 473,20320
C24H25NgO3 473,20441 2,6 13,7 Oligopeptide
C23H29N407 473,20308 0,3 24,4 Kein Eintrag

Tabelle 4-1: Exakte Massen der Zielkomponenten aus Jahnella thaxteri SBSr007,
berechnete Summenformeln und zugehdérige SciFinder-Datenbankeintrage.
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Das Depsipeptid Dolastatin 13 aus Dolabella auricularia (Seehase) konnte der Formel
CasHs1N7012 von TKcpd904 zugeordnet werden. Allerdings schien es unwahrscheinlich,
dass der aus einer Nacktschnecke isolierte Naturstoff ebenfalls von einem Myxobakterium
produziert wird. Im Fall von TKcpd782 konnten keine Eintrdge und von TKcpd473
lediglich einige synthetische Oligopeptide gefunden werden (Tabelle 4-1). Alle drei
Substanzen wurden daher flr die Isolierung ausgewahlt.

Nach den in Kapitel 2.19.2.3. beschriebenen Reinigungsschritten konnten die
Zielsubstanzen erfolgreich isoliert werden. Die Abbildung 4-2 zeigt die UPLC-HR-MS-
Basepeak-Chromatogramme der jeweiligen Fraktionen. Es wurden von TKcpd904 10,3
mg, von TKcpd782 2,7 mg und von TKcpd473 2,6 mg erhalten, von denen in einem
nachsten Schritt ihre chemische Stuktur aufgeklart wurde.

Dabei stellte sich heraus, dass es sich bei den Substanzen aus Jahnella thaxteri SBSr007
um eine Substanzfamilie mit einem gemeinsamen Tetrapeptidteil handelt. Diese wurden
mit dem Namen Thaxteramide benannt und wie im nachfolgenden Kapitel der
Strukturaufklarung vorgenommen unterteilt. Die Bezeichnung Thaxteramide wird deshalb

mit dem Beginn des néchsten Kapitels verwendet.
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Abbildung 4-2: Basepeak-Chromatogramme positiver Modus, m/z = 200 - 2000,
und HR-Massenspektren der gereinigten Substanzen TKcpd904, TKcpd782 und

TKcpd473.

113



4. Neue Sekundarmetabolitfamilien

4.1.1.2. Strukturaufklarung

TKcpd904: Thaxteramid A

Abbildung 4-3: Struktur von Thaxteramid A mit ausgewahlten *H-'H-COSY - (fett) und HMBC-
Korrelationen (Pfeile).

Die NMR-Messungen von Thaxteramid A wurden mit der in Methanol-d, gel6sten
Substanz durchgefihrt. Im Protonenspektrum sind im Bereich von &4 = 0,9 - 4,6 ppm
Signale von aliphatischen Protonen zu erkennen. 2 Signale olefinischer und 7 Signale
aromatischer Protonen zeigen eine chemische Verschiebung von &4 = 6,0 - 7,5 ppm
(Tabelle 4-2). Uber Korrelationen im HMBC-Spektrum und im 2D-TOCSY-Spektrum
ergeben sich 6 Aminoséaureeinheiten und eine Seitenkette mit 2 Spinsystemen. Die Struktur
des peptidischen Gerlsts wird nachfolgend, beginnend vom C-Terminus, fir jede
Aminosaure und anschlieRend die Seitenkette anhand der NMR-Daten beschrieben.

2D-TOCSY-Kaorrelationen sind fir die Protonengruppe bei oy = 2,83 ppm, oy = 3,14 ppm
und oy = 4,48 ppm zu finden und belegen ein gemeinsames Spinsystem der C-terminalen
Tyrosineinheit. Das Dublett vom Dublett bei 6y = 4,48 ppm stammt von H-2, dem a-
Proton, die beiden anderen Resonanzen von der benachbarten Methylengruppe. HMBC-
Korrelationen der Protonen H-14 nach C-1 (8¢ = 178,50 ppm) zeigen eine
Carboxylfunktion an dieser Position an. Zwei Protonengruppen, H-16 und H-20 (64 = 7,05
ppm) sowie H-17 und H-19 (4 = 6,67 ppm) kdnnen dem Phenylrest zugeordnet werden.
Die Zugehorigkeit zur Tyrosineinheit wird durch die wechselseitigegn HMBC-
Korrelationen von H-16 / H-20 nach C-14 (5¢c= 38,15 ppm) und von H-14 nach C-16 / C-
20 (d¢c = 131,31 ppm) belegt. Die Positionen der aromatischen Kohlenstoffatome C-15 (6¢
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= 130,29 ppm), C-17 / C-19 (8¢ = 115,89 ppm) und C-18 (8¢ = 156,95 ppm) kdnnen durch
Korrelationen der aromatischen Wasserstoffatome im HMBC- und HSQC-Spektrum
festgelegt werden. Der Tieffeldverschiebung des Kohlenstoffatoms C-18 und der
Beobachtung der Ringprotonensignale als Dubletts (*J = 8,4 Hz) ist eine Hydroxylfunktion
in para-Position des Phenylrestes zu entnehmen.

Auf die Tyrosineinheit folgt eine a-Methyl-f-Alanineinheit. Diesem konnten die Signale
der miteinander koppelnden Protonen H-4 (64 = 2,56 ppm), H-5 (64 = 3,11 ppm, &4 = 3,30
ppm) und H-21 (64 = 0,96 ppm) aus dem 2D-TOCSY-Spektrum zugeordnet werden. Die
chemischen Verschiebungen der a- und B-Protonen und jeweiligen Kohlenstoffatome C-4
(6c = 41,37 ppm) und C-5 (8¢ = 44,0 ppm) sprechen fiir das Vorliegen einer -
Aminosaure’®. Durch COSY-und HMBC-Korrelationen der genannten Protonen kann die
Methylierung an der a-Position bewiesen werden. Erwartungsgeman spaltet das Signal der
CHa-Gruppe in ein Dublett (3J = 6,9 Hz) auf. Die Verknupfung der a-Methyl-B-Alanin-
mit der Tyrosineinheit sowie mit einer Glycineinheit konnte durch die HMBC-
Korrelationen von H-2 bzw. H-5 mit C-3 (8¢ = 176,58 ppm) und H-5 mit C-6 (3¢ = 171,66
ppm) bestimmt werden.

Die Signale bei oy = 3,72 ppm, d4 = 3,88 ppm und &¢ = 43,50 ppm stammen von der CH,-
Gruppe der Glycineinheit. Die Protonen korrelieren mit zwei Carbonylkohlenstoffatomen,
den Kernen C-6 (6¢c = 171,66 ppm) und C-8 (5¢c = 174,0 ppm). Letzter ist Teil einer O-
Methyl-Tyrosineinheit.

Entsprechend der C-terminalen Tyrosineinheit sind fiir diese Teilstruktur im *H-NMR-
Spektrum ein Signal des a-Protons H-9 (84 = 4,56 ppm) als Dublett vom Dublett (°J = 5,2
Hz /9,7 Hz), zwei Signale der Methylengruppe (H-22, 4 = 2,88 ppm, 6y = 3,12 ppm) und
zwei Signale der Ringprotonen H-24 / H-28 (64 = 7,15 ppm) und H-25 / H-27 (54 = 6,81
ppm) zu detektieren. Die Dubletts der aromatischen Protonen (3J = 8,5 Hz) implizieren
eine para-Substitution, die komplementar zu der Tyrosinstruktur ist. Die Kohlenstoffatome
der Carbonylgruppen C-8 und C-10 (d¢c = 172,79 ppm) des Peptidgrundgerustes kénnen
durch HMBC-Kaorrelationen der Protonen H-22 und H-9 gezeigt werden. Aus den HMBC-
Korrelationen von H-9 und H-25 / H-27 geht das quartidre Kohlenstoffatom C-23 (6¢ =
130,46 ppm) hervor. Aullerdem werden heteronukleare Korrelationen der Protonen H-22,
H-24 / H-28 und H-25 / H-27 gefunden, die die Abfolge der Phenylkohlenstoffatome C-24
/ C-28 (8¢ = 131,30 ppm), C-25 / C-27 (8¢ = 114,75 ppm) und C-26 (5¢c = 159,98 ppm)
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erklaren. Fir die Verschiebung von C-26 in den Tieffeldbereich ist das benachbarte
Sauerstoffatom verantwortlich. Desweiteren treten die Resonanzen einer Methylgruppe bei
Oy = 3,75 ppm und ¢ = 55,52 ppm auf. Die Singulettstruktur des Protonensignals, die
chemische Verschiebung und die HMBC-Korrelation mit C-26 gehen mit einer
Methoxyfunktion in para-Position konform.

N-terminal ist die O-Methyl-Tyrosineinheit mit einer Threonineinheit verknipft. Zu den
Protonensignalen gehdren ein Dublett bei 6y = 4,22 ppm (H-11), ein Multiplett bei 6y =
4,20 ppm (H-30) und ein Dublett bei 4 = 1,06 ppm (H-31), fur die im COSY-Spektrum
vicinale Kopplungen gefunden werden. Das Signal von C-30 (3¢ = 67,74 ppm) kann der
HSQC-Kaorrelation von H-30 entnommen werden. Dessen chemische Verschiebung deutet
auf eine Hydroxylgruppe an Position 30 hin. Die Methylgruppe kann durch wechselseitige
HMBC-Korrelationen von H-11 nach C-31 (6¢ = 20,07 ppm) und H-31 nach C-11 (6¢ =
60,38 ppm) gezeigt werden. Fur eine Threoninstruktur sprechen ebenfalls die beiden
Dublettaufspaltungen von H-11 (3J = 3,6 Hz) und H-31 (J = 53 Hz), die die
Nachbarschaft zu nur einem Proton kennzeichnen. Desweiteren sind im HMBC-Spektrum
Korrelationen von H-11 und H-30 zum Carbonylkohlenstoffatom C-10 und von H-11 zu
C-12 (d¢c = 173,16 ppm), der Carbonylgruppe der anschlieBenden Serineinheit, zu
beobachten.

Drei Signale der Serinprotonen werden im 'H-NMR-Spektrum gefunden, die im 2D-
TOCSY-Spektrum ein gemeinsames Spinsystem bilden. Dabei handelt sich um ein Signal
von H-13 bei oy = 4,42 ppm und zwei Signale von H-32 bei 6y = 3,79 ppm und &y = 3,89
ppm. Die Triplett-Signalstruktur des a-Protons ist durch die vicinale Kopplung mit den
Methylenprotonen erklarbar. Die chemische Verschiebung von C-32 (d¢c = 62,39 ppm)
verweist auf die p-Hydroxylfunktion. HMBC- Korrelationen von H-32 nach C-12 und von
H-13 nach C-1° (8¢ = 173,53 ppm) ordnen diesem Strukturteil den N-Terminus des
Peptidgerusts zu.

C-1° stellt das Carbonylkohlenstoffatom eines 3-Amino-4-methyl-7-phenyl-6-heptensdure-
restes dar, das ebenfalls durch eine HMBC-Kaorrelation von H-3* (64 = 3,63 ppm) gezeigt
werden kann. Das Signal des mit H-3° verbundenen Kohlenstoffatoms C-3° erscheint im
HSQC-Spektrum bei 6¢c = 53,36 ppm und deutet auf die Aminofunktion in 3-Position hin.
Die Signale von H-2¢ (4 = 2,70 ppm, 6y = 2,78 ppm), H-4* (64 = 2,09 ppm), H-5° (on =
2,19 ppm, oy = 2,37 ppm), H-6° (3 = 6,22 ppm) und H-7° (o = 6,49 ppm) bilden
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zusammen mit H-3° die Gruppe der Heptensédurekette. Die Sequenz der C-Kette kann mit
den zugehorigen COSY- und HMBC-Kaorrelationen von C-2 nach C-7 bestimmt werden.
Dabei sprechen die chemischen Verschiebungen und die Signalstrukturen von H-6°
(Dublett vom Triplett, %3 = 7,2 Hz / 15,8 Hz) und H-7¢ (Dublett, *J = 158 Hz) als
olefinische Protonen fir eine Doppelbindung zwischen C-6° und C-7° mit trans-
Konfiguration. Ein Dublett (54 = 1,05 ppm 3J = 5,7 Hz) stammt von der Methylgruppe an
Position 14, dessen Verkniipfung mit C-4° (8¢ = 36,91 ppm) durch HMBC-Kaorrelationen
nach C-3° und C-5° (8¢ = 37,56 ppm) zu erkennen ist. Das Dublettsignal bei 64 = 7,36 ppm
(®J = 7,6 Hz) von H-9¢ / H-13* und die Triplettsignale bei &y = 7,26 ppm (3J = 7,6 Hz) von
H-10¢ / H-12¢ sowie bei 8y = 7,18 ppm (3J = 7,4 Hz) von H-11¢ reprasentieren die
aromatischen Protonen des Phenylringes, der folglich keine Substituenten tragt. Die
Abfolge der Ringkohlenstoffatome ergibt sich unter anderem aus HMBC-Korrelationen
von H-6° und H-10° / H-12¢ nach C-8‘ (8¢ = 138,65 ppm), von H-9¢ / H-13° nach C-11°
(¢ = 128,20 ppm), von H-7° nach C-9° (6¢ = 127,0 ppm) und von H-10° nach C-12° (&¢ =
129,43 ppm).

Gruppe Position ~ Funktion § J [HZz] COSY  &¢ HMBC
Tyrosin 1 COOH - 178,50
CH 448dd 4,7/88 2,83 57,29 38,15
3,14 130,29
176,58
178,50
14 CH, 2,83dd 9,0/14,0 3,14 38,15 57,29
4,48 130,29
131,31
178,50
3,14m 3,14 57,29
4,48 130,29
131,31
178,50
15 C 130,29
16/20 CH 705d 8,4 6,67 131,31 38,15
115,89
156,95
171719 CH 6,67d 84 7,05 115,89 130,29
131,31
156,95
18 C-OH - 156,95
2 NH -

Tabelle 4-2: NMR-Tabelle zu Thaxteramid A (gemessen in Methanol-d,). s = Singulett,
d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett, dt = Dublett vom Triplett, m = Multiplett.
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Gruppe Position  Funktion §, J[HZz] COSY  &c¢ HMBC
a-Methyl- 3 C=0 176,58
B-Alanin CH 2,56 m 0,96 41,37 15,22
3,11 44,0
3,30 176,58
5 CH, 3,11m 2,56 44,0 15,22
3,30 41,37
171,66
176,58
3,30 m 2,56 15,22
3,11 41,37
171,66
176,58
21 CH,4 0,96d 6,9 2,56 15,22 41,37
44,0
176,58
5 NH -
Glycin 6 C=0 171,66
7 CH, 3,72d 16,6 3,88 4350 171,66
174,0
3,88 m 3,72 4350 171,66
174,0
NH -
O-Methyl- 8 C=0 174,0
Tyrosin 9 CH 456dd 52/97 2,88 56,63 37,54
3,12 130,46
172,79
174,0
22 CH, 2,88 m 3,12 37,54 56,63
4,56 130,46
131,30
174,0
3,12m 2,88 56,63
4,56 130,46
131,30
174,0
23 C 130,46
24 28 CH 7,15d 8,5 6,81 131,30 37,54
114,75
159,98
25/ 27 CH 6,81d 8,5 7,15 114,75 130,46
159,98
26 C-0 159,98
29 CH; 3,755 55,52 159,98
9 NH -
Threonin 10 C=0 172,79
11 CH 422d 3,6 4,20 60,38 20,07
67,74
172,79
173,16

Tabelle 4-2: NMR-Tabelle zu Thaxteramid A - Fortsetzung.
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Gruppe Position ~ Funktion & J [Hz] COSY ¢ HMBC
Threonin 30 CH 4,20 m 1,06 67,74 20,07
4,22 60,38
172,79
OH -
31 CH; 1,06d 53 4,20 20,07 60,38
67,74
11 NH -
Serin 12 C=0 173,16
13 CH 442t 53 3,79 57,86 62,39
3,89 173,16
173,53
32 CH, 3,79dd 53/11,0 3,89 62,39 57,86
4,42 173,16
3,89m 3,79 57,86
4,42 173,16
OH -
13 NH -
Seitenkette T C=0 173,53
2' CH, 2,70dd 9,7/16,4 2,78 33,84 36,91
3,63 53,36
173,53
2,78dd 3,2/16,4 2,70 36,91
3,63 53,36
173,53
3 CH 3,63m 2,09 53,36 14,56
2,70 33,84
2,78 36,91
173,53
4 CH 2,09m 1,05 36,91 14,56
2,19 33,84
2,37 37,56
3,63 53,36
128,0
5' CH, 2,19m 2,09 37,56 14,56
2,37 36,91
6,22 53,36
128,0
133,83
2,37Tm 2,09 14,56
2,19 36,91
6,22 53,36
128,0
133,83
6' CH 6,22dt 7,2/158 2,19 128,0 37,56
2,37 138,65
6,49
7 CH 6,49d 158 6,22 133,83 37,56
127,0
138,65
128,0

Tabelle 4-2: NMR-Tabelle zu Thaxteramid A - Fortsetzung.
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Gruppe Position  Funktion §, J[HZz] COSY  &c¢ HMBC
Seitenkette 8' C 138,65
9'/13" CH 7,36d 7,6 7,26 127,0 127,0
128,20
133,83
10'/12° CH 7,26t 7,6 7,18 129,43 129,43
7,36 138,65
1 CH 7,18t 7.4 7,26 128,20 127,0
14 CH; 1,06d 57 2,09 1456 37,56
53,36
3 NH, -

Tabelle 4-2: NMR-Tabelle zu Thaxteramid A - Fortsetzung.

Wahrend der Erstellung dieser Arbeit konnte durch A. Plaza im Arbeitskreis ein
Thaxteramid-Derivat isoliert werden, dass sich von Thaxteramid A durch ein B-Alanin
anstelle eines o-Methyl-B-Alanins unterscheidet. Folglich wird dieses Derivat als
Thaxteramid B bezeichnet. Der Nomenklatur entsprechend werden die verbleibenden hier

isolierten Substanzen als Thaxteramide C und D benannt, deren Stukturaufklarung im

Folgenden beschrieben wird.
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TKcpd782: Thaxteramid C

Abbildung 4-4: Struktur von Thaxteramid C mit ausgewahlten *H-'H-COSY- (fett) und HMBC-
Korrelationen (Pfeile).

Im *H-NMR-Spektrum der in Methanol-d, vermessenen Substanz Thaxteramid C werden
neben Signalen aliphatischer Protonen im Bereich chemischer Verschiebungen von 6y =
1,0 - 4,7 ppm, 4 Signale aromatischer Protonen (34 = 6,67 ppm, éy = 6,71 ppm, &4 = 7,06
ppm und oy = 7,07 ppm) und 1 Signal olefinischer Protonen (64 = 5,22 ppm) gefunden
(Tabelle 4-3). Chemische Verschiebungen im Bereich von 3,4 - 4,7 ppm deuten auf
Protonen in direkter Nachbarschaft zu Heteroatomen, wie sie in Peptiden zu finden sind,
hin. Aus HMBC- und 2D-TOCSY-Korrelationen kdnnen 5 Aminoséureeinheiten und eine
Seitenkette mit 2 Spinsystemen ermittelt werden. Analog zu Thaxteramid A wird die
Struktur beginnend mit dem C-Terminus des Peptidgerists fir jede Aminoséure und
endend mit der Seitenkette basierend auf den NMR-Daten beschrieben. Ein Dublett vom
Dublett (3J = 4,6 Hz / 8,8 Hz) bei &y = 4,43 ppm von H-2 zeigt typische Resonanzen einer
a-CH-Gruppe von Aminoséuren und stellt das Signal der C-terminalen Tyrosineinheit des
Pentapeptidylrestes dar. Das a-Proton weist Kopplungen mit den Protonen bei oy = 2,83
ppm und &y = 3,13 ppm im *H-'H-COSY-Experiment auf. Deren Konnektivitat mit C-12
(6c = 38,10 ppm) konnen dem HSQC-Spektrum eindeutig entnommen werden. HMBC-
Korrelationen des H-2-Protons mit dem quartdren Kohlenstoffatom C-13 (3¢ = 130,51

ppm) deuten auf das Vorhandensein eines aromatischen Systems hin. Hierzu gehoéren
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ebenfalls die Kohlenstoffatome C-14 / C-18 (8¢ = 131,22 ppm), C-15/ C-17 (¢ = 116,0
ppm) und C-16 (8¢ = 156,88 ppm). Diese kénnen den heteronuklearen Korrelationen der
Methylengruppe mit C-14 bzw. C-18, von H-14 / H-18 (o4 = 7,06 ppm) mit C-15/ C-17
und C-16 sowie von H-15/ H-17 (84 = 6,67 ppm) mit C-13 und C-16 entnommen werden.
Die chemische Verschiebung des Kohlenstoffatoms an Position 16 impliziert die Existenz
einer Hydroxylfunktion. Die para-Substitution des Hydroxyphenylrestes wird durch
Dublettaufspaltungen der beiden magnetisch &qivalenten Ringprotonenpaare belegt (°J =
8,4 Hz). Die Tieffeldverschiebung des Signals von C-1 mit 6¢c = 178,37 ppm aus der
HMBC-Korrelation der  Methylengruppe kann dem  Kohlenstoffatom einer
Carboxylfunktion zugeordnet werden.

Eine weitere Korrelation der a-CH-Gruppe mit C-3 (3¢ = 173,55 ppm) deutet auf eine
Carbonylfunktion hin, die Teil der peptidisch verknipften pB-Alanineinheit ist.
Signalkorrelationen der vier Methylprotonen dieses Strukturteils H-4 (64 = 2,31 ppm, on =
2,40 ppm) und H-5 (64 = 3,34 ppm, oy = 3,53 ppm) im 2D-TOCSY-Spektrum belegen ein
gemeinsames Spinsystem. Die zugehoérigen a- und p-Kohlenstoffatome C-4 (¢ = 36,50
ppm) und C-5 (6¢c = 37,10 ppm) ergeben sich aus dem HSQC-Spektrum. Die HMBC-
Korrelationen von H-4 und H-5 mit dem Carbonylkohlenstoffatom C-3 der Amidfunktion
stchen im Einklang mit der B-Aminosdurestruktur. Die B-CHj-Protonen Kkorrelieren
ebenfalls mit dem Kohlenstoffatom C-6 (6¢c = 171,71 ppm) der nachfolgenden
Glycineinheit. Die Signale der Methylenprotonen H-6 (64 = 3,62 ppm, 6y = 3,93 ppm)
spalten durch geminale Kopplungen als Dubletts auf (3J = 16,9 Hz) und sind durch
HMBC-Korrelationen zu dem Glycin-Carbonylkohlenstoffatom C-6 und einer weiteren
Carbonylfunktion an Position 8 (3¢ = 174,30 ppm) gekennzeichnet, welche einer zweiten
Tyrosineinheit angehort.

Das Signal des Tyrosin-a-Protons liegt bei 6y = 4,40 ppm und erscheint wie auch bei dem
ersten Tyrosinrest als Dublett vom Dublett. Fiir den a-Kohlenstoff ergibt sich aus dem
HSQC-Experiment eine typische chemische Verschiebung von 6¢c = 57,27 ppm. Die
zugehorige a-CH,-Gruppe kann durch COSY - und 2D-TOCSY -Kaorrelationen von H-9 und
den Protonen H-19 (64 = 2,87 ppm, 6y = 3,11 ppm) gezeigt werden, die wiederum im
HSQC-Spektrum mit C-19 (6¢c = 36,95 ppm) korrelieren. AuRerdem belegt eine HMBC-
Korrelation mit C-8 das Kohlenstoffatom der Carbonylfunktion der Tyrosineinheit. Die

vier Ringprotonen des Phenylrestes erscheinen im *H-NMR-Spektrum als zwei Dubletts
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(®J = 8,4 Hz) bei &y = 7,07 ppm fiir H-21 bzw. H-25 und bei &4 = 6,71 ppm fir H-22 bzw.
H-24. Dies spricht fir eine para-Substitution des Aromaten. Fur die aromatischen
Kohlenstoffatome sind Signale bei 8¢ = 131,22 ppm fir C-21 / C-25 und bei 6¢c = 116,0
ppm fur C-22 / C-24 zu erkennen. Die Kerne C-20 (8¢ = 129,01 ppm) und C-23 (6¢c =
157,26 ppm ) werden durch HMBC-Kaorrelationen von H-9 und H-22 / H-24 zu C-20
sowie von H-21 / H-25 und H-22 / H-24 zu C-23 beobachtet. Die chemische Verschiebung
von C-23 lasst den Rickschluss auf eine phenolische Struktur zu. Eine Verkniipfung der
Tyrosin- mit einer Asparagineinheit kann durch eine Korrelation von H-9 zum
Carbonylkohlenstoffatom C-10 (53¢ = 173,56 ppm) gezeigt werden, mit dem ebenfalls die
Methylenprotonen H-26 (6n = 2,56 ppm, &4 = 2,67 ppm) korrelieren. Das Signal des o-
Protons H-11 liegt bei &, = 4,68 ppm und spaltet durch die *H-"H-Kopplungen mit H-26 in
ein Dublett vom Dublett auf (3J = 5,4 Hz / 8,2 Hz). Die chemische Verschiebung von C-27
(6c = 174,86 ppm) spricht fur das Vorhandensein einer Amidfunktion. Fir H-11 und H-26
werden Korrelationen zu C-27 detektiert.

Die Asparagineinheit ist peptidisch mit einem 3-Amino-4,8-dimethyl-8-decensdurerest
verbunden. Dabei kann eine HMBC-Korrelation von H-11 mit C-1¢ (5¢c = 172,82 ppm)
gefunden werden. Die Signale der Protonen H-2° bis H-7¢ bilden die Gruppe der
aliphatischen Kette, deren Konnektivitaten der Kohlenstoffatome C-2¢ bis C-7° durch
COSY- und HMBC-Korrelationen bestimmt werden konnen. Die chemischen
Verschiebungen der Protonen H-2° (64 = 2,51 ppm, oy = 2,64 ppm) und H-3° (64 = 3,45
ppm) sowie des Kerns C-3° (6¢c = 54,45 ppm) sprechen fir die Anwesenheit einer
Aminofunktion an C-3°. Ein Dublett im Hochfeldbereich bei &4 = 1,00 ppm stammt von
der Methylgruppe CHs-11°¢, deren Bindung an C-4° durch HMBC-Korrelationen mit C-3¢,
C-4° und C-5°¢ gezeigt werden kann. Es verbleiben die Resonanzen zweier Methylgruppen
bei 6y = 1,56 ppm, 4 = 1,67 ppm und eines olefinischen Protons bei oy = 5,22 ppm. Dem
Singulett von CH3-12° bei oy = 1,67 ppm ist das Fehlen vicinaler Protonen zu entnehmen.
HMBC-Korrelationen dieser Methylgruppe und von H-6° (4 = 1,38 ppm, oy = 1,52 ppm)
und H-7¢ (64 = 2,07 ppm) nach C-8° (6¢c = 136,80 ppm) sowie das Fehlen einer HSQC-
Korrelation von C-8‘ ordnen diesem eine quartare Bindungsstruktur zu. Bestatigt wird die
Verkniupfung des quartaren Kohlenstoffatoms mit C-12° (6¢ = 23,50 ppm) zusatzlich durch
wechselseitige HMBC-Kaorrelationen der Protonen H-7¢, H-12¢ und H-9¢ (84 = 5,22 ppm).

Die Tieffeldverschiebung von H-9¢ verweist auf eine Doppelbindung zwischen C-8° und
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C-9¢, der aufgrund wechselseitiger Fernkopplungen von H-10° und H-12° im COSY-
Spektrum eine trans-Konfiguration zugeordnet wird. Auch ist eine trans-Konfiguration
hinsichtlich einer hoheren chemischen Stabilitdt wahrscheinlicher als eine cis-
Konfiguration. Die Quartettstruktur des olefinischen Protonensignals ((J = 6,6 Hz)
resultiert aus der vicinalen Kopplung mit den Methylprotonen H-10° (64 = 1,56 ppm),
deren Signal dadurch in ein Dublett (J = 6,6 Hz) aufspaltet. Die Position der
Methylgruppe wird auch durch die HMBC-Korrelation von H-10° zu C-8° belegt.

Gruppe Position  Funktion § J [HZ] COSY  §¢ HMBC
Tyrosin 1 COOH - 178,37
2 CH 443dd 4,6/88 2,83 57,87 38,10
3,13 130,51
173,55
178,37
12 CH, 2,83 m 3,13 38,10 57,87
4,43 130,51
131,22
178,37
3,13dd 4,3/14,0 2,83 57,87
4,43 130,51
131,22
178,37
13 C 130,51
14718 CH 706d 84 6,67 131,22 38,10
116,0
156,88
15/17 CH 6,67d 84 7,06 116,0 130,51
156,88
16 C-OH - 156,88
2 NH -
p-Alanin 3 C=0 173,55
4 CH, 2,31 m 2,40 36,50 37,1
3,34 173,55
3,53
2,40 m 2,31 37,1
3,34 173,55
3,53

Tabelle 4-3: NMR-Tabelle zu Thaxteramid C (gemessen in Methanol-d,). s = Singulett,
d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, g = Quartett, m = Multiplett.
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Gruppe Position ~ Funktion §, J[Hz] COSY  &¢ HMBC
p-Alanin 5 CH, 3,34 m 2,31 37,10 36,5
2,40 171,71
3,53 173,55
3,53m 2,31 36,5
2,40 171,71
3,34 173,55
NH -
Glycin 6 C=0 171,71
7 CH, 3,62d 169 3,93 4354 171,71
174,30
3,93d 169 3,62 171,71
174,30
NH -
Tyrosin 8 C=0 174,30
9 CH 440dd 5,8/99 2,87 57,21 36,95
3,11 129,01
173,56
174,30
19 CH, 2,87 m 3,11 36,95 57,21
4,40 129,01
131,22
174,30
3,11dd 5,7/140 2,87 57,21
4,40 129,01
131,22
174,30
20 C 129,01
21/25 CH 707d 84 6,71 131,22 36,95
157,26
116,0
22124 CH 6,71d 8,4 7,06 116,0 129,01
157,26
23 C-OH - 157,26
9 NH -
Asparagin 10 C=0 173,56
11 CH 4,68dd 5,4/8,2 2,56 51,67 37,63
2,67 172,82
173,56
174,86
26 CH, 256dd 8,3/158 2,67 37,63 51,67
4,68 173,56
174,86
2,67dd 5,4/15,7 2,56 51,67
4,68 173,56
174,86
27 NH,C=0 - 174,86
Seitenkette 1 C=0 172,82
2' CH, 251dd 9,7/16,2 2,64 35,75 36,55
3,45 54,45
172,82

Tabelle 4-3: NMR-Tabelle zu Thaxteramid C - Fortsetzung.
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Gruppe Position ~ Funktion §, J[Hz] COSY  §¢ HMBC
Seitenkette 2' CH, 2,64dd 3,9/16,0 2,51 35,75 36,55
3,45 54,45
172,82
3 CH 3,45m 1,80 54,45 15,0
2,51 32,86
2,64 35,75
36,55
172,82
4 CH 1,80 m 1,00 36,55 15,0
1,21 26,20
1,46 32,86
3,45 35,75
54,45
5 CH, 1,21 m 1,38 32,86 15,0
1,46 26,20
1,52 32,15
1,80 36,55
54,45
1,46 m 1,21 15,0
1,38 26,20
1,52 32,15
1,80 36,55
54,45
6' CH, 1,38 m 1,21 26,20 32,15
1,46 32,86
1,52 136,80
2,07
1,52 m 1,21 32,15
1,38 32,86
1,46 136,80
2,07
7 CH, 2,07 m 1,38 32,15 23,50
1,52 26,20
32,86
120,15
136,80
8' C 136,80
9 CH 522q 6,6 1,56 120,15 13,35
23,50
32,15
10' CH3 156d 6,6 1,67 13,35 120,15
5,22 136,80
11 CH; 1,00d 19 1,80 15,0 32,86
36,55
54,45
12 CH; 1,67 s 1,56 2350 32,15
120,15
136,80
3 NH, -

Tabelle 4-3: NMR-Tabelle zu Thaxteramid C - Fortsetzung.
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TKcpd473: Thaxteramid D

Abbildung 4-5: Struktur von Thaxteramid D mit ausgewahlten *H-'H-COSY- (fett)
und HMBC-Korrelationen (Pfeile).

Thaxteramid D stellt ein Tetrapeptid der Aminosauresequenz Tyrosin-B-Alanin-Glycin-
Tyrosin dar und findet sich als Teilstruktur in den Thaxteramiden A bis C wieder. Das
Protonenspektrum Ubersichtlicher Signalanzahl zeigt 12 Resonanzen aliphatischer
Protonen und 4 Resonanzen aromatischer Protonen (Tabelle 4-4). Ein Dublett vom Dublett
(J = 4,1 Hz / 10,1 Hz) bei é4 = 4,41 ppm stammt vom a-Proton H-2 der C-terminalen
Tyrosineinheit und koppelt im COSY-Spektrum mit den Methylenprotonen H-10 bei oy =
2,76 ppm (Dublett vom Dublett, J = 10,1 Hz / 14,2 Hz) und 6y = 3,15 ppm (Dublett vom
Dublett, J = 4,1 Hz / 14,2 Hz). Die Carboxylgruppe wird der Korrelation von H-10 mit C-1
(6c = 179,03 ppm) entnommen, wahrend Korrelationen von H-2 mit C-3 (5¢c = 173,94
ppm) und mit C-11 (6¢ = 130,58 ppm) auf die Carbonylgruppe der B-Alanineinheit und das
quartare Ringkohlenstoffatom des Phenylrings verweisen. Die Dublettaufspaltungen (3J =
8,5 Hz) der Protonen H-12 / H-16 (64 = 7,06 ppm) und H-13 / H-15 (&4 = 6,67 ppm) sind
konform mit der para-Substitution des Aromaten. Die restlichen Ringkohlenstoffatome C-
12 / C-16 (6¢ = 131,01 ppm), C-13/ C-15 (8¢ = 116,03 ppm) und C-14 (3¢ = 156,76 ppm)
gehen aus dem HMBC-Spektrum durch Korrelationen von H-10 zu C-12 / C-16, von H-13
zu C-14 sowie von H-12 / H-16 zu C-13 / C-15 und C-14 hervor. Aus der chemischen
Verschiebung von C-14 kann eine Hydroxylierung abgeleitet werden. Die B-Alanin-
Struktur kann anhand der korrelierenden o- und p-Methylenprotonen H-4 (64 = 2,18 ppm,
Oy = 2,35 ppm) und H-5 (o4 = 3,44 ppm, oy = 3,53 ppm) im COSY-Spektrum und durch
HMBC-Kaorrelationen von H-4 und H-5 mit C-3 und von H-5 mit C-6 (6c = 170,98 ppm),

dem Glycin-Carbonylkohlenstoffatom, belegt werden. Typischerweise treten im *H-NMR-
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Spektrum der Glycineinheit nur die Resonanzen einer Methylengruppe auf, als zwei
Dubletts (3J = 16,9 Hz) bei 8y = 3,50 ppm und &y = 4,04 ppm. Die groBe Kopplungs-
konstante wird durch geminale Kopplungen der Protonen H-7 hervorgerufen, die im
HSQC-Spektrum mit dem gemeinsamen Kern C-7 (dc = 43,54 ppm) Korrelieren.
Desweiteren tauchen HMBC-Korrelationen dieser Protonen zu C-6 und dem
Carbonylkohlenstoffatom C-8 (3¢ = 170,87 ppm) der N-terminalen Tyrosineinheit auf.

Das Protonenspektrum der Tyrosineinheit ist durch ein Triplett (3J = 7,5 Hz) von H-9 (8, =
4,01 ppm), zwei Dubletts von Dubletts von H-17 bei &4 = 2,95 ppm (J = 7,6 Hz / 13,9 Hz)
und oy = 3,06 ppm (J = 7,5 Hz / 13,9 Hz) charakterisiert. Die aromatischen Protonen sind
als Dubletts (*J = 8,5 Hz) bei &4 = 7,08 ppm (H-19 / H-23) und bei & = 6,77 ppm (H-20 /
H-22) zu detektieren. Die Struktur der N-terminalen Tyrosineinheit kann analog zum C-
Terminus durch heteronukleare Korrelationen dieser Protonen aufgeklart werden. Dariiber
kdnnen die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome C-8, C-18 (6¢ = 126,31
ppm), C-19 / C-23 (8¢ = 131,37 ppm), C-20 / C-22 (8¢ = 116,67 ppm) und C-21 (¢ =
158,10 ppm) bestimmt werden.

Gruppe Position  Funktion § J[HZz] COsY  §¢ HMBC
Tyrosin 1 COOH - 179,03
2 CH 441dd 4,1/101 2,76 57,89 37,90
3,15 173,94
179,03
130,58
10 CH; 2,76dd 10,1/14,2 3,15 37,90 57,89
441 131,01
179,03
3,15dd 4,1/142 2,76 57,89
441 131,01
179,03
11 C 130,58
12/16 CH 706d 85 6,67 131,01 116,03
131,01
156,76
13/15 CH 6,67d 85 7,06 116,03 116,03
130,58
156,76
14 C-OH - 156,76
2 NH

Tabelle 4-4: NMR-Tabelle zu Thaxteramid D (gemessen in Methanol-d,). d = Dublett,
dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett, m = Multiplett.
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Gruppe Position  Funktion § J[HZz] COsY  &¢ HMBC
p-Alanin 3 C=0 173,94
4 CH, 2,18 m 2,35 36,96 37,27
3,44 173,94
3,53
2,35m 2,18 37,27
3,44 173,94
3,53
5 CH; 3,44 m 2,18 37,27 36,96
2,35 170,98
3,53 173,94
3,53 m 2,18 36,96
2,35 170,98
3,44 173,94
NH -
Glycin 6 C=0 170,98
7 CH, 4,04d 16,9 3,50 4354 170,87
170,98
350d 16,9 4,04 170,87
170,98
NH -
Tyrosin 8 C=0 170,87
9 CH 401t 75 2,95 56,14 37,75
3,06 126,31
170,87
17 CH; 295dd 7,6/13,9 3,06 37,75 56,14
4,01 126,31
131,37
170,87
3,06dd 7,5/139 2,95 56,14
4,01 126,31
131,37
170,87
18 C 126,31
19/23 CH 708d 85 6,77 131,37 37,75
116,67
131,37
158,10
20/22 CH 6,77d 85 7,08 116,67 126,31
116,67
131,37
158,10
21 C-OH - 158,10
9 NH, -

Tabelle 4-4: NMR-Tabelle zu Thaxteramid D - Fortsetzung.
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Die Summenformeln monoprotonierter Molekilionen der aufgeklarten chemischen
Strukturen von Thaxteramid A (TKcpd904, CssHeN7O12), C (TKcepd782, CagHssN7O10)
und D (TKcpd473, CuHxN4O;) stimmen mit jeweils einer der abgeleiteten
Summenformeln aus den exakten Massen der Spezies (Tabelle 4-1) Uberein. Eine
SciFinder-Datenbanksuche mit den ermittelten Strukturen bestétigte alle Substanzen als
neue, bisher nicht beschriebene Naturstoffe. Somit konnten tber die Methode des HR-MS-
Screenings von Kulturextrakten neue, unbekannte Sekundarmetabolite identifiziert und

schlieBlich isoliert werden.

4.1.1.3. Konfiguration der Aminosauren

Nach saurer Hydrolyse und Derivatisierung der Substanzen mit L-FDLA bzw. D-FDLA
ergab die LC-MS-basierte Analyse der Diastereomeren fur Thaxteramid A L-Serin, L-
Threonin und ein D-Tyrosin, neben dem nicht chiralen Glycin als Bestandteile des Peptids
(Tabelle 4-5). O-Methyl-Tyrosin wurde mit seiner um 14 Einheiten hoheren Masse
detektiert. Eine Referenz stand nicht zur Verfigung. Da analog zu D-Tyrosin fur das D-
Derivat die kirzere und flr das L-Derivat die langere Retentionszeit bestimmt wurde und
in der Regel FDLA-Derivate mit trans-Typ-Anordnung (L-L-/D-D-Form) aufgrund
schwécherer Wechselwirkungen mit Umkehrphasen vor denjenigen mit cis-Typ-
Anordnung (D-L-/L-D-Form) eluieren, wird ein vorliegendes O-Methyl-D-Tyrosin
angenommen®*?*_ Fiir die L- und D-Derivate von a-Methyl-B-Alanin konnten zwei Peaks
der entsprechenden Molekilionenmasse zugeordnet werden, auch hier lag kein Standard
vor.

Den Thaxteramiden C und D konnten jeweils ein Glycin und ein B-Alanin gefunden
werden. Die Retentionszeiten der nicht chiralen B-Alanin-Derivate unterscheiden sich wie
bei Glycin nicht. Da fur die Tyrosine der zwei Substanzen in jeder Probe immer nur eine
Form, entweder das L-Derivat oder das D-Derivat, nachgewiesen wurden und keine
Mischung beider, konnte unter Beriicksichtigung der Retentionszeiten gefolgert werden,
dass in diesen nur L-Tyrosin vorliegt. Bei Thaxteramid C wurde aufgrund der Hydrolyse
L-Asparagin als L-Asparaginsadure nachgewiesen (Tabellen 4-6 und 4-7). Abbildung 4-6
gibt die Formelbilder nach Konfigurationsbestimmung wieder.
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Thaxteramid A

Referenz Probe
m/z [M+H]* | RT [min] RT [min] RT [min] / RT [min] /
FDLA- L-L-Form D-L-Form m/z [M+H]* m/z [M+H]*
Derivat L-Derivat D-Derivat
L-Alanin 384,2 11,7 12,5 12,1 398,1 | 12,1 398,1
Glycin 370,2 11,6 11,6 11,6 370,1 | 116 370,1
L-Serin 400,2 10,8 11,0 10,8 400,0 | 11,0 400,1
L-Threonin | 414,2 10,8 11,7 10,7 4141 | 117 4141
L-Tyrosin 476,3 11,9 12,4 12,3 476,1 | 119 476,1
14,1 490,1 | 13,0 490,1
Tabelle 4-5: Konfigurationsbestimmung der Aminosduren von Thaxteramid A nach Marfey.

Molekilionenmassen und Retentionszeiten (RT) der FDLA-Derivate, kursiv: Abweichung von der

Referenz.

Thaxteramid C

Referenz Probe

m/z [M+H]* | RT [min] RT [min] RT [min]/ RT [min] /

FDLA- L-L-Form D-L-Form m/z [M+H]* m/z [M+H]*

Derivat L-Derivat D-Derivat
L-Alanin 384,2 11,7 12,5 12,6 384,1 | 12,6 384,1
L-Asp 428,2 11,1 11,3 11,0 4281 | 11,2 428,1
Glycin 370,2 11,6 11,6 11,6 370,1 | 11,6 370,1
L-Tyrosin 476,3 11,9 12,4 12,0 476,1 | 12,3 476,1
Tabelle 4-6: Konfigurationsbestimmung der Aminosduren von Thaxteramid C nach Marfey.

Molekilionenmassen und Retentionszeiten (RT) der FDLA-Derivate, kursiv: Abweichung von der

Referenz.

Thaxteramid D

Referenz Probe

m/z [M+H]* | RT [min] RT [min] RT [min]/ RT [min] /

FDLA- L-L-Form D-L-Form m/z [M+H]* m/z [M+H]*

Derivat L-Derivat D-Derivat
L-Alanin 384,2 11,7 12,5 12,6 384,1 12,6 384,1
Glycin 370,2 11,6 11,6 11,6 370,1 11,6 370,1
L-Tyrosin 476,3 11,9 12,4 11,9 476,1 12,3 476,1
Tabelle 4-7: Konfigurationsbestimmung der Aminosduren von Thaxteramid D nach Marfey.

Molekulionenmassen und Retentionszeiten (RT) der FDLA-Derivate, kursiv: Abweichung von der

Referenz.
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Abbildung 4-6: Strukturen der Thaxteramide aus Jahnella thaxteri SBSr007 mit
den mittels Marfeys Methode bestimmten stereochemischen Konfigurationen.

*= {ibernommen von A. Plaza.

4.1.1.4. Fragmentierungsmuster

Den bei der LC-MS-Analyse erhaltenen Fragmentierungsmustern der Thaxteramide A, C
und D konnten Fragmentionen zugeordnet werden, die die durch NMR und Hydrolyse

ermittelten Strukturen bestétigen (Abbildungen 4-7 bis 4-9).
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Abbildung 4-7: MS-Spektrum von Thaxteramid A (positiver Modus) und zugeordnete Fragmentionen

132



4. Neue Sekundarmetabolitfamilien

Intensitat . .
x107 Fragmentierungsmuster Thaxteramid C
on
6 o o
HO. o+ HO\@:IH\*NA*N OH
N
o nN/\/K/ o “\/M
o o “
4 \\ 1
\ OH \
\ \
oH O/\/‘W\/ \ H + \
.y J S \\ HO\@;‘J\:NV\H/\*NCH “
7 o ’ \ NH \
“QNV\)LH o ! 4731 A ~ \
21 o\ II HN. N “
\ ’ AN \
\ ’ o N \
\ ’ N
\ ’ \\ ‘I
2529 3100 431.1 448.2 % !
612.3 N 765.5
292.0 360.0
l ‘ { 535.2 566.4 594,2\ nos | ‘
0 : ol Ll Ll N O SO0 T Y I :
100 200 300 400 500 600 700 800 m/z

Abbildung 4-8: MS?-Spektrum von Thaxteramid C (positiver Modus) und zugeordnete Fragmentionen.
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4.1.1.5. Biosynthese von Thaxteramiden

Die Préasenz von D- und B-Aminoséduren im Peptidgerist und die Struktur des
Lipidsegments sind ein Indiz daflr, dass es sich bei den isolierten Naturstoffen um drei
PK/NRP-Hybride und ein nichtribosomales Peptid handelt. Basierend auf den
biochemischen Grundprinzipien und dem generellen Aufbau der Polyketidsynthasen und
nichtribosomalen Peptidsynthetasen lassen sich Modelle fir die Biosynthese ausgehend
von einer retrobiosynthetischen Betrachtung formulieren.

Das Genom von Jahnella thaxteri SBSr007 konnte Kkirzlich sequenziert werden
[unveroffentlicht]. Durch A. Plaza [Institut fir Pharmazeutische Biotechnologie,
Universitit des Saarlandes] wurde mit Hilfe der Plattform antiSMASH?3%%
[http://www.secondarymetabolites.org] das Genom analysiert und die mutmaRlichen
Biosynthesegencluster von Thaxteramid A/B und von Thaxteramid C gefunden.
antiSMASH identifiziert und annotiert automatisch Biosynthesegencluster von
Sekundarmetaboliten auf der Grundlage von Sequenz- und Homologievergleichen unter
Verwendung mehrerer 6ffentlich zuganglicher in silico-Analyse-Programme, z.B. BLAST.
Die beiden Gencluster wurden in der vorliegenden Arbeit durch weitere in silico-Analysen
untersucht und u.a. die Substratspezifitaten von AT- und A-Doménen nach Yadav et al.*®,
al.’” und mit Hilfe der Plattform NRPSpredictor2?®>2%

[http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de] ~ bestimmt.  Deren  Ergebnisse  wurden

Stachelhaus et

herangezogen, um die nachfolgend beschriebenen Biosynthesemodelle fir die
Thaxteramide A - C abzuleiten. Die Begrenzungen der Gencluster konnten experimentell
noch nicht bestimmt werden, da SBSr007 einer genetischen Modifikation bisher nicht
zuganglich ist. Deshalb werden die Biosynthesegencluster als Sequenzbereiche betrachtet
und gezeigt, die die PKS/NRPS-Gene beinhalten, einen hohen GC-Anteil (> 70 %)
bestitzen, Biosynthese-relevante Gene aufweisen und durch die bei der Sequenzierung des

Genoms erhaltenen Sequenzabschnitte begrenzt sind.
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Thaxteramid A/B-Biosynthesegencluster
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Abbildung 4-10: MutmaBliches PKS/NRPS-Biosynthesegencluster thxA von Thaxteramid A/B. CL:
CoA-Ligase, AMT: Aminotransferasedomane, MT: Methyltransferase(-doméne).

Das Biosynthesegencluster thxA besitzt eine Grofie von ca. 56 kbp (GC-Anteil: 72,3%) und
beinhaltet 13 open reading frames (ORFs), darunter das PKS-Gen thxAl (ORF 5) und das
PKS/NRPS-Gen thxA2 (ORF 6), wobei ThxALl eine bimodulare PKS darstellt und die
PKS/NRPS ThxA2 sieben Module vereint (vgl. Abbildung 4-10 und Tabelle 4-8). Fir die
Biosynthese des Polyketidteils 3-Amino-4-methyl-7-phenyl-6-heptenséure stehen drei
PKS-Module zur Verfugung. Es wird angenommen, dass die CoA-Ligase in Modul 1
trans-Zimtsaure als trans-Cinnamoyl-CoA aktiviert und auf das ACP ladt, da flr die AT-
Doménen der Module 2 und 3 Substratspezifitaten gegentiber Methylmalonat und Malonat
bestimmt wurden (Tabelle 4-9). Dies steht mit der vorliegenden Struktur im Einklang,
wenn Methylmalonat nach Kondensation mit trans-Zimtséure und vollstandiger Reduktion
mit Malonat verldngert wird. Der Thioester von 3-Amino-4-methyl-7-phenyl-6-
heptenséure geht aus der Transaminierung der B-Ketofunktion durch die C-terminale

Aminotransferasedomane (AMT) in Modul 3 hervor. Darauffolgend wird der Polyketidteil
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um ein Hexapeptidfragment durch die NRPS-Module 4 - 9 erweitert. Die Substrat-
spezifitdten der A-Domadnen gehen konform mit der Aktivierung von Serin, Threonin,
Tyrosin, Glycin, B-Alanin und Tyrosin (Tabelle 4-10). Epimerisierungsdoménen in den
Modulen 6 und 9 bestétigen die Konfigurationsanalyse nach Marfey durch den Einbau von
D-Tyrosineinheiten. Die O-Methylgruppe der ersten Tyrosineinheit wird hochst-
wahrscheinlich aus der Reaktion einer SAM-abangigen Methyltransferasedoméne in
Modul 6 hervorgehen. Diese konnte durch eine BLASTx-Suche des Sequenzbereiches
zwischen der A-Doméne und dem PCP des Moduls identifiziert werden. Hervorzuheben ist
schlieBlich eine C-terminale Kondensationsdoméne (ThxA2-C9b) anstatt einer regularen
TE-Domane in Modul 9. Freistehende resp. terminale Kondensationsdoménen kdnnen die
Produktfreisetzung Uber Ester- oder Amidbildung ausfiihren. Beispiele hierflr sind die C-
Doméne in FUM14p der Fumonisin- und SgcC5 der Endiin C-1027-Biosynthese?"?®. In
ThxA2-C9b konnte das hoch konservierte Motiv HHXXXDG in C-Doméanen®® durch
ClustalW-Alignment mit verschiedenen C-Doménen bestimmt werden, darunter FUM14p
und SgcC5 sowie solche, deren Kristallstrukturen analysiert wurden®°2%? (Tabelle 4-11).
Offensichtlich ist ThxA2-C9b eine aktive C-Domane und es wird vermutet, dass diese das
lineare Produkt Thaxteramid B durch Hydrolyse freisetzt, da in dessen Struktur keine
zusatzlichen Ester- oder Amidbindungen bzw. Makrozyklisierung beobachtet werden.
Thaxteramid A und B unterscheiden sich ausschlieBlich in der a-Methylgruppe der (-
Alanineinheit. Es ist naheliegend, dass Thaxteramid B die Vorstufe von A darstellt und die
Methylgruppe aus einer C-Methylierung post-PKS/NRPS resultiert. Im Bereich des thxA-
Genclusters konnte kein fur eine Methyltransferase codierender Genlocus identifiziert
werden. Die Funktionen flankierender ORFs korrelieren nicht mit der Thaxteramid A/B-
Biosynthese und stehen wahrscheinlich mit dem Pimé&rmetabolismus und Substrattransport

Im Zusammenhang.
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ORF Funktion Sequenzhomologes Organismus Identitdt Referenz
Protein [%0]
1 anti-anti sigma factor  anti-anti sigma factor ~ Sorangium 62 YP_001613334.1
protein cellulosum So ce56
2 hypothetical protein hypothetical protein Chondromyces 42 EYF07759.1
CAP_T7708 apiculatus
DSM 436
3 glutamine imidazole glycerol Sporomusa ovata 50 WP_021171381.1
amidotransferase, phosphate synthase
histidine biosynthesis  subunit HisH
4 imidazoleglycerol- imidazoleglycerol- Sorangium 88 YP_008149889.1
phosphate dehydratase, phosphate dehydratase cellulosum
histidine biosynthesis S00157-2
5 PKS polyketide synthase Sorangium 57 CCEB88376.1
cellulosum So ce38
6 PKS/NRPS PIpE (NRPS) Paenibacillus elgii 39 AFJ14794.1
7 protein kinase protein kinase Sorangium 60 YP_001615852.1
cellulosum So ce56
8 permease/transporter  MFS transporter Fibrisoma limi 31 WP_009281731.1
9 periplasmic subtrate-  von Willebrand factor, Roseiflexus 24 YP_001432673.1
binding protein type A castenholzii
DSM 13941
10 membrane protease membrane protease Plesiocystis pacifica 50 WP_006972660.1
subunit
stomatin/prohibitin-
like protein
11 hypothetical protein hypothetical protein Chondromyces 61 EYF04404.1
CAP_4543 apiculatus
DSM 436
12 uncharacterized GTPase domain- Oceanibaculum 43 WP_008945420.1
protein/domain containing protein indicum
associated with
GTPases
13 ABC transporter ABC-type siderophore Plesiocystis pacifica 52 WP_006972657.1

export system, fused

ATPase and permease

components

Tabelle 4-8: Abgeleitete Funktionen der open reading frames (ORFs) aus dem Thaxteramid A/B-
Biosynthesegencluster ber einer BLASTp-Suche.
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11 63 90 91 92 93 94 117 200 201 231 250 255 15 58 59 60 61 62 70 72 197 198 199
1IMLA QQGHSLGRSHNQVTKTWQTSASVEP

Locus  Domane Spezifitdt in THX

ThxAl AT2 MM MM QQGHSMGRSHTNVWEAI VAEADYA
ThxA2 AT3 M M QQGHSVGRFHTNVRETAVAEANYA

Tabelle 4-9: Bestimmung der Substratspezifitditen der AT-Doménen in ThxAl und ThxA2 durch
ClustalW-Alignment mit der E. coli FAS AT-Doméne 1IMLA (UniProtKB: POAAI9.2) und Auszug der
13 Aminosduren des aktiven Zentrums sowie 11lweiterer konservierter Aminosduren nach Yadav et al.
Ein Phenylalanin an Position 200 ist hoch konserviert in Malonat (M)-spezifischen AT-Doménen, Ser200
indiziert den Einbau von Methylmalonat (MM), gezeigt in fett. Positionen der Aminosauren sind relativ
zu IMLA angegeben. THX: Thaxteramid.

Domiine Motiv Spezifitiit in Thaxteramid B
A4 DVWHFSLIDK Ser Ser

AS DFWNIGMVHK Thr Thr

A6 DAASIMAVCK Phe/Tyr Tyr

A7 DILQLGVIWK Gly Gly

A8 LDWVTSLADK BAla/Phe BAla

A9 DASTIAAVCK Tyr Tyr

Tabelle 4-10: Substratspezifitdten der A-Doménen in ThxA2. Motive: konservierte
Aminosaduren des aktiven Zentrums nach Stachelhaus et al.

ThxA2-C9b 128-RTWMLMTQHHIVIDGWSSPLMLGELQAAYEALRR-161

FUM14p 236-QNFFVISLDHTHCDAFSRYLIDKEILQILKQPTE-269
RapP-C2 1218-DHILILMLHHI AGDGWSFDVLVRELSALYAECRV-1251
SgeCs 145-DAVLVLI AHHTAADAWAMHV I ARDLLNLYAARRG-178
SrfA-C 138-SFEWVWSYHHI I LDGWCFGIVVQDLFKVYNALRE-171
TycC6-C 213-RYVLFTDMHHS | SDGVSSGILLAEWVQLYQGDVL-246
VibH 117-EHLIYTRAHHIVLDGYGMMLFEQRLSQHYQSLLS-150

Tabelle 4-11: Konserviertes Motiv HHXXXDG (fett) in NRPS-C-Doménen von ThxA2-C9b bestimmt
durch ClustalW-Alignment mit der C-Doméane 2 der Rapamycin-Biosynthese (RapP-C2, GenBank:
CAA60461.1), der C-Doméne in Modul 6 der Tyrocidin-Synthetase TycC (TycC6-C, PDB: 2JGP_A), der
C-Doméne der Surfactin A-Synthetase C (SrfA-C, PDB: 2VSQ_A), der C-Doméne in FUM14p der
Fumonisin-Biosynthese (GenBank: AAN74817.2) sowie der freistehenden C-Doménen der Endiin C-
1027-Biosynthese (SgcC5, GenBank: AAL06678.1) und Vibriobactin-Biosynthese (VibH, GenBank:
AAD48879). Die jeweils erste und letzte Aminoséureposition in der Referenzsequenz ist angegeben.
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Thaxteramid C-Biosynthesegencluster
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Abbildung 4-11: MutmaBliches PKS/NRPS-Biosynthesegencluster thxC von Thaxteramid C.
AMT: Aminotransferasedomane.

Das Biosynthesegencluster thxC besitzt eine Grofl3e von ca. 65 kbp (GC-Anteil: 71,5%) und
beinhaltet 21 ORFs einschlielich der Gene thxC1 (ORF 17) und thxC2 (ORF 18), die die
trimodulare PKS ThxC1 und die hexamodulare PKS/NRPS ThxC2 codieren (Abbildung 4-
11 und Tabelle 4-12). Interessanterweise stellt Modul 1 ein gemischtes Lade- und
Verlédngerungsmodul dar. Ein solches mixed module ist beispielsweise im Chondramid-
Biosynthesegencluster vorhanden*®. Entsprechend wird die Startereinheit (Acetyl-CoA)
von der ersten AT auf das erste ACP und die Verlangerungseinheit (Methylmalonat) von
der zweiten AT auf das zweite ACP beladen. Anstelle eines hoch konservierten Serins oder
Phenylalanins an Position 200 ist in der ersten AT-Doméne (AT1a) ein Alanin vorhanden
und Arginin-117 durch die unpolare Aminosdure Tryptophan ersetzt. Diese Konstellation
verandert die Spezifitdt von AT-Doménen von Di- zu Monocarbonsauresubstraten und
unterstiitzt den Einbau von Acetat’! (Tabelle 4-13). Fir die Einfiihrung einer
Doppelbindung in die Polyketidstruktureinheit 3-Amino-4,8-dimethyl-8-decenséure ist
eine KR- und DH-Doméne in Modul 1 erforderlich. Letztere ist in diesem Modul nicht

vorhanden, konnte aber durch eine potenziell iterative DH-Doméne eines der anderen
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Module komplementiert werden. Uber die Module 2 und 3 wird das Polyketidfragment mit
Malonat und Methylmalonat erweitert einschlieflich vollstdndiger Reduktion der
Ketogruppen. Fir AT2 wurde eine von der vorliegenden chemischen Struktur abweichende
Substratspezifiat gegeniiber Methylmalonat bestimmt. Dies wurde ebenfalls in der
Myxalamid-Biosynthese beobachtet, bei der eine AT-Doméne ein fur Methylmalonat-

Spezifitat hoch konserviertes Serin-200 aufweist und Malonat aktiviert*

. Analog zum
Aufbau des Polyketids in Thaxteramid A/B erfolgt nach Kondensation mit Malonat eine
Transaminierung der B-Ketofunktion durch die C-terminale AMT-Doméne in Modul 4.
Die schrittweise Verlangerung der Polyketideinheit durch die NRPS-Module 5 - 9 mit L-
Asparagin, L-Tyrosin, Glycin, B-Alanin und L-Tyrosin wird durch die Substratspezifitaten
der jeweiligen A-Domanen (Tabelle 4-14) und die Konfigurationsanalyse nach Marfey
bestatigt. Das lineare Produkt Thaxteramid C wird durch die TE-Doméne des letzten
Moduls infolge Hydrolyse freigesetzt.

Funf ORFs oberhalb von thxC1 wurden identifiziert, deren Funktionen mit dem Pyrimidin-
Katabolismus korrelieren und in diesem Zusammenhang die Aminosdure B-Alanin fir die
Thaxteramid-Biosynthese in den Genclustern thxA und thxC zur Verfligung stellen kénnen.
Diese codieren fir eine B-Alanin-Synthase (ORF 4), eine Dihydropyrimidinase (ORF 5),
die Domane 11 einer Dihydroprymidin-Dehydrogenase (ORF 6), eine Dihydropyrimidin-
Dehydrogenase (ORF 7) and ein Cytosin/Uracil/Thiamin/Allantion-Transporter (ORF 8).
Die Dihydropyrimidin-Dehydrogenase reduziert Uracil zu Dihydrouracil, welches durch
die Dihydropyrimidinase zu N-Carbamoyl-p-Alanin hydrolysiert wird. In einem letzten
Schritt hydrolysiert die B-Alanin-Synthase N-Carbamoyl-B-Alanin zu B-Alanin®**. Die
eventuell relevante Funktion einer Methylmalonate-Semialdehyd-Dehydrogenase (ORF 3)
einer Ketoreduktase/Oxidoreductase (ORF 12) bei der Thaxteramid-Biosynthese in
Anbetracht der fehlenden DH-Domane in Modul 1 bleibt zu kléren. Unter den (brigen
ORFs wurden neben regulatorischen Funktionen keine offensichtlichen Zusammenhénge

mit dem Sekundarmetabolismus erkannt.
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ORF Funktion Sequenzhomologes Organismus Identitdt Referenz
Protein [%0]
1 adenylate/guanylate adenylate/guanylate Chondromyces 61 EYF01157.1
cyclase cyclase apiculatus
DSM 436
2 membrane protein, integral membrane Chondromyces 76 EYF01158.1
TerC family, protein TerC apiculatus
tellurium resistance DSM 436
3 methylmalonate- methylmalonate- Chondromyces 84 EYF01160.1
semialdehyde semialdehyde apiculatus
dehydrogenase dehydrogenase DSM 436
4 p-alanine synthase p-alanine synthase Stigmatella 87 YP_003957625.1
aurantiaca
DW4/3-1
5 dihydropyrimidinase  dihydropyrimidinase =~ Chondromyces 86 EYF01162.1
apiculatus
DSM 436
6 dihydroprymidine pyridine nucleotide- Chondromyces 76 EYF01163.1
dehydrogenase disulfide apiculatus
domain 11 oxidoreductase DSM 436
7 dihydropyrimidine dihydropyrimidine Chondromyces 88 EYF01164.1
dehydrogenase dehydrogenase apiculatus
DSM 436
8 cytosine/uracil/ cytosine/purine/ Chondromyces 82 EYF01165.1
thiamine/allantoin uracil/thiamine/ apiculatus
transporter allantoin permease DSM 436
family protein
9 hypothetical protein hypothetical protein Anaeromyxobacter 38 YP_002491007.1
A2cpl_0584 dehalogenans
2CP-1
10 hypothetical protein hypothetical protein Cupriavidus 43 WP_018006389.1
taiwanensis
11 ECF-family sigma24- ECF subfamily RNA  Anaeromyxobacter 53 YP_002491009.1
factor polymerase sigma-24  dehalogenans
subunit 2CP-1
12 ketoreductase/ 3-oxoacyl-[acyl-carrier Chondromyces 78 EYF04392.1
oxidoreductase protein] reductase apiculatus
DSM 436
13 sensory box histidine  sensory box histidine ~ Myxococcus 40 YP_635070.1
kinase kinase TodK xanthus DK1622
14 hypothetical protein hypothetical protein Chondromyces 39 EYF00647.1
CAP_0400 apiculatus
DSM 436
15 sigma-54 dependent sigma-54 dependent Sorangium 49 YP_001617291.1

transcriptional
regulator

transcriptional
regulator

cellulosum So ce56

Tabelle 4-12: Abgeleitete Funktionen der open reading frames (ORFs) aus dem Thaxteramid C-
Biosynthesegencluster tiber einer BLASTp-Suche.
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ORF Funktion Sequenzhomologes Organismus Identitdt Referenz
Protein [%0]
16 hypothetical protein hypothetical protein Chondromyces 39 EYF01169.1
CAP_8592 apiculatus
DSM 436
17 PKS soraphen polyketide Sorangium 56 AAK19883.1
synthase A cellulosum So ce26
18 PKS/NRPS non-ribosomal peptide Myxococcus 42 YP_631823.1
synthetase xanthus DK1622
19 hypothetical protein hypothetical protein Sorangium 72 YP_001613476.1
sce2837 cellulosum So ce56
20 Lon protease, Lon protease Sorangium 92 YP_008149896.1
ATP-dependend cellulosum
S00157-2
21 hypothetical protein hypothetical protein Chondromyces 70 EYF04660.1
CAP_4336 apiculatus
DSM 436

Tabelle 4-12-Fortsetzung.

11 63 90 91 92 93 94 117 200 201 231 250 255 15 58 59 60 61 62 70 72 197 198 199

1IMLA QQGHSLGRSHNQVTKTWQTSASVEP

Locus  Domane Spezifitat in THX

ThxCl ATla mnoCA Ac QQGQSIGWAHTNVWDTAWTQGDY A
AT1b MM MM QQGHSQGRSHTNVWRADVVMSDYA
AT?2 MM M HQGHSLGRSHTNVWRVDVVMSDYA
AT3 MM MM QQGHSQGRSHTNVWRADVVMSDYA
ThxC2 AT4 M M QQGHSIGRFHNHVHQTAWTEASHA

Tabelle 4-13: Bestimmung der Substratspezifititen der AT-Domanen in ThxC1l und ThxC2 durch
ClustalW-Alignment mit der E. coli FAS AT-Doméne 1IMLA (UniProtKB: POAAI9.2) und Auszug der
13 Aminoséduren des aktiven Zentrums sowie 11 weiterer konservierter Aminosauren nach Yadav et al.
Ein Phenylalanin an Position 200 ist hoch konserviert in Malonat (M)-spezifischen AT-Domanen, Ser200
indiziert den Einbau von Methylmalonat (MM), gezeigt in fett. Von Ser oder Phe verschiedene
Aminosauren an dieser Position und eine unpolare Aminoséure anstelle von Argl117 verandern die AT-
Doménen-Spezifitdt von Dicarbonsdure- zu Monocarbonséure-(monoCA)-Substraten. Positionen der
Aminoséuren sind relativ zu 1IMLA angegeben. Ac: Acetat, THX: Thaxteramid.
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Domine Motiv Spezifitit in Thaxteramid C
AS DLTKVGEVGK Asn Asn
A6 DASTIAAVCK Tyr Tyr
A7 DILQLGVIWK Gly Gly
A8 VDWVTSLADK BAla/Phe BAla
A9 DASTIAAVCK Tyr Tyr

Tabelle 4-14: Substratspezifitdten der A-Domdnen in ThxC2. Motive: konservierte

Aminosauren des aktiven Zentrums nach Stachelhaus et al.
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4.1.2. Chondromyces sp. SBCmO009
4.1.2.1. Zielsubstanzen und Ausbeuten

SBCmO09 wurde im 10 L-Malistab fermentiert und spater zur weiteren
Substanzgewinnung im 2 L-Erlenmeyer-Kulturkolben kultiviert. Das XAD-16 wurde zur
Herstellung methanolischer Extrakte gewonnen. Wie fir den Stamm SBSr007 beschrieben,
wurde mit hochauflésenden MS-Daten des Adsorberharz-Extraktes und der Software
TargetAnalysis eine interne Datenbacksuche nach myxobakteriellen Naturstoffen
durchgefiihrt. Dabei wurden Apicularen A und B** sowie Crocapeptin A%*® iiber die
gemessenen exakten Massen und Retentionszeiten identifiziert. Apicularene und
Crocapeptine sind ebenfalls aus einem anderen Chondromyces-Neuisolat, SBCmO007,
bekannt®®®. Bei dem anschlieRenden Screening nach isolierbaren Zielsubstanzen ist eine
Gruppe von Substanzen mit m/z [M+H]" = 831, m/z [M+H]" = 845, m/z [M+H]" = 818 und
m/z [M+H]" = 832 aufgefallen und wurde unter der Hypothese eine Substanzfamilie dar-

zustellen weiter verfolgt (Abbildung 4-12).

Intensitét | sgcmo0g xAD-Extrakt
x108

1.0
0.8 832
| 831
0.4-
- LL,\__’_,_,\J"\,\,W
T T M 1 M ol \.\\I T T T

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Zeit[min]

Abbildung 4-12: Basepeak-Chromatogramm positiver Modus, m/z = 100 - 1100,
des XAD-Extrakts von Chondromyces sp. SBCmO009 und Markierung der
Zielkomponenten-Peaks.

Analog zu Kapitel 4.1.1.1. wurden fiir TKcpd818, TKcpd831, TKcpd832 und TKcpd845
Summenformeln generiert und eine SciFinder-Datenbanksuche nach bekannten
Naturstoffen vollzogen. Keine Eintrdge fanden sich fur TKcpd818 und TKcpd832,
wéhrend fur TKcpd831 und TKcpd845 die Nukleosid-Antibiotika Tunicamycin A resp. C
aus Streptomyces spp. und fur TKcpd845 zusatzlich die Glykosidfettsaure Cuscutic acid C

aus Cuscuta chinensis (Teufelszwirn), einer Seidenart ermittelt wurde (Tabelle 4-15).
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TKcpd818: m/z [M+H]" = 818,40802

Summenformel

Masse [Da]

SciFinder-Eintrag /

[M+H]* [M+H]* [Appm| | mSigma | cag .
C39H4sN170, 818,40697 1,3 4,4
C2Hs6N701 818,40832 0,4 7,8
Kein Eintrag
C3gHs5,N1304 818,40563 2,9 8,7
C41HeoN3014 818,40698 1,3 9,2
TKcpd831: m/z [M+H]" = 831,42432
CssHs5N 14010 831,42201 2,8 45 Kein Eintrag
C3sHeaN4Oq5 831,42336 1,2 55 Tunicamycin A
(Streptomyces spp.):
66054-36-2
Cs6H5:N1g06 831,42335 1,2 8,2
Kein Eintrag
C3oH59NgO1, 831,42470 0,5 9,3
TKcpd832: m/z [M+H]" = 832,42310
CoHs5oN1704 832,42262 0,6 3.9
Ca3HsgN7O4 832,42397 1,0 6,8
Kein Eintrag
C4HgoN3014 832,42263 0,6 9,7
C3oH54N 1304 832,42128 2,2 9,9
TKcpd845: m/z [M+H]" = 845,44006
CagHs7N14019 845,43766 2,8 1,8 Kein Eintrag
CagHesN4O16 845,43901 1,2 6,3 Tunicamycin C1, C2
(Streptomyces spp.):
66081-36-5,
73942-07-1
Ca3H49N2,0,4 845,43631 4,4 7,1
C35H61N10014 845,43632 4.4 11,0 Kein Eintrag
Ca7H53N1505 845,43900 1,3 11,8
CagHegO2 845,43767 2,8 12,7 Cuscutic acid C
(Cuscuta chinensis
[Teufelszwirn):
212071-47-1
C40H61N8012 845,44035 0,3 14,2 Kein Eintrag

Tabelle 4-15: Exakte Massen der Zielkomponenten aus Chondromyces sp. SBCmO0Q9,
berechnete Summenformeln und zugehérige SciFinder-Datenbankeintrége.

145



4. Neue Sekundarmetabolitfamilien

Die pflanzliche Glykosidfettsdure Cuscutic acid C erschien als bakterieller Naturstoff
unwahrscheinlich. Aufgrund ihrer polaren Natur sind Nukleosid-Antibiotika wie
Tunicamycine bei chromatographischer Trennung auf C18-Sdulen vornehmlich im
vorderen Elutionsbereich zu erwarten. Aulerdem sind diese bisher nicht fur
Myxobakterien beschrieben worden. Somit wurden die vier Komponenten fir die Isolation
ausgewahit.

Alle Substanzen wurden in flr die Strukturaufklarung und Testung ausreichender Menge
isoliert. Eluierende Komponenten im hinteren Bereich der Basepeak-Chromatogramme in
den Abbildungen 4-13 und 4-14 sind in den gezeigten Analysen identisch und konnten
durch einen Leerprobenlauf (rot) auf L&sungsmittel- und S&ulenverunreinigungen
zurlickgefuhrt werden. Insgesamt wurden von TKcpd818 1,2 mg, von TKcpd832 3,6 mg,
von TKcpd831 5,2 mg und von TKcpd845 0,7 mg erhalten.

Die nachfolgend beschriebene Strukturaufklarung zeigte, dass es sich sich bei den
isolierten Substanzen um zwei Substanzfamilien handelte. Hierfir wurden die Namen
Chondrodepside (TKcpd832, TKcpd818) und Chrondrosaride (TKcpd845, TKcpd831)

gewahlt und fortan verwendet.
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Abbildung 4-13: Basepeak-Chromatogramme positiver Modus, m/z = 100 -
1100, und Massenspektren der gereinigten Substanzen TKcpd818 und
TKcpd832. Rot: Leerprobenlauf (Kontrolle, Uberlagert).
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Abbildung 4-14: Basepeak-Chromatogramme positiver Modus, m/z = 100 -
1100, und Massenspektren der gereinigten Substanzen TKcpd831 und
TKcpd845. Rot: Leerprobenlauf (Kontrolle, tiberlagert).
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4.1.2.2. Strukturaufklarung

TKcpd832: Chondrodepsid A

Abbildung 4-15: Struktur von Chrondrodepsid A mit ausgewahlten *H-'H-COSY- (fett) und
HMBC-Kaorrelationen (Pfeile).

Chondrodepsid A wurde in Methanol-d4 geldst und Gber NMR spektroskopisch strukturell
aufgeklart. Das Protonenspektrum zeigt mehrere Signale aliphatischer Protonen (bei oy =
0,7 - 4,6 ppm) und 7 Signale olefinischer resp. aromatischer Protonen zwischen &y = 5,99
ppm und 8y = 7,25 ppm (Tabelle 4-16). 6 Protonensignale im Bereich von 6y = 4,2 - 4,6
ppm deuten auf a-CH-Gruppen eines Peptidgerusts hin. 6 Aminosdureeinheiten und 2
zusatzliche Spinsysteme konnen aus HMBC- und 2D-TOCSY-Korrelationen bestimmt
werden. Im Folgenden wird die Strukturaufklarung des Depsipeptids von der C-terminalen
Aminosdureeinheit bis zur N-terminal verknuipften Seitenkette dargestelit.

Ein Triplett (3J = 7,6 Hz) bei 84 = 4,35 ppm kann dem o-CH einer Glutamineinheit
zugeordnet werden. Die Triplettstruktur spricht fur eine benachbarte CH,-Gruppe. COSY-
Korrelationen mit den Signalen bei 4 = 1,88 ppm und &4 = 2,01 ppm weisen die Kerne H-
13 dieser Methylengruppe zu. Weitere COSY-Korrelationen von H-13 zu H-14 (64 = 2,21
ppm) verweisen auf die y-standige Methylengruppe. Fiir die B-Methylenprotonen werden
HMBC-Korrelationen zu zwei Carbonylkohlenstoffatomen, den Kernen C-1 (&¢ = 172,25
ppm) und C-15 (&¢ = 177,12 ppm), gefunden. Zwei Korrelationen von H-2 zu C-1 und H-

14 zu C-15 kennzeichnen letzteres als endstédndiges Carbonylkohlenstoffatom und damit C-
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1 als Kohlenstoffatom des Peptidriickgrats. Die Tieffeldverschiebung von C-15 steht im
Einklang mit einer Sdureamidstruktur.

Die Verknlipfung mit der darauffolgenden Aminosaureeinheit geht aus der Korrelation von
H-2 zu C-3 (3¢ = 173,62 ppm) der Carbonylfunktion der Isoleucineinheit hervor. Das
Dublett (*J = 7,5 Hz) des a-Protons H-4 bei 8 = 4,29 ppm deutet auf eine verzweigtkettige
Struktur durch Kopplung mit nur einem benachbarten Wasserstoffatom hin. Es werden
neben dem Signal des a-Protons Multipletts bei 64 = 1,83 ppm (H-16), d4 = 1,19 ppm und
On = 1,44 ppm (H-17) sowie bei 6y = 0,95 ppm (H-18 und H-19) detektiert. 2D-TOCSY-
Korrelationen dieser Signale sprechen fur ein gemeinsames Spinsystem. Die Anwesenheit
von zwei Methylgruppen bei oy = 0,95 ppm ist gekennzeichnet durch HSQC-Korrelationen
zu zwei Kohlenstoffatomen, C-18 (6¢ = 11,64 ppm) und C-19 (6¢c = 15,0 ppm). Die
chemischen Verschiebungen der beiden aliphatischen Kohlenstoffatome C-16 (6¢ = 37,55
ppm) und C-17 (¢ = 27,27 ppm) konnen ebenfalls dem HSQC-Spektrum entnommen
werden. Die Unterscheidung zwischen Leucin und Isoleucin gelingt durch Betrachtung der
COSY-und HMBC-Kaorrelationen. Wechselseitige Kopplungen von H-16 und H-19, H-16
und H-17 sowie H-17 und H-18 implizieren das Vorhandensein einer Methylgruppe an f-
und y-Position der Kohlenstoffkette. Dies wird unterstiitzt durch die Beobachtung von
wechselseitigen HMBC-Korrelationen der beiden Signalgruppen H-4, H-17, H-19 sowie
H-16 und H-18. Durch die Korrelation von H-16 mit C-3 wird dieses als
Carbonylkohlenstoffatom des Isoleucins festgelegt wéhrend die Verknupfung mit der
Prolineinheit durch die Korrelation von H-4 mit C-5 (8¢ = 173,75 ppm) erkennbar ist.

Ein Multiplett bei oy = 4,49 ppm reprasentiert das Signal des Wasserstoffs H-6 der
Prolineinheit. Die Signale bei oy = 2,02 ppm und &y = 2,27 ppm (H-20), o4 = 1,89 ppm
und oy = 2,18 ppm (H-21) sowie &y = 3,48 ppm und dy = 3,66 ppm (H-22) bilden die
Gruppe der Ringprotonen. Die zugehdrigen Ringkohlenstoffatome C-6 (¢ = 60,38 ppm),
C-20 (¢ = 32,78 ppm), C-21 (&¢ = 23,51 ppm) und C-22 (6¢ = 48,06 ppm) kénnen durch
das HSQC-Spektrum festgelegt werden. Die Konnektivitaten des Funfrings werden durch
starke COSY- und HMBC-Kaorrelationen der Prolinprotonen bestimmt. Die Prolinstruktur
wird zusatzlich durch das Erscheinen zweier *H-NMR-Signale jeder Methylengruppe und
HMBC-Kaorrelationen von H-20 zu C-5 und H-22 zum Carbonylkohlenstoffatom C-7 (3¢ =

173,82 ppm) der nachfolgenden Alanineinheit untermauert.
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Letztere ist durch die Signale des a-Protons H-8 bei 6y = 4,20 ppm und der Methylgruppe
bei 6y = 1,39 ppm (H-23) charakterisiert, dabei korreliert H-8 im HSQC-Spektrum mit
dem Kern C-8 (6¢ = 49,76 ppm) und H-23 mit C-23 (d¢ = 17,26 ppm). Die Alaninstruktur
wird durch die Signalaufspaltungen von H-8 in ein Quartett (°J = 7,0 Hz) und H-23 in ein
Dublett (°J = 7,0 Hz), hervorgerufen durch die vicinalen Kopplungen von Methylgruppe
und a-CH, belegt. Die HMBC-Korrelationen von H-23 mit C-7 und H-8 mit C-9 (&¢ =
169,64 ppm) stammen von Resonanzen mit dem Peptidgrundgerdist.

Bei dem Signal von C-9 handelt es sich um das Carbonylkohlenstoffatom der
Threonineinheit. Diese ist durch die Signale von H-10 (64 = 4,60 ppm), H-24 (64 = 5,36
ppm) und H-25 (84 = 0,73 ppm) gekennzeichnet. Durch die C-O-Bindung an Position 24
sind die Signale von B-Proton und -Kohlenstoffatom (6c = 72,28 ppm) entsprechend
tieffeldverschoben. Homonukleare Kopplungen zwischen H-10 und H-24 als auch
zwischen H-24 und H-25 belegen die Sequenz der Kohlenstoffkette, genauso wie
heteronukleare Korrelationen von H-10 mit C-25 (6¢ = 16,0 ppm), von H-25 mit C-10 (&¢c
= 56,65 ppm) und von H-24 mit C-9. Die Aufspaltungen der Protonensignale von H-24 in
ein Dublett vom Quartett (3J = 6,5 Hz / 6,5 Hz / 6,5 Hz) und von H-25 in ein Dublett (3J =
6,5 Hz) korrespondieren mit der Threoninstruktur. Im HMBC-Spektrum wird eine
zusétzliche Korrelation des Protons H-24 nach C-1 (6¢c = 172,25 ppm) der Carboxylgruppe
der C-terminalen Glutamineinheit detektiert. Dessen chemische Verschiebung deutet auf
eine Carbonséuresterfunktion hin. Damit wird der Ringschluss zwischen Threonin und
Glutamin tber die Hydroxylgruppe zu einem zyklischen Pentapeptid gezeigt.

Peptidisch ist die Threonin- mit einer Tyrosineinheit verbunden, erkennbar durch die
HMBC-Korrelation von H-10 mit dem Kohlenstoffatom C-11 (6¢c = 174,31 ppm) der
Carbonséureamidfunktion. Aus dem COSY-Spektrum gehen die Signale der koppelnden a-
und PB-Protonen H-12 bei oy = 4,53 ppm und H-26 bei 6y = 2,97 ppm hervor.
Erwartungsgemé&l erscheint das Signal von H-12 durch die Nachbarschaft zu zwei
Protonen als Triplett (3J = 8,1 Hz) und von H-26 durch ein benachbartes Proton als Dublett
(®J = 8,1 Hz). Die Signale der aromatischen Protonen liegen bei 8y = 6,71 ppm (H-28 / H-
32) und 6y = 7,10 ppm (H-29 / H-31). Aus dem HSQC-Spektrum lassen sich die
aromatischen Kohlenstoffatome C-28 / C-32 (3¢ = 131,38 ppm) und C-29 / C-31 (6¢c =
116,32 ppm) ableiten. Die beiden fehlenden Ringkerne werden durch HMBC-
Korrelationen von H-28 / H-32 und H-29 / H-31 mit C-30 (6¢ = 157,57 ppm) und von H-
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12 und H-29 / H-31 mit C-27 (6¢c = 128,47 ppm) gefunden. Daneben belegen weitere
HMBC-Kaorrelationen die Abfolge der Kohlenstoffatome des Sechsrings. Die chemische
Verschiebung von C-30 ins Tieffeld und die Dublettaufspaltungen der beiden
Phenylprotonensignale resultieren aus der para-Hydroxysubstitution des Aromaten.

Die Korrelation von H-12 mit C-1° (8¢ = 168,36 ppm) reprasentiert die N-terminale
Verknupfung des Tyrosins mit einer weiteren Struktureinheit, der 5-Phenyl-2-pentenséure-
Seitenkette. Von dieser erscheinen sieben Signale im *H-NMR-Spektrum. Durch COSY-
Korrelationen der Protonen H-2¢ (64 = 5,99 ppm), H-3° (&4 = 6,80 ppm), H-4° (64 = 2,51
ppm) und H-5° (dx = 2,75 ppm) kann die Sequenz der Kohlenstoffkette festgelegt werden.
Hierzu z&hlen die Kerne C-2° (8¢ = 124,46 ppm), C-3° (6¢c = 145,41 ppm), C-4° (6¢c =
34,77 ppm) und C-5° (6¢c = 35,56 ppm). Dies steht im Einklang mit Korrelationen der
Protonen der Pentensdureteilstruktur im HMBC-Spektrum. Die chemische Verschiebung
der Signale von H-2° und H-3° und das Auftreten eines Dubletts von H-2° mit einer
Kopplungskonstanten von 3J = 15,4 Hz kennzeichnen die Doppelbindung zwischen C-2
und C-3¢ mit einer trans-Konfiguration. Ein Dublett (3J = 7,5 Hz) bei &4 = 7,18 ppm und
zwei Tripletts bei 84 = 7,25 ppm (°J = 7,5 Hz) und & = 7,15 ppm (*J = 7,4 Hz) bildet die
Gruppe der Phenylprotonensignale H-7¢ / H-11¢, H-8° / H-10°, H-9° und belegen das
Vorhandensein ~ eines  unsubstituierten ~ Aromaten. Die  Anordnung  der
Ringkohlenstoffatome lasst sich durch die Beobachtung der HMBC-Korrelationen von H-
4 und H-8¢ / H-10¢ mit C-6° (8¢ = 142,41 ppm), von H-5¢ und H-9¢ mit C-7¢ / C-11° (8¢ =
129,46 ppm) und H-8‘ mit C-10° (8¢ = 129,46 ppm) beschreiben.
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Gruppe Position  Funktion § J[HZz] COsY  &¢ HMBC
Glutamin 1 C-OOR 172,25
2 CH 4,35t 7,6 1,88 52,44 27,58
2,01 32,10
172,25
173,62
13 CH; 1,88 m 2,01 27,58 32,10
2,21 52,44
4,35 172,25
177,12
2,0lm 1,88 32,10
2,21 52,44
4,35 172,25
177,12
14 CH, 2,21 m 1,88 32,10 27,58
2,01 52,44
177,12
15 NH,C=0 - 177,12
2 NH -
Isoleucin 3 C=0 173,62
4 CH 429d 75 1,83 58,11 15,0
27,27
37,55
173,62
173,75
16 CH 1,83 m 0,95 37,55 11,64
1,19 15,0
1,44 27,27
4,29 58,11
173,62
17 CH, 1,19 m 0,95 27,27 11,64
1,44 15,0
1,83 37,55
58,11
1,44 m 0,95 11,64
1,19 15,0
1,83 37,55
58,11
18 CH3 0,95m 1,19 11,64 150
1,44 27,27
37,55
19 CH; 0,95m 1,83 15,0 27,27
37,55
58,11
4 NH -
Prolin 5 C=0 173,75
6 CH 4,49 m 2,02 60,38 23,51
2,27 32,78
48,06
173,75

Tabelle 4-16: NMR-Tabelle zu Chondrodepsid A (gemessen in Methanol-d,). d = Dublett,

t = Triplett, q = Quartett, dq = Dublett vom Quartett, m = Multiplett.
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Gruppe Position  Funktion & J [HZ] COSY  &¢ HMBC
Prolin 20 CH, 2,02m 1,89 32,78 2351
2,18 48,06
4,49 173,75
2,27 m 1,89 23,51
2,18 48,06
4,49 60,38
173,75
21 CH, 1,89 m 2,02 2351 32,78
2,27 48,06
3,48 60,38
3,66
2,18 m 2,02 32,78
2,27 48,06
3,48 60,38
3,66
22 CH, 3,48 m 1,89 48,06 23,51
2,18 32,78
60,38
173,82
3,66 m 1,89 23,51
2,18 32,78
60,38
173,82
6 N-R
Alanin 7 C=0 173,82
8 CH 420q 7 1,39 49,76 17,26
169,64
173,82
23 CH, 1,39d 7 4,20 17,26 49,76
173,82
8 NH -
Threonin 9 C=0 169,64
10 CH 4,60 m 5,36 56,65 16,0
72,28
169,64
174,31
24 CH-OR  536dq 6,5/6,5/6,5 0,73 72,28 16,0
4,60 169,64
172,25
25 CH, 0,73d 65 5,36 16,0 56,65
72,28
169,64
10 NH -
Tyrosin 1 C=0 174,31
12 CH 4,531 8,1 2,97 57,77 37,37
128,47
168,36
174,31

Tabelle 4-16: NMR-Tabelle zu Chondrodepsid A - Fortsetzung.
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Gruppe Position  Funktion & J [HZ] COSY  &¢ HMBC
Tyrosin 26 CH, 2,97d 8,1 4,53 37,37 57,77
128,47
131,38
174,31
27 C 128,47
28 /32 CH 7,10d 84 6,71 131,38 37,37
116,32
131,38
157,51
29/31 CH 6,71d 84 7,10 116,32 116,32
128,47
131,38
157,51
30 C-OH - 157,51
12 NH -
Seitenkette 1’ C=0 168,36
2° CH 599d 154 6,80 124,46 34,77
145,41
168,36
3 CH 6,80 m 2,51 145,41 34,77
5,99 35,56
124,46
168,36
4 CH, 2,51 m 2,75 34,77 35,56
6,80 124,46
142,41
145,41
5 CH, 2,75m 2,51 3556 34,77
129,46
142,41
145,41
6° C 142,41
7/11° CH 7,18d 75 7,25 129,46 35,56
126,95
129,46
8/10° CH 725t 75 7,15 129,46 126,95
7,18 129,46
142,41
9° CH 715t 74 7,25 126,95 129,46

Tabelle 4-16: NMR-Tabelle zu Chondrodepsid A - Fortsetzung.
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TKcpd818: Chondrodepsid B

Abbildung 4-16: Struktur von Chondrodepsid B mit ausgewahlten *H-'H-COSY- (fett) und
HMBC-Kaorrelationen (Pfeile).

Bei Auswertung der NMR-Daten von Chondrodepsid B, vermessen in Methanol-d,, stellte
sich dessen Struktur als Valinderivat von Chondrodepsid A heraus. Die deskriptive
Abfolge der nachfolgenden Strukturaufklarung erfolgt daher analog zum A-Derivat.

Das a-Proton H-2 der C-terminalen Glutamineinheit erscheint hier aufgrund der
benachbarten CH,-Gruppe ebenfalls als Triplett (J = 7,6 Hz) bei &y = 4,37 ppm (Tabelle
4-17). Aus den COSY-Kaorrelationen konnen H-13 (3y = 1,87 ppm, 84 = 2,02 ppm) der -
Methylengruppe und H-14 (64 = 2,21 ppm) der y-Methylengruppe zugeordnet werden.
Durch HMBC-Kaorrelationen von H-2 und H-13 mit C-1 (6¢c = 171,97 ppm) sowie H-13
und H-14 mit C-15 (3¢ = 177,06 ppm) werden diese als Carbonylkohlenstoffatome des
Peptidgeriistes (C-1) und des Sdureamids (C-15) definiert. Die chemischen
Verschiebungen der Kerne stehen dazu nicht im Widerspruch.

Uber eine weitere HMBC-Korrelation von H-2 zu C-3 (8¢ = 173,45 ppm) wird die
Verkntpfung mit der Valineinheit tber die Glutamin-Aminofunktion gezeigt. Ein Dublett
(®J = 8,6 Hz) bei &4 = 4,08 ppm von H-4 und die gleichzeitigen COSY-Korrelationen von
H-16 (64 = 2,01 ppm) mit H-4 und den Methylgruppenprotonen H-17 (&4 = 0,97 ppm) und
H-18 (dn = 0,98 ppm) stehen im Einklang mit einer verzweigten Struktur. AuBerdem

implizieren ein gemeinsames Spinsystem von vier Protonensignalen im 2D-TOCSY-
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Spektrum und wechselseitige heteronukleare Korrelationen dieser zu den Kernen C-4 (&¢ =
59,97 ppm), C-17 (6¢ = 19,76 ppm) und C-18 (¢ = 18,84 ppm) das Vorhandensein einer
Valineinheit an dieser Position. HMBC-Korrelationen von H-16 zu C-3 und H-4 zu C-5
(6c = 173,57 ppm), dem Prolin-Carbonylkohlenstoffatom ergeben eine Einordung
zwischen diesem und der Glutamineinheit.

Ebenso wie bei Chondrodepsid A bilden ein Signal von H-6 (84 = 4,47 ppm) und jeweils
zwei Signale von H-19 (64 = 2,03 ppm, 6y = 2,27 ppm), H-20 (64 = 1,89 ppm, oy = 2,18
ppm) und H-21 (64 = 3,48 ppm, &4 = 3,66 ppm) die Gruppe der Ringprotonen der
Prolineinheit. Auch hier kdnnen die Konnektivitaten der Ringkerne durch starke COSY-
und HMBC-Kaorrelationen bestimmt werden. Ferner werden Korrelationen von H-19 mit
C-5 und H-21 mit C-7 (3¢ = 173,66 ppm) beobachtet, dem Carbonylkohlenstoffatom der
Alanineinheit, mit der ebenfalls die Methylgruppenprotonen H-22 (64 = 1,38 ppm)
korrelieren. Typischerweise sind COSY- und 2D-TOCSY-Korrelationen nur zwischen
diesen Protonen und dem o-Proton H-8 (64 = 4,17 ppm) zu beobachten. Wie erwartet
erscheinen dabei ein Dublett (3J = 7,0 Hz) fiir H-22 und ein Quartett (*J = 7,0 Hz) fiir H-8
im 'H-NMR-Spektrum. Eine HMBC-Korrelation mit C-9 (§c = 169,58 ppm) belegt die
Verbindung mit der nachfolgenden Threoninteilstruktur.

Die Signale von H-10 (&4 = 4,60 ppm), H-23 (o = 5,36 ppm) und H-24 (34 = 0,74 ppm)
reprasentieren die Protonensignale der Threonineinheit. Wechselseitige Korrelationen
zwischen H-10 und H-23 sowie H-23 und H-24 legen neben einer Korrelation von H-24 zu
C-10 (6¢c = 56,63 ppm) die Abfolge der funktionellen Gruppen fest. Die chemischen
Verschiebungen von H-23 und C-23 (6¢ = 72,27 ppm) sind ebenfalls mit einer
Threoninstruktur vereinbar. Durch die HMBC-Kaorrelation von H-23 mit C-1 (6¢ = 171,97
ppm) wird auch hier die Verknlpfung zu einem zyklischen Pentapeptid lber einen
Carbonsaureester gezeigt. Uber die Korrelationen von H-10 mit C-9 und C-11 (8¢ = 174,20
ppm), dem Carbonylkohlenstoffatom der N-terminalen Tyrosineinheit, wird die
Verbindung mit dem Peptidgrundgerdist hergestelit.

Fiir die Tyrosineinheit werden ein Triplett (°J = 8,1 Hz) bei 84 = 4,54 ppm und ein Dublett
(3 = 8,1 Hz) bei &y = 2,97 ppm firr die vicinal koppelnden aliphatischen Protonen H-12
und H-25 gefunden. Wahrend H-12 mit dem Phenylkohlenstoff C-26 (6c = 128,43 ppm)
korreliert, kann fiir H-25 eine Korrelation mit C-11 und C-27 / C-31 (d¢ = 131,35 ppm) im

HMBC-Spektrum detektiert werden. Die Signale der aromatischen Protonen liegen bei oy
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= 7,10 ppm (H-27 / H-31) und bei 4 = 6,71 ppm (H-28 / H-30) und spalten durch die
Phenolstruktur des Tyrosins in Dubletts (3J = 8,4 Hz) auf. Durch die Hydroxyfunktion ist
das Signal des Ringkerns C-29 (8¢ = 157,35 ppm) entsprechend tieffeldverschoben. C-29
kann durch die HMBC-Kaorrelation der Ringprotonen beobachtet werden. Desweiteren
beschreiben HMBC-Kaorrelationen von H-27 / H-31 nach C-28 / C-30 (6¢ = 116,35 ppm)
und von H-28 / H-30 nach C-26 den aromatischen Ring.

Die Verknipfung der Tyrosineinheit mit der Phenylpentensdure-Seitenkette (ber ein
Carbonséureamid kann der HMBC-Kaorrelation von H-12 nach C-1° (8¢ = 168,15 ppm)
entnommen werden. Die chemischen Verschiebungen der Protonensignale dieser Gruppe
sind identisch mit denen des Phenylpentensaurerestes von Chondrodepsid A. Entsprechend
werden vergleichbare COSY-, HSQC- und HMBC-Korrelationen gefunden, die die
Festlegung der gleichen Konstitution von aliphatischer Kette und aromatischer
Ringstruktur zulassen. Die Kopplungskonstante von %J = 15,4 Hz der Protonen H-2¢ und

H-3° verweist gleichermafen auf eine trans-Konfiguration der Doppelbindung.

Gruppe Position ~ Funktion § J [Hz] COSY  §¢ HMBC
Glutamin 1 COOR 171,97
CH 4,37t 7,6 1,87 52,27 27,90
2,02 32,16
171,97
173,45
13 CH, 1,87 m 2,02 27,90 32,16
2,21 52,27
4,37 171,97
177,06
2,02m 1,87 32,16
2,21 52,27
4,37 171,97
177,06
14 CH, 2,21m 1,87 32,16 27,90
2,02 52,27
177,06
15 NH,C=0 - 177,06
2 NH
Valin 3 C=0 173,45
4 CH 4,08d 8,6 2,01 59,97 18,84
19,76
31,01
173,45
173,57

Tabelle 4-17: NMR-Tabelle zu Chondrodepsid B (gemessen in Methanol-d,). d = Dublett,
t = Triplett, dt = Dublett vom Triplett, q = Quartett, m = Multiplett.
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Gruppe Position  Funktion § J[HZz] COsY  &¢ HMBC
Valin 16 CH 2,01lm 0,97 31,01 18,84
0,98 19,76
4,08 59,97
173,45
17 CH3 0,97 m 2,01 19,76 18,84
31,01
59,97
18 CH3 0,98 m 2,01 18,84 19,76
31,01
59,97
NH -
Prolin 5 C=0 173,57
6 CH 4,47 m 2,03 60,40 23,51
2,27 32,75
48,04
19 CH, 2,03m 1,89 32,75 48,04
2,18
2,27
4,47
2,27Tm 1,89 23,51
2,03 60,40
2,18 173,57
4,47
20 CH; 1,89 m 2,03 2351 32,75
2,18 60,40
2,27
3,48
3,66
2,18 m 1,89 32,75
2,03 48,04
2,27
3,48
3,66
21 CH; 3,48 m 1,89 48,04 23,51
2,18 32,75
3,66 60,40
173,66
3,66 m 1,89 23,51
2,18 32,75
3,48 60,40
173,66
N-R
Alanin 7 C=0 173,66
8 CH 417 7,0 1,38 49,77 17,25
169,58
173,66
22 CH; 1,38d 7,0 4,17 17,25 49,77
173,66
8 NH -

Tabelle 4-17: NMR-Tabelle zu Chondrodepsid B - Fortsetzung.
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Gruppe Position  Funktion § J [HZz] COSY  &¢ HMBC
Threonin 9 C=0 169,58
10 CH 4,60 m 5,36 56,63 169,58
174,20
23 CH-OR 5,36 m 0,74 72,27 16,02
4,60 171,97
24 CH3 0,74d 6,6 5,36 16,02 56,63
72,27
10 NH -
Tyrosin 11 C=0 174,20
12 CH 4,54t 8,1 2,97 57,71 37,42
128,43
168,15
174,20
25 CH, 2,97d 8,1 4,54 37,42 57,71
128,43
131,35
174,20
26 C 128,43
27131 CH 7,10d 8,4 6,71 131,35 37,42
116,35
131,35
157,35
28/30 CH 6,71d 84 7,10 116,35 116,35
128,43
157,35
29 C-OH - 157,35
12 NH -
Seitenkette I’ C=0 168,15
2° CH 599d 154 6,80 124,47 34,76
168,15
3 CH 6,80dt 7,0/154 251 145,40 34,76
5,99 35,57
124,47
168,15
4 CH, 2,51m 2,75 34,76 35,57
6,80 124,47
142,31
145,40
5 CH; 2,75m 2,51 35,57 34,76
129,43
142,31
145,40
6° C 142,31
7/11° CH 7,18d 7,4 7,25 129,43 35,57
126,97
129,43
8/10° CH 7,25t 7,6 7,15 129,43 126,97
7,18 129,43
142,31
9 CH 7,151t 7,3 7,25 126,97 129,43

Tabelle 4-17: NMR-Tabelle zu Chondrodepsid B - Fortsetzung.
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TKcpd831: Chondrosarid B

Abbildung 4-17: Struktur von Chondrosarid B mit ausgewahlten *H-'H-COSY - (fett) und HMBC-
Korrelationen (Pfeile).

Chondrosarid B stellt ein zyklisches Hexapeptid dar, an das eine lipophile Seitenkette
gebunden ist. Um die Position zweier vorhandener Glutamine zu bestimmen, wurde die
Substanz  in  Dimethylsulfoxid-ds vemessen. Aus diesem Grund wird die
Strukturaufklarung der Chondrosaride zunédchst fir das B-Derivat beschrieben.
Wahrscheinlich bedingt durch Rotationskonformere treten im Protonenspektrum fir jedes
Spinsystem zwei Signalgruppen auf. Die Strukturaufklarung gelang durch die Betrachtung
einer dieser Signalgruppen und Verfolgung der dazugehdrigen Signalkorrelationen.
Dadurch konnte nach Auswertung der HMBC- und 2D-TOCSY-Korrelationen die Zahl der
Aminosdureeinheiten auf 6 festgelegt und 3 Spinsysteme flr die Seitenkette ermittelt
werden. Wie auch bei den vorangehenden Kapiteln beginnt die Strukturaufklarung mit dem
C-Terminus des Peptidgerists und endet mit der Seitenkette.

Die Sequenz des Peptidteils beginnt mit einer a-Methyl-p-Alanineinheit. Hierfir werden
die Signale von H-2 (64 = 2,70 ppm), H-3 (64 = 2,93 ppm, dy = 3,29 ppm), H-20 (o4 =
1,06 ppm) und des Amidprotons H-4 (64 = 7,70 ppm) gefunden (Tabelle 4-18). Die
chemischen Verschiebungen der a- und B-Protonen und -Kohlenstoffatome C-2 (6¢c =
38,57 ppm) und C-3 (6c = 40,89 ppm) sind typisch fir eine B-Aminosdure (vgl.
Thaxteramide). Die a-Position der Methylgruppe kann den COSY-Korrelationen von H-2
mit H-20 und den HMBC-Kaorrelationen von H-3 mit C-20 (6¢ = 14,44 ppm) und H-20 mit
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C-1 (8¢ = 173,05 ppm) entnommen werden. Weitere Korrelationen von H-3 und H-4 zu C-
5 (6¢c = 171,34 ppm) verweisen auf die Verknlpfung mit der nachfolgenden Glutamin-
einheit.

Ein Multiplett bei 6y = 4,05 ppm stammt von dem a-Proton dieser Glutamineinheit. Dieses
weist COSY-Korrelationen zu H-7 (84 = 8,24 ppm) und den B-stdndigen Protonen H-21
6y = 1,69 ppm, &4 = 2,02 ppm) auf. Die Kopplung von H-21 und H-22 (&4 = 2,07 ppm)
kennzeichnet die y-standige Methylengruppe. Im HMBC-Spektrum sind Korrelationen von
H-21 mit C-5 und C-23 (&¢c = 173,45 ppm) zu beobachten. Die Korrelationen von H-22
und H-24 (o4 = 6,75 ppm, 4 = 7,22 ppm) nach C-22 und C-23 kennzeichnen letzteres als
Carbonylkohlenstoffatom der Sdureamidfunktion. Die HMBC-Korrelation von H-6 zu C-8
(6c = 171,20 ppm) flhrt zu einer zweiten Glutamineinheit. Die Verbindung zweier gleicher
Struktureinheiten erklart die nur minimal differente chemische Verschiebung zu der von C-
5 und fuhrt zu einem kritischen Punkt in der Strukturaufklarung dieser Verbindung. Zu der
zweiten Glutamineinheit gehoren die aliphatischen Protonen H-9 (84 = 3,93 ppm), H-25
(6n = 1,84 ppm), H-26 (64 = 2,14 ppm) neben den Amidprotonen H-10 (64 = 8,40 ppm)
und H-28 (64 = 6,82 ppm, 8y = 7,33 ppm). Durch COSY - und HMBC-Kaorrelation ergeben
sich die gleichen Konnektivitaten, die fur die erste Glutaminteilstruktur gefunden werden.
Dabei wird der Kern C-27 (6¢c = 173,64 ppm) als Sdureamidkohlenstoffatom bestimmt. Die
Nachbarschaft zweier Glutamine belegen zum einen das VVorhandensein von insgesamt vier
Signalen  von  Sdureamidprotonen und zwei Signalen der  zugehdrigen
Carbonylkohlenstoffatome, zu denen jeweils ein Protonenpaar korreliert. Zum anderen
finden sich im 2D-TOCSY-Spektrum fiir jedes der Glutamineinheiten abgeschlossene
Spinsysteme der aliphatischen Ketten. Ferner werden Korrelationen der Amidprotonen des
Peptidgrundgeriistes zum benachbarten Carbonylkohlenstoffatom beobachtet und fuihren
von den Struktureinheiten o-Methyl-B-Alanin tGber Glutamin 1 und 2 zu Valin. Das
ROESY-Spektrum unterstiitzt diese Erkenntnis, indem Korrelationen raumlich
benachbarter Protonen beobachtet werden konnen. Dabei werden Korrelationen des
Amidprotons H-4 der a-Methyl-B-Alanineinheit und dem a-Proton H-6 der ersten
Glutamineinheit detektiert. Auferdem tauchen Korrelationen des a-Protons H-9 der
Glutamineinheit 2 zu Amidproton H-7 und a-Proton H-6 der Glutamineinheit 1 auf. Das

Amidproton H-10 der zweiten Glutamineinheit weist wiederum wechselseitige
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Korrelationen mit den a- und B-Protonen H-12 (84 = 4,07 ppm) und H-29 (&4 = 1,98 ppm)
der Valineinheit auf.

Neben den Signalen fir H-12 und H-29 werden fur Valin im Protonenspektrum zwei
weitere aliphatische Signale bei 6y = 0,82 ppm (H-30) und &4 = 0,87 ppm (H-31)
gefunden. Das NH-Signal erscheint bei 6y = 7,61 ppm. Entsprechend der verzweigten
Struktur werden gleichzeitige COSY-Korrelationen von H-29 zu H-12 und den
Methylgruppen H-30 und H-31 erkannt. Die Struktur kann desweiteren belegt werden
durch HMBC-Kaorrelationen der Protonen der Seitenkette zu den Kernen C-12 (6¢ = 57,63
ppm), C-29 (&¢ = 30,13 ppm), C-30 (6¢c = 17,0 ppm) und C-31 (¢ = 18,57 ppm). Eine
Korrelation von H-29 mit C-11 (3¢ = 171,04 ppm) verweist auf das Valincarbonyl-
kohlenstoffatom.

Die Verknlpfung der Valin- und Alaninstruktureinheiten ist durch die Korrelationen von
H-12 und H-32 (64 = 1,20 ppm) zum Kern C-14 (3¢ = 171,71 ppm) zu erkennen. Das 2D-
TOCSY-Spektrum der Alanineinheit ist erwartungsgemal nur durch Korrelationen dreier
Protonen, H-23, H-15 (&4 = 4,34 ppm) und H-16 (o4 = 8,48 ppm), gekennzeichnet. Das
Signal der Methylgruppe spaltet durch die Nachbarschaft zu einem Proton in ein Dublett
(J = 6,9 Hz) auf.

Die Threoninteilstruktur stellt die letzte Aminosédureeinheit des Hexapeptids dar. Die
Verbindung zur Alanineinheit kann der HMBC-Korrelation von H-15 und H-33 (64 = 4,88
ppm) nach C-17 (d¢ = 168,82 ppm) entnommen werden. Der Threonineinheit konnen die
Signale des a-Protons H-18 (64 = 4,61 ppm), des B-Protons H-33 (64 = 4,88 ppm), der
Methylgruppenprotonen H-34 (34 = 1,17 ppm) und des Amidprotons H-19 (4 = 8,59
ppm) aus dem ‘H-NMR-Spektrum zugeordnet werden. Die Kopplung der
Methylgruppenprotonen mit H-33 bewirkt die Dublettaufspaltung des Signals von H-34 (3J
= 6,3 Hz). Durch die Hydroxyfunktion der Threonineinheit sind die Signale von H-33 und
C-33 (6¢c = 69,32 ppm) entsprechend tieffeldverschoben. Im HMBC-Spektrum sind
wechselseitige Korrelationen von H-34 zu C-18 (¢ = 55,45 ppm) und H-18 zu C-34 (6¢ =
16,08 ppm) erkennbar. Die Carbonsaureesterbindung tiber die Hydroxyfunktion mit der C-
terminalen Carboxylgruppe der a-Methyl-B-Alanineinheit zu einem zyklischen Peptid wird
reprasentiert durch die Kopplung von H-33 nach C-1 (6¢c = 173,05 ppm).

Das Hexapeptid ist N-terminal amidisch mit einer lipophilen Seitenkette verbunden.
Hierbei handelt es sich um 2-Methyl-3-0x0-5-p-methoxyphenyl-pentansaure. Dies wird
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belegt durch die HMBC-Kaorrelation von H-18 nach C-1°¢ (8¢ = 169,57 ppm). Die HMBC-
Korrelationen der Methylgruppenprotonen H-12¢ (64 = 1,09 ppm) nach C-1° und C-3° (6¢
= 205,17 ppm) sowie die starke Tieffeldverschiebung des Signals der Ketogruppe stehen
im Einklang mit der Struktur einer [-Ketoséure. Dies wird bestatigt durch die
Signalstrukturen der miteinander koppelnden Protonen H-2¢ (64 = 3,65 ppm) und H-12°¢,
die in ein Quartett und ein Dublett aufspalten mit einer Kopplungskonstante von *J = 6,8
Hz und bedeutet, dass H-2¢ keine weiteren vicinalen Kopplungen aufweist. Die Sequenz
der Kohlenstoffkette von C-2° (¢ = 52,19 ppm) uber C-3¢, C-4° (6¢c = 41,67 ppm) und C-
5¢ (8¢ = 27,76 ppm) kann durch die HSQC- und COSY-Korrelationen der Protonen H-4°
(6n = 2,73 ppm) und H-5° (6 = 2,68 ppm) sowie HMBC-Korrelationen von H-2¢, H-4’
und H-5° nach C-3° bestimmt werden. Das quartdare Ringkohlenstoffatom C-6° (6¢ =
132,47 ppm), zu dem entsprechend keine HSQC-Kaorrelation gefunden wird, geht aus den
HMBC-Korrelationen von H-4° und den Ringprotonen H-8° / H-10° (84 = 6,80 ppm)
hervor. Letztere koppeln mit den Signalen von H-7¢ / H-11° (64 = 7,07 ppm) im COSY-
Spektrum. Die zugehorigen Kerne C-7¢ / C-11°(8¢ = 128,74 ppm) und C-8° / C-10° (d¢c =
113,27 ppm) konnen den HSQC-Kaorrelationen der Ringprotonen entnommen werden. Das
Auftreten nur zweier koppelnder aromatischer Protonensignale impliziert eine para-
Substitution des Aromaten. Der verbleibende Kern C-9° (3¢ = 157,31 ppm) wird durch die
HMBC-Korrelationen von H-7¢ / H-11¢ und H-8° / H-10° detektiert, dessen Tieffeld-
verschiebung fir eine Phenolstruktur des Aromaten spricht. Desweiteren konnen die
Konnektivitdten der Ringatome mittels HMBC-Korrelationen von H-5° mit C-7° / C-11°
sowie H-7¢ / H-11° mit C-5° und C-8‘ / C-10° belegt werden. Ein Singulett bei 64 = 3,70

ppm (H-13¢) stammt von der Methoxygruppe, deren Protonen mit C-9¢ korrelieren.
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Gruppe Position  Funktion & J[Hz] COSY  &¢ HMBC ROESY
a-Methyl- 1 C=0 173,05
p-Alanin 2 CH 2,70 m 1,06 38,57 14,44 1,06
2,93 40,89 2,93
3,29 173,05 3,29
7,70
3 CH, 2,93 m 2,70 40,89 14,44 3,29
3,29 38,57 7,70
7,70 171,34
173,05
329 m 2,70 14,44 2,93
2,93 38,57
7,70 171,34
173,05
4 NH 7,70 m 2,70 40,89 2,70
2,93 171,34 2,93
4,05
20 CH; 1,06d 72 2,70 14,44 38,57 2,70
40,89
173,05
Glutaminl 5 C=0 171,34
6 CH 4,05m 1,69 52,32 26,53 1,69
2,02 31,36 2,07
8,24 171,34 7,70
171,20
7 NH 824d 81 4,05 171,20 1,69
2,07
3,93
4,05
7,70
21 CH, 1,69 m 2,02 26,53 31,36 2,02
2,07 52,32 4,05
4,05 171,34 2,07
173,45 8,24
2,02m 1,69 31,36 1,69
2,07 52,32 4,05
173,45
22 CH, 2,07m 1,69 31,36 26,53 1,69
2,02 52,32 4,05
173,45
23 C=0 173,45
24 NH, 6,75 7,22 31,36 2,07
173,45
7,22s 6,75 173,45 2,07

Tabelle 4-18: NMR-Tabelle zu Chondrosarid B (gemessen in DMSO-dg). s = Singulett, d = Dublett,

g = Quartett, m = Multiplett.
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Gruppe Position  Funktion  § J[Hz] COSY  &¢ HMBC ROESY
Glutamin2 8 C=0 171,20
9 CH 3,93 m 1,84 53,77 25,77 1,84
8,40 31,09 2,14
171,04 4,05
8,24
8,40
10 NH 8,40 m 3,93 25,77 0,82
53,77 1,84
171,04 1,98
2,14
3,93
4,07
25 CH, 1,84 m 2,14 25,77 31,09 2,14
3,93 53,77 3,93
171,20 8,40
173,64
26 CH, 2,14 m 1,84 31,09 25,77 1,84
53,77 3,93
173,64 7,33
8,40
27 C=0 173,64
28 NH, 6,82 m 7,33 31,09
173,64
7,33s 6,82 173,64 2,14
6,82
Valin 11 C=0 171,04
12 CH 4,07 m 1,98 57,63 17,0 0,87
7,61 18,57 1,98
30,13 8,40
171,04
171,71
13 NH 7,61m 4,07 171,71 0,82
1,98
4,07
4,34
29 CH 1,98 m 0,82 30,13 17,0 0,82
0,87 18,57 0,87
4,07 57,63 4,07
171,04 8,40
30 CH3 0,82d 6,9 1,98 17,0 18,57 1,98
30,13 4,07
57,63 7,61
31 CH; 0,87d 6,9 1,98 18,57 17,0 1,98
30,13 4,07
57,63
Alanin 14 C=0 171,71
15 CH 4,34 m 1,20 48,58 17,20 1,20
8,48 168,82 7,61
171,71 8,48

Tabelle 4-18: NMR-Tabelle zu Chondrosarid B - Fortsetzung.
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Gruppe Position  Funktion & J[Hz] COSY  &¢ HMBC ROESY
Alanin 16 NH 8,48 m 4,34 17,20 1,20
48,58 4,34
168,82 4,61
171,71
32 CH3 1,20d 6,9 4,34 17,20 48,58 4,34
171,71 8,48
Threonin 17 C=0 168,82
18 CH 4,61m 4,88 55,45 16,08 1,17
8,59 69,32 4,88
168,82 8,48
169,57 8,59
19 NH 859d 84 4,61 55,45 1,17
169,57 3,65
4,61
4,88
33 CH-OR 4,88 m 1,17 69,32 16,08 1,17
4,61 55,45 4,61
168,82 8,59
173,05
34 CH3 1,17d 6,3 4,88 16,08 55,45 4,61
69,32 4,88
8,59
Seitenkette  1' Cc=0 169,57
2' CH 365q 6,8 1,09 52,19 12,32 1,09
169,57 2,73
205,17 8,59
3 C=0 205,17
4 CH, 2,73 m 2,68 41,67 27,76 1,09
132,47 3,65
205,17 7,07
5' CH, 2,68 m 2,73 27,76 41,67 7,07
128,74
132,47
205,17
6' C 132,47
7111 CH 7,07 m 6,80 128,74 27,76 2,68
113,27 3,70
128,74 6,80
157,31
8'/10' CH 6,80 m 7,07 113,27 113,27 3,70
128,74 7,07
132,47
157,31
o C-OR 157,31
12 CH; 1,09d 6,8 3,65 12,32 52,19 3,65
169,57
205,17
13 CH; 3,70 s 54,51 157,31 6,80

Tabelle 4-18: NMR-Tabelle zu Chondrosarid B - Fortsetzung.
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4. Neue Sekundarmetabolitfamilien

TKcpd845: Chondrosarid A

Abbildung 4-18: Struktur von Chondrosarid A mit ausgewahlten *H-'H-COSY- (fett) und HMBC-
Korrelationen (Pfeile).

Die NMR-Messungen von Chondrosarid A wurde in Methanol-d, durchgefiihrt. Es ergab
sich bei dessen Strukturaufklarung das Isoleucinderivat von Chondrosarid B. Im
Protonenspektrum sind auch hier bedingt durch Rotationskonformere zwei Signalgruppen
fir jedes Spinsystem zu erkennen. Deshalb musste analog zu Chondrosarid B eine
Betrachtung einer Signalgruppe und der dazugehérigen Korrelationen vorgenommen
werden.

Der C-terminalen a-Methyl-B-Alanineinheit kdnnen die Protonen H-2 (o4 = 2,64 ppm), H-
3 (0 = 3,38 ppm, &y = 3,46 ppm) und H-14 (&4 = 1,06 ppm) zugeordnet werden, welche
COSY-Korrelationen  zueinander aufweisen (Tabelle 4-19). Die chemischen
Verschiebungen der a- und p-Protonen und der zugehdrigen Kohlenstoffatome C-2 (d¢ =
40,69 ppm) und C-3 (&¢c = 42,56 ppm) stehen wie bei dem Valinderivat im Einklang mit
der B-Aminosaurestruktur. Das Dublett von H-14 (°J = 7,0 Hz), die HMBC-Korrelationen
von H-14 mit C-3 und dem Carbonylkohlenstoffatom C-1 (6¢c = 174,69 ppm) und von H-3
mit C-14 (6¢c = 13,75 ppm) zeigen die Methylierung an der a-Position an. Die
Verknupfung mit der ersten Glutamineinheit tiber die p-Aminofunktion wird durch die
Korrelationen von H-3 und den B-Methylenprotonen H-15 (64 = 2,08 ppm) zu C-4 (o¢ =
174,27 ppm) belegt.
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Im COSY-Spektrum der Glutamineinheit sind wechselseitige Korrelationen des a-Protons
H-5 (6y = 4,38 ppm) und der B- und y-Methylenprotonen H-15 und H-16 (64 = 2,24 ppm,
dn = 2,39 ppm) zu erkennen. Die HMBC-Kaorrelationen von H-15 und H-16 mit C-17 (¢ =
177,71 ppm) und dessen Tieffeldverschiebung legen die Anwesenheit eines
Carbonsaureamids nahe.

Die in der Peptidkette nachfolgende zweite Glutamineinheit kann durch die HMBC-
Korrelationen der B-Methylenprotonen H-18 (64 = 2,20 ppm) und H-5 nach C-6 (&¢ =
173,47 ppm) beobachtet werden. Entsprechend der vorangehenden Glutamineinheit
konnen die Bindungsverhaltnisse durch die COSY-Korrelationen der Protonen H-7 (on =
4,22 ppm), H-18 und H-19 (&4 = 2,35 ppm) sowie durch die HMBC-Korrelationen von H-
18 und H-19 zum Saureamidkohlenstoffatom C-20 (¢ = 177,91 ppm) festgelegt werden.
Aus der HMBC-Korrelation von H-7 zu C-8 (¢ = 174,40 ppm) geht die Carbonylgruppe
des Isoleucins hervor. Dessen verzweigtkettige Struktur wird durch das Dublettsignal (3J =
6,2 Hz) des a-Protons H-9 bei 4 = 3,96 ppm impliziert. Desweiteren werden Multipletts
von H-21 (dy = 1,85 ppm), H-23 (64 = 1,30 ppm, 6y = 1,58 ppm) und H-24 (4 = 0,90
ppm) sowie ein Dublett (°J = 6,9 Hz) von H-22 (84 = 0,97 ppm) detektiert, die im 2D-
TOCSY-Spektrum als ein gemeinsames Spinsystem erscheinen. Aus den HSQC-
Korrelationen dieser Protonen kdnnen die Kerne C-9 (3¢ = 62,26 ppm), C-21 (6¢ = 36,96
ppm), C-22 (6¢ = 16,0 ppm), C-23 (6¢ = 26,95 ppm) und C-24 (6c = 11,63 ppm)
entnommen werden. Durch die Hochfeldverschiebungen der Signale von H-22 / C-22 und
H-24 / C-24 werden diese den beiden Methylgruppen zugeordnet. COSY-Korrelationen
der Protonen H-9 mit H-21, H-21 mit H-22 und H-23 sowie H-23 mit H-24 sprechen fir
eine Isoleucinstruktur. Bestatigt wird diese durch wechselseitige HMBC-Korrelationen von
H-9, H-22 und H-23 neben der Korrelation von H-24 mit C-21. Desweiteren werden
Korrelationen von H-9 zu C-8 und dem Carbonylkohlenstoffatom C-10 (3¢ = 175,40 ppm)
der nachfolgenden Alanineinheit gefunden.

Dem COSY- und 2D-TOCSY-Spektrum sind die koppelnden Protonen H-11 (84 = 4,12
ppm) und H-25 (64 = 1,33 ppm) zu entnehmen. Durch die drei benachbarten
Methylprotonen spaltet das Signal von H-11 in ein Quartett (3J = 6,8 Hz) auf. HMBC-
Korrelationen von H-25 mit C-10 und H-11 mit C-12 (¢ = 171,91 ppm) gehen mit der

Positionierung der Alanin- zwischen der Isoleucin- und Threonineinheit konform.
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Die Resonanzen der Threoninprotonen treten im *H-NMR-Spektrum bei 8 = 4,36 ppm
(H-13), 64 = 5,26 ppm (H-26) und &4 = 1,20 ppm (H-27) auf. Durch COSY-Korrelationen
von H-26 zu H-13 und H-27 und wechselseitige HMBC-Kaorrelationen von H-27 und H-13
zu den Kernen C-13 (8¢ = 57,82 ppm) und C-27 (&¢ = 16,78 ppm) wird der Methylgruppe
die p-Position zugewiesen. Aus dem HSQC-Spektrum von H-26 geht das Kohlenstoffatom
C-26 (d¢c = 70,38 ppm) hervor. Die chemischen Verschiebungen der Signale deuten auf
den benachbarten Sauerstoffkern hin. Neben einer HMBC-Korrelation von H-26 zu C-12
wird eine weitere Korrelation zu C-1 beobachtet und reprasentiert den Ringschluss des
Hexapeptids uUber eine Carbonsaureesterbindung mit der Carboxylfunktion der a-Methyl-B-
Alanineinheit.

Die N-terminale Verknupfung der Threoninteilstruktur mit der 2-Methyl-3-0x0-5-p-
methoxyphenyl-pentanséure-Seitenkette wird durch die HMBC-Korrelationen von H-13
und den Methylprotonen H-12° (84 = 1,29 ppm) nach C-1° (6¢c = 172,63 ppm) gezeigt.
Letztere koppeln ebenfalls mit dem stark tieffeldverschobenen Signal der Ketofunktion C-
3¢ (8¢ = 209,26 ppm). COSY-Kopplungen der Methylprotonen werden nicht gefunden, da
das CH-acide a-Proton H-2’ in Methanol-d, austauschbar ist. Der Kern C-2¢ (6¢ = 53,94
ppm) wurde deshalb tber die HMBC-Korrelation von H-12¢ detektiert. Die Verlangerung
der aliphatischen Kette uUber C-4° (¢ = 43,84 ppm) und C-5° (¢ = 29,45 ppm) ist
gekennzeichnet durch COSY-Korrelationen der Protonen H-4° (34 = 2,90 ppm) und H-5¢
6y = 2,82 ppm) neben HMBC-Korrelationen von H-4‘ mit C-3° und dem quartdren
Ringkohlenstoffatom C-6° (3¢ = 134,09 ppm) sowie von H-5° mit C-3° und den Kernen C-
7¢/ C-11¢ (8¢ = 130,09 ppm). Die Signale bei 64 = 7,11 ppm und 6y = 6,81 ppm bilden
die Gruppe der im COSY-Spektrum miteinander korrelierenden Ringprotonen H-7¢ / H-11¢
und H-8° / H-10°. Die Positionen der Ringatome ergeben sich aus den HMBC-
Korrelationen von H-7¢ / H-11¢ mit C-5¢, C-8° / C-10° (&¢c = 114,75 ppm), C-9° (6¢c =
159,45 ppm) und H-8° / H-10° mit C-6° und C-9°. Das Auftreten von zwei aromatischen
Signalen im Protonenspektrum und die chemischen Verschiebungen von C-9¢ und C-13°
(8¢ = 55,52 ppm) deuten auf die para-Methoxyfunktion des Phenylringes hin. Dabei bildet
die Resonanz der Methylprotonen H-13° bei oy = 3,75 ppm charakteristischerweise ein

Singulett und zeigt eine heteronukleare Korrelation mit C-9¢.
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Gruppe Position  Funktion &, J[Hz] COSY  §¢ HMBC
a-Methyl- 1 C=0 174,69
p-Alanin 2 CH 2,64 m 1,06 40,69 174,69
3,38
3,46
3 CH, 3,38 m 2,64 42,56 13,75
3,46 40,69
174,27
3,46 m 2,64 13,75
3,38 40,69
174,27
14 CH; 1,06d 7,0 2,64 13,75 40,69
42,56
174,69
3 NH -
Glutamin 1 4 C=0 174,27
5 CH 4,38 m 2,08 54,28 28,67
33,0
173,47
174,27
15 CH, 2,08 m 2,24 28,67 33,0
2,39 54,28
4,38 174,27
177,71
16 CH, 2,24 m 2,08 33,0 28,67
2,39 177,71
2,39 m 2,08 28,67
2,24 54,28
177,71
17 NH,C=0 - 177,71
5 NH -
Glutamin 2 6 C=0 173,47
7 CH 422 m 2,20 55,41 27,35
32,90
173,47
174,40
18 CH, 2,20 m 2,35 27,35 32,90
4,22 55,41
173,47
177,91
19 CH, 2,35m 2,20 32,90 27,35
55,41
177,91
20 NH,C=0 - 177,91
7 NH -

Tabelle 4-19: NMR-Tabelle zu Chondrosarid A (gemessen in Methanol-d,). s = Singulett,
d = Dublett, q = Quartett, m = Multiplett.
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Gruppe Position  Funktion § J [HZz] COsY  &¢ HMBC
Isoleucin 8 C=0 174,40
9 CH 396d 6,2 1,85 62,26 16,0
26,95
36,96
174,40
175,40
21 CH 1,85m 0,97 36,96 -
1,30 -
1,58 -
3,96 -
22 CH3 097d 6,9 1,85 16,0 26,95
36,96
62,26
23 CH, 1,30 m 0,90 26,95 11,63
1,58 16,0
1,85 36,96
1,58 m 0,90 11,63
1,30 16,0
1,85 36,96
62,26
24 CH3 0,90 m 1,30 11,63 26,95
1,58 36,96
9 NH -
Alanin 10 C=0 175,40
11 CH 4,12q 6,8 1,33 51,01 17,01
171,91
175,40
25 CH; 1,33 m 4,12 17,01 51,01
175,40
11 NH -
Threonin 12 C=0 171,91
13 CH 4,36 m 5,26 57,82 16,78
70,38
171,91
172,63
26 CH-OR 5,26 m 1,20 70,38 57,82
4,36 171,91
174,69
27 CH3 1,20 m 5,26 16,78 57,82
70,38
13 NH -

Tabelle 4-19: NMR-Tabelle zu Chondrosarid A - Fortsetzung.
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Gruppe Position  Funktion § J[HZz] COsY  &¢ HMBC
Seitenkette 1 C=0 172,63
2 CH - 53,94
3 C=0 209,26
4 CH, 2,90 m 2,82 43,84 29,45
134,09
209,26
5' CH, 2,82 m 2,90 29,45 43,84
130,09
134,09
209,26
6' C 134,09
711 CH 7,11 m 6,81 130,09 29,45
114,75
130,09
159,45
8'/10' CH 6,81 m 7,11 114,75 114,75
134,09
159,45
g C-OR 159,45
12' CH; 1,29 m 1321 53,94
172,63
209,26
13 CH; 3,755 55,52 159,45

Tabelle 4-19: NMR-Tabelle zu Chondrosarid A - Fortsetzung.

Auch im Fall von SBCm009 stimmen die Summenformeln monoprotonierter
Molekdilionen der aufgeklarten chemischen Strukturen von Chondrodepsid A (TKcpd832,
C43HsgN7010), Chondrodepsid B (TKcpd818, C42HssN7010), Chondrosarid A (TKcpd845,
Ca0He1NgO12) und Chondrosarid B (TKcpd831, C3gHsgNgO12) mit den aus den exakten
Massen der LC/HR-MS-Analyse abgeleiteten Summenformeln (berein (Tabelle 4-15).
Eine SciFinder-Datenbanksuche mit den erhaltenen Strukturen zeigte ebenfalls, dass es
sich bei den Substanzen um neue, bisher unbekannte Naturstoffe handelt.

4.1.2.3. Konfiguration der Aminosauren

Wiéhrend der Konfigurationsbestimmung durch Derivatisierung mit L- bzw. D-FDLA nach
Substanzhydrolyse konnten den Chondrodepsiden ein L-Alanin, L-Prolin, L-Threonin und
D-Tyrosin zugeordnet werden. L-Glutamin wurde in beiden Fallen aufgrund von
Hydrolyse als L-Glutaminsdure detektiert. Desweiteren wurden flr das Isoleucin von
Chondrodepsid A und das Valin von Chondrodepsid B eine D-Konfiguration bestimmt
(Tabelle 4-20 und 4-21).
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Fur Chondrosarid B wurden D-Alanin, D-Threonin, L-Valin und ein Peak flr a-Methyl-§-
Alanin gefunden. Fiir letzteren lag kein Standard zur Konfigurationsbestimmung vor. Auch
hier wurden die Glutamine zu Glutaminsdure hydrolysiert und als diese nachgewiesen
(Tabelle 4-22). In den Proben wurden jeweils Mischungen aus dem L-Derivat und dem D-
Derivat gefunden, so dass in der Struktur sowohl L-Glutamin als auch D-Glutamin
vorliegen mussen. Die Reihenfolge der beiden Enantiomere im Molekul lasst sich tiber die
durchgefihrte Analyse nicht festlegen.

FDLA-Derivate von Chondrosarid A konnten nicht erhalten werden. Nach deren
Hydrolyse und Umsetzung trat ein Bodensatz im Vial auf, der nicht in Ldsung gebracht
werden konnte. Aus dessen Uberstand waren keine Produkte der Reaktion nachweisbar. Da
die Aminoséauren der Chondrodepside jeweils identische Konfigurationen aufweisen, wird
fir Chondrosarid A die Aminosaurekonfiguration des B-Derivates vermutet und unter

Vorbehalt angenommen.

Chondrodepsid A
Referenz Probe

m/z [M+H]" | RT [min] RT [min] RT [min]/ RT [min]/

FDLA- L-L-Form D-L-Form m/z [M+H]" m/z [M+H]"

Derivat L-Derivat D-Derivat
L-Alanin 384,2 11,7 12,5 11,7 384,1 12,5 384,1
L-Glu 4422 11,2 11,5 11,2 4421 11,5 4421
L-Isoleucin | 426,3 12,9 14,4 14,5 426,1 12,9 426,1
L-Prolin 410,2 11,6 12,2 11,5 410,1 12,2 410,1
L-Threonin | 414,2 10,8 11,7 10,8 4141 11,7 414,1
L-Tyrosin 476,3 11,9 12,4 12,3 476,1 11,9 476,1

Tabelle 4-20: Konfigurationsbestimmung der Aminoséuren von Chondrodepsid A nach Marfey.
Molekulionenmassen und Retentionszeiten (RT) der FDLA-Derivate.

Chondrodepsid B

Referenz Probe

m/z [M+H]* | RT [min] RT [min] RT [min]/ RT [min] /

FDLA- L-L-Form D-L-Form m/z [M+H]* m/z [M+H]"

Derivat L-Derivat D-Derivat
L-Alanin 384,2 11,7 12,5 11,7 384,1 | 125 384,1
L-Glu 442,2 11,2 11,5 11,2 4420 |115 442,0
L-Prolin 410,2 11,6 12,2 11,6 410,1 | 1272 410,1
L-Threonin | 414,2 10,8 11,7 10,8 4140 |117 414,1
L-Tyrosin 476,3 11,9 12,4 12,3 476,0 | 119 476,1
L-Valin 412,3 12,4 13,7 13,8 412,1 | 123 412,1
Tabelle 4-21: Konfigurationsbestimmung der Aminosduren von Chondrodepsid B nach Marfey.

Molekiilionenmassen und Retentionszeiten (RT) der FDLA-Derivate.
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Chondrosarid B

Referenz Probe
m/z [M+H]* | RT [min] RT [min] RT [min] / RT [min] /
FDLA- L-L-Form D-L-Form m/z [M+H]* m/z [M+H]*
Derivat L-Derivat D-Derivat
L-Alanin 384,2 11,7 12,5 12,5 384,1 | 118 384,1
12,1 3980 |12,2 398,1
L-Glu 4422 11,2 11,5 11,2 4421 | 115 4421
11,5 4421 | 11,2 4421
L-Threonin | 414,2 10,8 11,7 11,5 4141 | 11,0 4141
L-Valin 412,3 12,4 13,7 12,4 4121 | 138 4121

Tabelle 4-22: Konfigurationsbestimmung der Aminosduren von Chondrosarid B nach Marfey.
Molekilionenmassen und Retentionszeiten (RT) der FDLA-Derivate, kursiv: Abweichung von der
Referenz.

Abbildung 4-19 gibt die Strukturen der aus SBCmOOQ9 isolierten Substanzen unter

Einbeziehung der Konfigurationsdaten wieder.
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Abbildung 4-19: Strukturen der Chondrodepside und Chondrosaride aus Chondromyces sp.
SBCmO09 mit den mittels Marfeys Methode bestimmten stereochemischen Konfigurationen.
Chondrosarid B beinhaltet eine L- und eine D-Glutamineinheit (Reihenfolge unbekannt).

*= Konfiguration von Chondrosarid B (ibertragen.
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4.1.2.4. Fragmentierungsmuster

Die zugeordneten Fragmentionen der MS?-Spektren der Chondrodepside und
Chondrosaride bestétigen deren aufgeklarte chemische Strukturen (Abbildungen 4-20 bis
4-23).
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Abbildung 4-20: MS?-Spektrum von Chondrodepsid A (positiver Modus) und zugeordnete Fragmentionen
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MS?-Spektrum von Chondrodepsid B (positiver Modus) und zugeordnete Fragmentionen
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Abbildung 4-22: MS?-Spektrum von Chondrosarid A (positiver Modus) und zugeordnete Fragmentionen
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4.1.3. Aktivitatstests

Die isolierten Thaxteramide, Chondrodepside und Chondrosaride wurden auf
antimikrobielle  Aktivitat gegenuber Chromobacterium violaceum, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli TolC, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus MRS3,
Mycobacterium diernhoferi, Micrococcus luteus, Candida albicans, Mucor hiemalis,
Pichia anomala sowie zytotoxische Aktivitdt gegeniber CHO-K1- (Chinese Hamster
Ovary) und HCT-116- (Human Colon Carcinoma) Zelllinien getestet. Eine entsprechende

Aktivitat war jedoch mit keiner der Substanzen feststellbar.
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4.2. Diskussion

4.2.1. LC/MS-Screening und Isolierung neuer Sekundarmetabolite

Die neu isolierten Myxobakterien Jahnella thaxteri SBSr007 und Chrondromyces sp.
SBCmMO09 wurden auf die Produktion von unbekannten Sekund&rmetaboliten hin
untersucht. Dabei wurden Kulturextrakte einem LC/MS-basierten Screening zugefihrt. Mit
Hilfe der LC/HR-MS-Daten wurde eine Datenbankanalyse durchgefuhrt und
Chrondromyces sp. SBCmO009 als Produzent der bereits bekannten myxobakteriellen
Naturstoffe Apicularen A und B sowie Crocapeptin A identifiziert. In dem Extrakt von
Jahnella thaxteri SBSr007 fiihrte das verwendete Verfahren zu keiner Identifikation von
bekannten Naturstoffen aus Myxobakterien. Aus den hochaufgeldsten Massenspektren und
der exakten Masse ausgewahlter, nicht identifizierter Komponeten beider Spezies wurden
Summenformeln abgeleitet und (ber eine erweiterte Datenbanksuche potenziell
unbekannte Sekunddrmetabolite erkannt und fur die Aufreinigung ausgewahlt. Aus
SBSr007 konnte die Substanzfamilie der Thaxteramide A bis D, aus SBCm009 zwei
Substanzfamilien, die Chondrodepside A und B sowie die Chondrosaride A und B, isoliert
und deren Struktur aufgeklart werden. Thaxteramid B, ein Desmethyl-Thaxteramid A-
Derivat wurde erst nachtréglich im Arbeitskreis durch A. Plaza isoliert und deshalb
entsprechend benannt. Eine SciFinder-Datenbanksuche mit den erhaltenen Strukturformeln
ergab, dass es sich bei allen Komponenten um neue, bisher unbekannte Naturstoffe
handelt. Es konnte gezeigt werden, dass die Analyse von Extrakten neuer myxobakterieller
Stdmme uber LC/HR-MS eine effiziente Methode ist, um neue Substanzkandidaten zu
detektieren und dadurch die chemische Diversitdt der Sekunddrmetabolite aus
Myxobakterien zu erweitern. Da keine der Substanzen in den durchgefiihrten
Aktivitatstests eine Wirkung offenlegte, wéren wahrend einer aktivitatsgeleiteten
Isolierung unter Testung der verwendeten Stdmme diese neuen und interessanten
Naturstoffgruppen nicht identifiziert und strukturell beschrieben worden. Jedoch kann
diese Methode im Vergleich zu aktivitatsgeleiteten Screenings und Reinigungsschritten die
Isolierung biologisch aktiver Naturstoffe nicht garantieren. Andererseits ist eine auf
Aktivitdt basierende Isolierung immer durch die Auswahl von Zielstruktur- und
organismus (z.B. Festlegung von Teststdmmen bei antibiotischen, antimykotischen oder

214

antiviralen Assays) beschrankt“™*. Aufgrund der Vielzahl denkbarer Targets, die fiir eine

Testung eines Naturstoffs zur Verfligung stehen (antiparasitar, antiviral, antidiabetisch,
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immunmodulatorisch, etc.), ist die Detektion einer Aktivitat nicht direkt abhangig von der
ausgewdhlten analytischen Screeningmethode, sondern vom Spektrum der auswahlbaren
Targets, dem festgelegten Screeningumfang und betriebenen Aufwand, um dieses Ziel zu
verfolgen. Dieser Aufwand ist lohnenswert, indem er dazu fiihrt, dass neue Zielstrukturen
und Therapiemdglichkeiten in der Arzneimitteltherapie aufgedeckt werden, die durch ein
festgelegtes und relativ eingeschranktes Screening nicht erkannt werden. Ein gutes
Beispiel hierflr ist Argyrin, das zunédchst nur eine moderate antibiotische Aktivitat und
Hemmung des Tumorzellwachstums zeigte, daneben eine deutliche immunsuppressive
Wirkung offenlegte®. Erst Jahre spater erwies Argyrin in einem weiteren Screening eine
stark hemmende Wirkung gegenuber dem Proteasom, ein vielversprechender neuer
Zielstrukturkomplex in der onkologischen Therapie. Dabei wurde eine spezifischere
Wirkung und geringere Toxizitat als bei dem bereits zugelassenen Proteasom-Inhibitor
Bortezomib festgestellt, so dass Argyrin ein bedeutsamer Kandidat fur weitere klinische
Entwicklungen ist®. Bei der Isolierung der Apicularene zeigte sich keine antimikrobielle,
jedoch eine zytotoxische Aktivitat>®. SchlieBlich stellte sich heraus, dass die Makrolide
spezifische und hoch wirksame Inhibitoren von eukaryotischen V-ATPasen darstellen, die
flr Transportprozesse durch Membranen und die pH-Regulation der Kompartimente
verantwortlich sind. V-ATPasen stellen ebenfalls neue Zieltstrukturen in der Krebstherapie
dar, da durch deren Hemmung das Wachstum von Tumorzelllinien unterbunden werden
kann®. Das Ziel, eine interessante biologische Aktivitat auch bei den hier neu isolierten
Substanzen zu finden, wurde weiter verfolgt und so konnte am Swiss Tropical and Public
Health Institute in Basel [Marcel Kaiser, unvertffentlicht] eine deutliche antibiotische
Aktivitdt von Thaxteramid C gegentber Leishmania donovani (ICsp = 2 uM) und eine
schwéchere gegenlber Plasmodium falciparum (ICso = 50 uM) gefunden werden. L.
donovani ist der Erreger der kutanen und viszeralen Leishmaniose, P. falciparum der
Erreger der Malaria, Infektionskrankheiten, an den denen j&hrlich Hunderttausende
Patienten sterben, besonders im afrikanischen und siidostasiatischen Raum?”?®. Dies
zeigt, dass die Ausdehnung eines Aktivitatsscreenings sinnvoll ist, um seltene biologische
Aktivitdten aufzudecken. Thaxteramid C konnte als Leitstruktur fur chemische
Modifikationen zur Substanzoptimierung und damit der Entwicklung eines antiparasitéren
Arzneistoffs dienlich sein. In diesem Fall ist es vorteilhaft, dass bei der hier durchgefuhrten
Testung keine zytotoxische Aktivitat festgestellt wurde, was die Gefahr erheblicher

Nebenwirkungen vermindert.
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Ein Problem von LC/MS-Screenings stellt die Automatisierung dar, insbesondere beim
Screening von Neuisolaten auf unbekannte Sekunddrmetabolite. Die Identifizierung
bekannter Substanzen mit Hilfe der erhaltenen Datensatze aus Retentionszeit, akkurater
Masse und Isotopenmuster gelingt durch Vergleich mit eigens erstellten Datenbanken wie
hier geschehen. Ein umfassendes automatisiertes Screening gegenuber allen bekannten
Naturstoffen in 6ffentlichen Datenbanken ist derzeit nicht moglich, da 6ffentliche LC/MS-

Datenbanken erst im Aufbau sind???%,

Zusétzlich ist die Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit von LC/MS-Datensatzen eingeschrénkt, da sie unmittelbar abhangig
sind vom chromatographischen Trennsystem (stationérer / mobiler Phase, LC-System), der
Massenanalyse (lonisierungsverfahren, Massenanalysator, Fragmentierungsverfahren), der
Probenaufarbeitung, den Kultivierungsbedingungen und dem Erntezeitpunkt, der das

metabolische Profil bestimmt®®

. Um dies zu verbessern, mussen Standards definiert
werden®®. Desweiteren werden durch LC/MS-Analysen ernorme Datenmengen erzeugt.
Um diese Daten automatisiert zu verarbeiten und neue und bekannte Komponenten in einer
Probe zu identifizieren, wurden statistische Methoden wie PCA (Principal Component
Analysis) bereits erfolgreich angewendet. PCA dient als statistischer Datenfilter und zeigt
Substanzen an, die die groften Unterschiede in einem Datensatz ausmachen?®. Dabei
wurden LC/MS-Datensatze aus Kulturextrakten verschiedener Stamme einer Gattung oder
Spezies bzw. von Wildtyp und Mutanten verglichen und unbekannte Sekundarmetabolite

identifiziert??>-2%7

. Es missen dazu also mehrere, dhnliche Proben vorliegen, um ein
automatisiertes Screening nach neuen Substanzen in einem Stamm durchzufiihren. Um in
einem Neuisolat, von dem weder mehrere verschiedene Stdmme noch genetisch
modifizierte Varianten vorhanden sind, unbekannte Sekundarmetabolite zu identifizieren,
hat sich die hier angewandte Methode als &ufRerst effektiv erwiesen. Insbesondere den
Ausschluss bekannter Substanzen durch Vergleich mit einer bestehenden LC/MS-
Datenbank gefolgt von einem manuellen Screening in Form der Durchsicht von LC/MS-
Chromatogrammen. Durch Ableiten theoretischer Summenformeln aus akkuraten
Massedaten interessanter Peaks, die aufgrund der errechneten chemischen
Zusammensetzung einer Sekundarmetabolitklasse wie nichtribosomale Peptide oder
Polyketide angehoren konnten, werden Kandidaten fir eine Suche in offentlichen
Datenbanken ausgewéhlt.  Zur eindeutigen Identifizierung und  strukturellen

Charaktersierung einer unbekannten Substanz sind jedoch nach wie vor komplementare
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spektroskopische Methoden wie NMR, UV, IR notwendig. Ein vielverprechender Ansatz
stellt hierzu aber die Kombination dieser Methoden, z.B. LC-NMR-MS, dar®?.

Die Strukturaufklarung der isolierten Substanzen aus SBSr007 zeigte, dass es sich bei den
Thaxteramiden A bis C um lineare Lipopeptide und bei Thaxteramid D um ein lineares
Tetrapeptid handelt, welches struktureller Bestandteil aller Thaxteramide ist, wenn die
unterschiedlichen Konfigurationen der vorhandenen Tyrosine auRer Betracht gelassen
werden. Chondrodepside und Chondrosaride stellen allesamt verzweigt-zyklische
Depsipeptide in Form von Threoninestern dar. Alle Komponenten besitzen besondere
strukturelle Merkmale, die auch Teil anderer Naturstoffe sind. Auffallig ist zunédchst das
Vorkommen der nicht proteinogenen f-Aminoséduren. Ein $-Alanin der Thaxteramide B, C
und D ist in den Lipo- bzw. Zyklopeptiden Efrapeptine (Tolypocladium geodes,
Acremonium sp.), Lipohexin (Paecilomyces spp. HKI-005 u. HKI-0096) und Xenematiden
(Xenorhabdus nematophilus) zu finden?***% (Abbildung 4-24).

a-Methyl-B-Alanin wie in Thaxteramid A und den Chondrosariden kommt nur in wenigen
Sekundarmetaboliten vor, so z.B. in den Cryptophycinen (Nostoc sp. GSV 224),
Aspergillipeptiden (Aspergillus sp. SCSGAF 0076), Vicenistatin (Streptomyces sp. HC-34)
und Fusaristatinen (Fusarium sp. YG-45)%%3%43%7 \wahrend Chondrodepside wie die
Myxochromide Depsipeptide mit einer unverzweigten Fettsaure-Seitenkette sind, tragen
die Thaxteramide A bis C ungewdhnliche peptidisch verbundene B-Aminofettsaurereste,
die strukturelle Ahnlichkeiten zu den Lipidsegmenten der Microcystine (Microcystis spp.)

und Mycosubtilin (Bacillus subtilis) besitzen®*®!!

. Ferner ist das a-Methyl-p-Ketoacyl-
Fragment der Chondrosaride hervorzuheben, das auch im Lipidteil der Majusculamide
(Lyngbya majuscula), Aetheramide (Aetherobacter rufus SBSr003) und von Lipohexin

vorhanden ist>'33,
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Abbildung 4-24: Naturstoffe mit Strukturmerkmalen der isolierten Sekundérmetabolite.

Mit Ausnahme von Chondrosarid A konnte fur alle Substanzen die Konfiguration der

proteinogenen Aminosauren bestimmt werden. Die Konfiguration der Methylgruppe von

a-Methyl-p-Alanin nach Marfey gelang aufgrund fast identischer Retentionszeiten der

Diastereomere nicht. Wahrscheinlich bleibt die Formation einer cis- oder trans-Typ-

Anordnung der FDLA-Derivate durch die nichtchirale -Methylengruppe von a-Methyl-p-

Alanin aus®%

. ldentische Retentionszeiten jener Derivate wurden ebenfalls bei der

Strukturaufklarung der Cryptophycine und Aspergillipeptide beobachtet. Eine alternative

Madglichkeit zur Konfigurationsbestimmung der B-Aminosédure nach Hydrolyse der

Substanz bietet die dort beschriebene Derivatisierung als N-(Pentafluoropropionyl)-

Isopropylester und GC-MS-Analyse auf einer chiralen S&ule oder eine polarimetrische
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Bestimmung und Vergleich gegen einen Standard aus (R)-a-Methyl-p-Alanin sowie (S)-a-
Methyl-B-Alanin?®**®, Die Festlegung der absoluten Konfiguration der Aminogruppe und
der benachbarten Methylgruppe des B-Aminofettsaurerestes von Thaxteramid A und C
kann durch NMR-Spinkopplungskonstanten basierte Konfigurationsanalyse nach
Matsumori und Murata erfolgen und wird derzeit durch A. Plaza im Arbeitskreis
durchgefiihrt®'®. Diese Methode hat sich fur die Bestimmung der Konfiguration der
Methylgruppe von o-Methyl-B-Ketoacyl-Struktureinheiten,  vorliegend bei den
Chondrosariden, als nicht verlasslich erwiesen®*3. Infolge der CH-Aciditit des a-Protons
und der damit verbundenen Tendenz =zur Tautomerie wird sich in Ldsung
hdchstwahrscheinlich ein Aquilibrium zwischen der (R)- und (S)-Form beziiglich der a-
Position einstellen, das die Bestimmung der absoluten Konfiguration dieser Methylgruppe

nicht zulasst.

4.2.2. Biosynthesemodelle und Perspektiven

In dem sequenzierten Genom von Jahnella thaxteri SBSr007 konnten Uber in silico-
Analysen  zwei  Biosynthesegencluster  identifiziert ~werden. Anhand ihrer
Domaénenorganisation und Substratspezifitdten konnten die Cluster den Strukturen
Thaxeramid A/B und Thaxeramid C zugeordnet werden und deren Biosynthese plausibel
beschrieben werden. Eine experimentelle Verifizierung der Biosynthese uber die
gefundenen Cluster kann durch Insertionsmutagenese erfolgen, indem die jeweils erste KS-
Doméne der Polyketidsynthasegene durch Plasmidintegration inaktiviert wird. Dadurch
wird die Biosynthese unterbunden und Produkt-negative Mutanten sind zu erwarten™*>=3%.

Die Thaxteramide A - C werden uUber zwei unabhangige Hybrid-PKS/NRPS gebildet, die
sowohl einige biochemische als auch auf den Modulaufbau bezogene Besonderheiten
aufweisen. Solche oder ahnliche, von der klassischen PKS- und NRPS-Biosynthese
abweichenden, Merkmale sind fiir viele myxobakterielle Megasynthasen beschrieben*“.

Im Startmodul des Thaxteramid A/B-Biosynthesegenclusters ist eine CoA-Ligase
vorhanden, fir die angenommen wird, dass sie trans-Zimtséure aktiviert und auf das ACP
dieses Moduls l&dt. CoA-Ligasen sind zwar in myxobakteriellen Genclustern selten,
kommen aber bei der Aktivierung ungewohnlicher Startereinheiten in Lademodulen

anderer Polyketidsynthasen wie bei der Rapamycin-PKS vor®®®. Trans-Zimtsaure entsteht
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aus Phenylalanin durch die Phenylalanin-Ammoniumlyase (PAL) und ist Bestandteil von
Polyketiden, die aus Typ Il und Typ Il PKS hervorgehen®"*® Dessen Einbau kann damit
durch Ftterungsexperimente mit L-Phenylalanin-*3Cq,**N und trans-Zimtséure-d; und LC-
MS-Nachweis der entsprechenden Verschiebung der Thaxteramid-Massenpeaks belegt
werden.

In beiden Genclustern befinden sich in den entsprechenden Modulen eine C-terminale, in
cis arbeitende Aminotransferasedoméne, die fir die Transaminierung der p-Ketofunktion
der Polyketideinheit verantwortlich ist. Eine solche Modularchitektur liegt ebenfalls in der
Microcystin- und Mycosubtilin-PKS zur Biosynthese der B-Aminofettsaure-Teilstruktur
vor. Dort Ubertragt eine AMT-Doméne PLP-abhéngig die Aminogruppe wahrscheinlich

aus Glutamin®0%311318,

Ein Fitterungsexperiment mit L-Glutamin-">N, konnte dies
bestétigen.

Die Thaxteramide A und B weisen im Gegensatz zu Thaxteramid C ein O-methyliertes
Tyrosin auf. Hierzu ist eine MT-Doméne zwischen der A-Doméne und dem PCP in Modul
6 der PKS/NRPS ThxA2 vorhanden. Die Doménenorganisation stimmt Uberein mit den
betreffenden O-Methyl-Tyrosin prozessierenden Modulen der Anabaenopeptilid-,
Cryptophycin- und Didemnin-Biosynthese®***#. Die Ubertragung der Methyl-ds-Gruppe
aus SAM-methyl-d; kdnnte die Reaktion einer SAM-abhéngigen MT-Domane nachweisen.
Da sich Thaxteramid A von Thaxteramid B nur in der a-Methylgruppe an B-Alanin
unterscheidet, wurde vermutet, dass das B-Derivat die Vorstufe von Thaxteramid A
darstellt und dieses aus der C-Methylierung durch eine Methyltransferase hervorgeht. Es
wird erwartet, dass nach Fitterung von SAM-methyl-ds; eine zuséatzliche Verschiebung des
Massenpeaks im MS-Spektrum beobachtet werden kann. Es ware deshalb winschenswert,
die mutmaRliche Methyltransferase zu identifizieren, um diese durch Plasmidintegration zu
inaktivieren und in der erzeugten Mutante das Ausbleiben der Thaxteramid A-Produktion
zu zeigen. Gleichzeitig konnte in der Mutante ausschlieflich die Methylierung des oben
genannten Tyrosins tber SAM-methyl-d; tberpriift werden.

Der biosynthetische Ursprung von B-Alanin aus dem Pyrimidin-Katabolismus wird durch
eine Dihydropyrimidin-Dehydrogenase, eine Dihydropyrimidinase und eine B-Alanin-
Synthase im Thaxteramid C-Biosynthesegencluster nahegelegt. Andererseits kénnte B-
Alanin auch Uber die Decarboxylierung von Aspartat durch PanD-homologe Aspartat-
Decarboxylasen, wie fiir die Pantothenat-Biosynthese beschrieben, entstehen®3. Im

Gegensatz zu Thaxteramid A zeigten Untersuchungen der Cryptophycin- und Vicenistatin-
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Biosynthese, dass keine Methyltransferase fiir die Methylverzweigung in o-Methyl-f-
Alanin verantwortlich ist, sondern dieses aus der Decarboxylierung von Methylaspartat
hervorgeht und tber das betreffende NRPS-Modul direkt in die Peptidkette eingebaut wird.
Futterungsexperimente belegten den Ursprung von Methylaspartat aus dem Stoffwechsel
verzweigtkettiger Aminosauren (Cryptophycin) oder aus Glutamat infolge Umlagerung

liber eine Glutamat-Mutase (Vicenistatin)®****4

. a-Methyl-B-Alanin konnte aber auch aus
Thymin entstehen, wenn es anstelle von Uracil wie oben beschrieben reduziert und
hydrolysiert wiirde. Fiitterungsversuche mit B-Alanin-C3,"°N, a-Methyl-B-Alanin-
BC, N, L-Asparaginsaure-*C4, >N,  p-Methyl-L-Asparaginsaure-*Cs,*>N,  Uracil-
B3¢4, N, und Thymin-Cs,®N, koénnten die Frage nach der Herkunft der B-Aminosaure
und der Spezifitat der A-Domaéne in Modul 8 beantworten.

Anstelle einer TE-Doméne beinhaltet das Thaxteramid A/B-Biosynthesegencluster eine C-
terminale Kondensationsdomane, fiir die das konservierte Motiv von C-Doméanen und
damit eine potenzielle Aktivitat nachgewiesen wurde. Aufgrund der fehlenden TE-Doméne
wurde gefolgert, dass diese C-Domane die Produktfreisetzung von Thaxteramid B durch
Hydrolyse des PCP-gebundenen Thioesters bewirkt, da dessen chemische Struktur keine
Indizien flr weitere Kondensationsreaktionen anhand von Amid- oder Esterbildung zeigt.
Hierflr ist ein experimenteller Nachweis notig, etwa durch heterologe Expression der C-
Doméne und Umsetzung mit Thaxteramid B-SNAC (N-Acteylcysteamin)-Estern, um PCP-
gebundene Substrate zu simulieren®”. Die Detektion von Hydrolyseprodukten kann tiber
LC-MS-Analyse und idealerweise durch NMR erfolgen. Dariberhinaus liele sich auch
feststellen, ob die terminale C-Domane ggf. eine Makrozyklisierung durchfihrt und das
Makrolakton- bzw. laktam nach der Freisetzung im Mediun spontan hydrolysiert.

Eine Besonderheit des Thaxteramid C-Biosynthesegenclusters ist Modul 1 mit der
Doménenfolge ACP-KS-AT-AT-KR-ACP, ein mixed module wie es bereits in vielen
myxobakteriellen Genclustern gefunden wurde, z.B. fur die Biosynthese von Soraphen,
Myxalamid, Stigmatellin, Chondramid, Spirangien und Ajudazol**®233%330  Dahej wird
die Startereinheit von der ersten AT auf das erste ACP und die Verlangerungseinheit von
der zweiten AT auf das zweite ACP beladen. Um den Einbau von Acetat und
Methylmalonat durch dieses Modul zu zeigen, kénnen Acetat->C, und Propionat-*Cs in
getrennten Ansatzen zu Kulturen von SBSr007 gefittert und Thaxteramid C aufgereinigt
werden. Durch die Anreicherung des Kohlenstoffisotops ist eine Erhdhung der **C-
Signalintensitaten im *3C-NMR der aus Acetat und Propionat stammenden
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Kohlenstoffatome zu erwarten. Durch die NMR-Analyse aller Thaxteramide nach den
separaten Fltterungsexperimenten konnten auflerdem fir beide Gencluster die
Substratspezifitaten der AT-Doménen durch den Einbau von Malonat (aus Acetat) und
Methylmalonat (aus Propionat) bestitigt werden®®. Desweiteren kann iiber
Punktmutationen die Spezifitdt der AT-Doménen zu anderen Substraten verandert werden,
aber auch ein Austausch durch eine AT-Domaéne anderer myxobakterieller Gencluster wére
denkbar** 13131531 Diese genetischen Modifikationen gelingen durch doppelte homologe
Rekombination (double crossover) nach Plasmidtransformation in den Wirtsstamm und
Selektion tiber Antibiotika- und nachfolgend Levansucrose-Resistenz®****, Wird eine der
AT-Doménen aus Modul 1 erfolgreich modifiziert, sollte sich die chemische Struktur des
Polyketidteils von Thaxteramid C durch die Auswahl einer anderen Verldngerungseinheit
an entsprechender Stelle verdndern. Daraus kann gefolgert werden, welche Substrate durch
die erste und die zweite AT-Doméne in der urspriinglichen Biosynthese ausgewéhlt
werden.

Modul 1 zeichnet sich auch dadurch aus, dass eine DH-Doméne fehlt, die zur
Dehydratisierung des durch die KR-Doméne gebildeten -Hydroxythioesters erforderlich
ist, um eine Doppelbindung zwischen C-8° und C-9° einzufiihren. Deren Funktion kénnte
durch eine iterative DH-Domane eines der anderen Module wie bei der Spirangien-,
Chivosazol- und Epothilon-Biosynthese komplementiert werden™*22%334 Denkbar ist auch
eine spontane, nicht enzymkatalysierte, Dehydratisierung. In der Epothilon-PKS wird der
B-Hydroxyacylrest vom ACP des Moduls mit der fehlenden DH-Doméne auf das ACP des
Folgemoduls geladen. In diesem Moduls sind, wie in Modul 2 von ThxC1, die Domanen
DH-ER-KR vorhanden und die Dehydratisierung durch die DH wird vollzogen, jedoch
ohne darauffolgende Enoylreduktion. Der B-Enoylrest wird anschliefend auf die KS-
Doméne desselben Moduls Ubertragen und die eigentlich in diesem Modul vorgesehene
Verlangerung mit der néchsten Einheit einschlieBlich vollstandiger Reduktion erfolgt. Zur
Uberpriifung einer eventuell iterativen DH-Domidne im  Thaxteramid C-
Biosynthesegencluster ist die separate Inaktivierung beider DH-Domanen (in Modul 2 und
3) und der Nachweis von 9‘-Hydroxylderivaten von Thaxteramid C durch Aufreinigung
und NMR-Analyse erforderlich. Die Inaktivierung von DH-Domanen ist moglich durch
Punktmutationen des konservierten Bereichs HxxxGxxxxP in deren aktivem Zentrum tber
doppelte homologe Rekombination wie oben aufgefiihrt******. Die mégliche Funktion

einer  Methylmalonat-Semialdehyd-Dehydrogenase  und  einer  Ketoreduktase/
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Oxidoreduktase, die die thxC-Gene flankieren, bei der Polyketidsynthese von Thaxteramid
C sollte durch Inaktivierung und Uberprifung auf Produkte mit fehlenden
Reduktionsstufen erfolgen. Dies kann durch Plasmidintegration Uber einfache homologe
Rekombination geschehen. Eventuell sind reduktive Doméanen des Clusters inaktiv und
werden durch Enzymaktivitaten in trans komplementiert.

Das Biosynthesegencluster von Thaxteramid D wurde durch antiSMASH nicht identifiziert.
Es ist moglich, dass sich es in einem nicht sequenzierten Bereich des Genoms von
SBSr007 befindet, da noch Liicken vorhanden sind, oder dass es sich bei der Substanz um
ein Hydrolyseprodukt von Thaxteramid C handelt, das wahrend der Reinigung entstanden
ist. Die Substanz wurde allerdings auch in frisch hergestellten Extrakten detektiert. Im
Falle eines biosynthetisch begriindeten Produkts kdnnte das Gencluster fir Thaxteramid D
aus einer Genduplikation von Teilen des Thaxteramid C-Genclusters entstanden sein. Auch
konnte das D-Derivat durch hydrolytische Spaltung wéhrend der Prozessierung von
Thaxteramid C durch die NRPS-Domaéanen des eigenen Clusters gebildet werden. Ein
Hinweis auf letzteres wiirde die fehlende Produktbildung beider Thaxteramide, C und D, in
einer wie oben beschrieben zu erzeugenden knock out-Mutante des Thaxteramid C-

Genclusters geben.

Da das Genom von Chondromyces sp. SBCmO009 noch nicht sequenziert wurde, ist eine in
silico-Analyse zur Identifierung der Chondrosarid- und Chondrodepsid-Biosynthese-
gencluster nicht mdoglich. Eine Alternative bietet eine Transposon-Mutagenese Uber
Konjugation mit dem Mariner-Transposon tragenden Plasmid pMycoMarHyg*®%".
Dadurch wird eine randomisierte Mutantenbibliothek generiert, die Uber eine LC-MS-
Analyse auf Produkt-negative Mutanten Uberpriift werden kann. In solchen Mutanten ist
uber die Transposition héchstwahrscheinlich das gesuchte Gencluster inaktiviert worden.
Durch eine Plasmidwiedergewinnung mittels enzymatischer Restriktion und Ligation
flankierender Bereiche des Transposons werden Teile des Genclusters isoliert, die
sequenziert werden konnen, um schlieflich den vollstdndigen gewtinschten
Sequenzbereich abzudecken. Zur Identifikation der Biosynthese-Gencluster ist ebenfalls
die Amplifikation konservierter Bereiche von KS-Doménen mit degenerierten Primern
moglich. Die erhaltenen KS-Fragmente dienen als Hybridisierungsproben mittels
Southern-Blot in einem Screening einer Cosmid-Genbank aus genomischer DNA von

SBCmO09. Identifizierte Cosmide koénnen anschliefend sequenziert und die enthaltene
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4. Neue Sekundarmetabolitfamilien

genomische DNA subkloniert und fir Inaktivierungsexperimente in SBCmO009 genutzt
werden?’:3%

Ein Biosynthesemodell fur die beiden Substanzfamilien Chondrodepside und
Chondrosaride kann trotzdem retrobiosynthetisch formuliert werden, ausgehend von einem

modularen PKS/NRPS-System.
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Abbildung 4-25: Hypothetisches Modell zur Biosynthese der Chondrodepside (ber ein PKS/NRPS-
Gencluster.

Chondrodepside kdnnten durch eine aus 9 Modulen aufgebaute PKS/NRPS biosynthetisiert
werden (Abbildung 4-25). Entprechend der Soraphen-Biosynthese wird der Beginn der
Polyketidformierung durch Selektion von Benzoyl-CoA und Beladung des ACPs durch die

AT des Lademoduls vermutet®?®3?’

. Benzoyl-CoA kann durch oxidativen Abbau aus
Phenylalanin ~ Uber trans-Zimtsaure entstehen®*. Dies kénnte durch ein
Fiitterungsexperiment mit L-Phenylalanin-Cy gezeigt werden. Die Verlangerung der
Kette wirde durch Kondensation mit zwei Einheiten Malonat durch die Module 2 und 3
erfolgen, einmal unter Reduktion durch einen kompletten Satz reduktiver Doménen und im
zweiten Schritt durch Reduktion zum Enoylthioester. Danach erfolgt der Wechsel von der
Polyketid- zur Peptidchemie und Einbau der Aminoséuren Tyrosin, Threonin, Alanin,
Prolin, Isoleucin/VValin und Glutamin durch die NRPS-Module 4 - 9. Fir die D-
Konfiguration von Tyrosin und Isoleucin/Valin werden Epimerisierungsdomanen in den

Modulen 4 und 8 erwartet. Die Freisetzung der Chondrodepside unter Makrolaktonisierung
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infolge  Esterbildung zwischen der Threonin-OH-Gruppe und der Glutamin-
Carboxylgruppe erfolgt durch die TE in Modul 9. Aufgrund der strukturell sehr &hnlichen
und gleichermalRen hydrophoben Seitenketten von Valin und Isoleucin kénnte die A-
Domane in Modul 8 neben Valin auch Isoleucin selektieren und aktivieren, wodurch die

Bildung der Derivate Chondrodepsid A und B zu erklaren ware.

Modul 1 ( Modul 2 ) Moduiz ) Modul 4 ) Modul 5 ) (_Modul 6 Modul 7] Modul 8 ) Modul 9 )

@ @G @ @) @@@

_O.

mﬁ” Chondrosarid A: R = CH,4
0P NH, B:R=H

Abbildung 4-26: Hypothetisches Modell zur Biosynthese der Chondrosaride Uber ein PKS/NRPS-
Gencluster.

Es wird angenommen, dass Chondrosaride durch 3 PKS- und 6 NRPS-Module formiert
werden (Abbildung 4-26). Das Lademodul kdnnte als Startereinheit p-Methoxybenzoyl-
CoA auswahlen. Es ware auch mdglich, dass p-Hydroxybenzoyl-CoA geladen wird und
eine O-Methylierung Uber eine gegebenenfalls vorhandene MT-Domaéne in diesem Modul
erfolgt. Fitterungsexperimente mit p-Hydroxybenzoesaure-**C; und  p-Methoxy-
benzoeséure-"3Cg sind denkbar, um den Einbau einer der Startereinheiten oder sogar die
Akzeptanz beider zu zeigen. Der B-Ketoacylthioester kann durch Kondensation mit
Malonat und Methylmalonat synthetisiert werden, wobei in Modul 2 die entstehende
Ketofunktion vollstandig reduziert wiirde. Der Peptidteil entspringt der nichtribosomalen
Peptidsynthese aus Threonin, Alanin, Isoleucin bzw. Valin, zweimal Glutamin und a-
Methyl-B-Alanin in den Modulen 4 - 9. Moglicherweise wird in Modul 9 B-Alanin
eingebaut und durch eine MT-Doméne in diesem Modul oder post-PKS/NRPS durch eine

diskrete Methyltransferase C-methyliert. Hier konnen Futterungsversuche analog zur
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Thaxteramid A/B-Biosynthese den Ursprung von B-Alanin resp. a-Methyl-B-Alanin klaren.
Epimeriserungsdoménen, die D-Aminoséuren einfiihren, befinden sich in den Modulen 4,
5 und 8. Da die Abfolge von L-Glutamin und D-Glutamin im Peptidgerust nicht eindeutig
festgelegt werden konnten, aber beide vorhanden sind, kdnnte sich eine E-Domane anstatt
in Modul 8 in Modul 7 befinden und zu einem Wechsel der Konfigurationen fuhren. Die
tatsdchliche Konstellation des Biosynthesegenclusters der Chondrosaride erlaubt die
Beantwortung dieser Frage. Auch hier wirde eine Produktfreisetzung unter
Makrolaktonisierung zum Threonin-Ester durch die terminale TE-Doméne erfolgen.

Um grundsétzlich die vorgeschlagenen Modelle zur Biosynthese der Chondrodepside und
Chondrosaride durch den Einbau der angenommen Subtrate der PKS/NRPS-Hybride
experimentell zu untermauern, sind Futterungsexperimente mit Acetat-"3C,, Propionat-3C;
(siche Thaxteramid-Biosynthese) und den entsprechenden **C- und °N-markierten
Aminosauren moglich.

Letztlich konnten fiur alle vorgestellten neuen Naturstoffe aus den Stdmmen Jahnella
thaxteri SBSr007 und Chondromyces sp. SBCm009 Modellvorschlage statuiert werden,
die mit den Prinzipien der Biosynthese-Maschinerien Polyketidsynthasen und
nichtribosomale Peptidsynthetasen korrespondieren. Dabei sind Abweichungen von den
Regeln der klassischen PKS- und NRPS-Biosynthese und biochemische Besonderheiten
aufgezeigt worden, Merkmale, die mittlerweile typisch fiir myxobakterielle Systeme sind.
Hervorzuheben ist zunéchst die Biosynthese einer Substanzfamilie, der Thaxteramide, Uber
zwei Biosynthesegencluster, die dadurch eine gemeinsame Grundstruktur, jedoch mit
unterschiedlichen Konfigurationen der Aminosduren, erhalten. Bemerkenswert ist die
Produktfreisetzung durch eine potenziell hydrolysierende C-Doméne, ein Novum in der
nichtribosomalen Peptidsynthese, da in der Literatur keine vergleichbaren Erkenntnisse
beschrieben werden. Desweiteren sind Veranderungen in der Modularchitektur,
Abweichungen von der biosynthetischen Kolinearitdt durch mutmaBliche iterative DH-
Doménen und die Einfuhrung von Aminofunktionen in die Polyketidchemie durch
Aminotransferasedomanen aufgezeigt worden. Auffallig ist auBerdem die Verwendung
von aromatischen Startereinheiten in der Polyketidbiosynthese aller drei Substanzfamilien
und das Vorkommen der B-Aminosduren B-Alanin bzw. a-Methyl-B-Alanin in zwei
Substanzklassen aus unterschiedlichen Stdammen. In Jahnella thaxteri SBSr007 konnte die
Herkunft von B-Alanin mit dem Pyrimidin-Katabolismus in Zusammenhang gebracht

werden.
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Ausgehend von der chemischen Struktur der isolierten Substanzen und vorliegender
Informationen Uber die Genclustersequenzen ist die Erzeugung von Strukturvarianten der
Sekundarmetabolite denkbar, um biologische Aktivitdten hervorzurufen, zu optimieren
oder um die Wechselwirkung mit anderen physiologischen Zielstrukturen als
Angriffspunkte zu beabsichtigen. Neben der chemischen Synthese stehen hierzu auch
Methoden zur biosynthetischen/biochemischen Modifikation eines Sekundarmetaboliten
zur Verfugung. Interessant sind Veranderungen des Polyketid- bzw. Peptidriickgrates, die
starkere Auswirkungen auf die chemische Struktur haben als Modifikationen durch
verschiedene  post-PKS/NRPS-Enzyme  wie  Dbeispielsweise ~ Methyltransferasen,
Hydroxylasen, Oxidoreduktasen oder Transaminasen. Mdglich sind dadurch der Einbau
anderer Starter- oder Verlangerungseinheiten, die Veranderung der Reduktionsstufen von
Polyketidbausteinen und die Einfuhrung oder biochemische Modifizierung von
funktionellen Gruppen. Dies kann zum einen erreicht werden durch Austausch, Deletion
oder Insertion von PKS- bzw. NRPS-Domanen und Modulen'*%343%  Desweiteren kann
die Subtratspezifitat einzelner AT- und A-Doménen durch Punktmutationen in den

122,130.315331 * p\nktmutationen in der

konservierten Sequenzbereichen verandert werden
NADPH-Binderstelle GxGxxA von KR- und ER-Domadnen oder in dem konservierten
Motiv.  HxxxGxxxxP ~ von DH-Doméanen erlauben die Inaktivierung von
Reduktionsdoménen und haben damit Einfluss auf die Art und Anzahl von
Sauerstofffunktionen  sowie die  Anzahl von Doppelbindungen in  einem
Polyketid®*33:%%23% " Experimentell belegt sind ebenfalls die Fiitterung anderer Starter-
bzw. Verlangerungseinheiten, z.B. halogenierter aromatischer Aminoséuren, aber auch die
Makrozyklisierung linearer Produkte in vitro durch heterolog exprimierte zyklisierende
TE-Domanen**®**®, Uber die genannten Ansétze konnen eine Vielzahl von Derivaten bis
hin zu Substanzbibliotheken flr die biologische und pharmakologische Testung erzeugt
werden, die die Kklinische Weiterentwicklung potenzieller Wirkstoffkandidaten

ermoglichen.
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5. Anhang

Gel ldwPos TIAT InstriGel Origin AKD45/220610_frernd_samples Process Status  Analysis Succeeded
Plate [#] Name [1]9732_G Instrument Sample Mame Spectra 1
Rank Protein Name Accession No. Protein MW Protein Pep. Protein Protein Total lon
Count Score Score C.L%
C.L%
1 [20885T2 - 2665707] (REVERSE SENSE) Myxococcus CPO0D113.1_2070 327185 6.55 12 100 100
xanthus DK 1822, complete genome 3
( Peptide Information’y
Cale. Mass Obsrv. Mass tda tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.
1159,5567 11294658 -0.0ED3 a g 220 WEQFVGMFR
12155615 12154768 -D.0847 a el | 225 WEGFVGMFR Caddation (M)[7]
1318, 7237 13186333  -0,0684 a k1 43 IPGVNPNVPNAAR
13306862 13305855  -0.0%05 a 159 170 RPDVNAFLGGER
1552,8257 1552728  -D,0877 a or 290 EGVGIEFYAVVLEK
1561,82T 1681,7318  0.0853 a &0 73 QAAEYLFSLVPSTR
1767,6548 1767,7484  -0,10S5 a 52 276 EFLGLPPEHITDEDR
1884,E718 1694,8065  -0,0653 a 44 58 IYDYTLGGTHHFEADR
2051,0669 20909614 0055 -1463 171 189 RVAFGANGITVFLSAEENR
2206,13536 220595955 0142 a 23 43 MOTEALARIPGVNPNVPNAAR
25333408 28332273 O35 a 120 142 VLYSDAMNPLTITTAHHLLGDTRR
320E5T1 32083855 DTS5 a a0 115 LAADGFHHWNWDFASGLPTGDHVHA
VLPDAR
3301,6626 F04sm L2117 a 262 290 EFLGLPPEHITDEDREGVGIEFYAN
Abbildung 5-1: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_2293 aus SDS-PAGE nach
aktivitatsbasierter Aufreinigung.
Gel IdwPos 4B/EB21 InstriGel Crigin AK0457200810_fremd&own_samples Process Status  Analysis Succesded
Plate [# Name [1]2732_F Instrument Sample Name Spectra 1
Rank Protein Name Accession No. Protein MW Protein Pep. Protein Protein Total len
Pl Count Score Score C.l%
C.l.%
1 [2670087 - 2660058] (REVERSE SENSE) Myxococcus  CPO0D113.1_2078 ETARAA 557 13 a3 100
xanthus DK 1622, complets genome T
¢ Peptide Information’y
Calc. Mass Obsrv. Mass tda tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.
1048,5647 1043, 5685 0,003 a 287 27T MIHAAAPAGAR
1166,5735 1166,587 0,0135 a 28 228 APMIEADGLHGR
11625664 1182 5767 00083 a 218 228 APMEAGGLHGR Caidation (M)[3]
1154 5681 11845776 00125 a 147 156 HPEEATHFAR
1292, 6667 1292, 6815 001438 a a4 98 TFALTPMGEGLR
12536758 12936968 o7 a bl 321 TANEFQTLLTR
13086616 1308, 6E01 00185 a ad 35 TFALTPMGEGLR Coddation (M[7]
1405707 1405,7321 0,0251 a 70 83 GGISAGVFOEVGER
1508, 6472 15088723 00251 a 204 217 GILFDLPHVLEGAK
1516743 1516,7827 0.0457 a 134 148 EALGTDIWEHFAK
16056748 16059005 0.0257 a 2 3E IGEYWLTQVIGTAAR
1676,B643 1675,6092 0,0349 a 7 21 TRGGTPFRTOLLYER
18528823 18529373 D045 a 49 56 SSDALADELGISADGLYR
19058453 1906,001 00857 525 251 266 HILHDWDEESATAILR
23232219 23232649 0oe3 a 29 2530 VELVGGSFFERPGLPSACAYLLE

Abbildung 5-2: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_2296 aus SDS-PAGE nach
aktivitatsbasierter Aufreinigung.
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Gel ldwPos 47/B20 InstriGel Origin AKD45200810_fremd&own_samples Process Status  Analysis Succesded
Plate [# Mame [1]2732_F Instrument Sample Name Spectra 1
Rank Protein Name Accession No. Protein MW Protein Pep. Protein Protein Total lon
Pl Count Score Score C.l%
C.l.%
2 methyitransferase, UbIE/COGS famiy [Myxococcus @il 108457350 T 523 7 44 T2782
xanthus DK 18232]
(' Peptide hfurmalinli)
Calc. Mass Obsrv. Mass tda tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.
66,4529 6864512  0,0017 a 127 133 GFQELHR
12786477 1278,6791 o.oa4 o 141 151 AVVSSWTPFER
13576456 13576784 0,033 o 23 33 ELMPTFETFSR
13736406 13736664 0.0253 o 23 33 ELMPTFETFSR Caddation (M3]
1353,7666 1393, 7891 02205 o 257 268 VTLTAYLTTGTRP
1619,B4E62 1619, 5643 00355 o &8 82 VTAVDFSPEMIAALR
1623,5429 16239703 0,028 a a7 83 VWDVATGPGTLALLAAR
16356411 16358615 00404 a a8 42 VTAVDFSPEMIAALR Coddation (M[10)
2257,1924 2297 2515 00551 a 2 22 SAVIPLAQPTAWMLVAPEYVR
Abbildung 5-3: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_3033 aus SDS-PAGE nhach
aktivitatsbasierter Aufreinigung.
Gel ldwPos 21/A21 InstriGel Crigin AKD45200910_fremd_samples_PSD Process Status  Analysis Succesded
Plate [# Name [1] 15880_31 Instrument Sample Name Spectra 1
Rank Protein Name Accession No. Protein MW Protein Pep. Protein Protein Total lon
Pl Count Score Score C.l%
C.1.%
1 TEMBI_1-£ THM33_ 14 324302 813 14 125 100
{ Peptide Information’y
Calc. Mass Obsrv. Mass tda tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.
BO1,444 BO1,4551 o051 a 73 TE WVPMLR
817 4388 B17.4802 0,0514 a 73 TE WVPMLR Cnddation (Mi4]
927 5258 527.5626 0.0568 a 251 255 DATGVLPVR
9295389 525,5548 0.08559 a 72 TE EWVPMLE
8455336 845,582 0,0452 a 72 TE KWVIPMLR Cnddation (M{S]
1188, 5667 1199,6483 0,0B825 a 8 227 WEQFVGMFR
12158615 12156343 0.0723 a 218 227 WEGFWGMFR Cuddation (M)[T]
1222 5738 1222 6531 0.07ez a 182 202 DLYDWAARGSK
13187227 1318,5115 0,0658 a i) 41 IPGWVNPNVPNAAR
13306862 13307675 0.0813 a 157 168 RPDVNAFLGGER
1581.82M 1581,5292 01021 a 58 71 QAAEYLFSLVPSTR
17676549 1767 9685 C.1945 a 250 274 EFLGLPPEHITDEDR
1768, B485 1768, 2679 01184 a 2 17 GSSHHHHHHSSGLVER

1894 9657 1625,0007 0,035 528 170 187 VAFGANGITVFLSAEENR

2533, 3408 2533,50M2 0. 1604 a 1s 140 VLYSDVNPLTITTAHHLLGDTPR

330EET1 32087864 02234 a a8 T LAADGFHHWWVDFASGLPTGDHVHA
VLPDAR

33016626 3301,8405 0,176 a 260 286 EFLGLPPEHITDEDREGVGIEFYAW
LEK

Abbildung 5-4: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_2293 aus SDS-PAGE
nach heterologer Expression.
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Gel ldx/Pos 421815 Instr.Gel Origin AKD45/200910_frermd_samples_PSD Process Status  Analysis Succeeded
Plate [# Name [1] 15880_31 Instrument Sample Name Specira 1
Rank Protein Name Accession No.  Protein MW Protein Pep. Protein Protein Total lon
Pl Count Score Score C.L%
C.L%
1 TEMDE_3b TKMI3_3b JE0ET.D AD4 15 123 100
Protein Group
THEMBE_x THEMBE_x: aBeeT 2 6.0300
000418
5303
( Peptide Information’y
Calc. Mass Obsrv. Mass +da tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.
844 4523 B44,4833 0,041 a 13 120 SDIPGELR
1045,5647 1043,6191 00542 a 234 294 NIHAAAPAGAR
1166,5735 1166,652 0075 a 235 245 APMIEADGLHGR
1184,5651 1184,6323 0,0672 a 164 173 HPEEATHFAR
1252,6667 1292,7361 00854 a 1 112 TFALTPMGEGLR
12093,6758 1293,7441 00843 a 328 338 TANEFQTLLTR
1308,6616 1303,7411 00735 a 1m 112 TFALTPMGEGLR Coddation (M[7]
1405707 1405,7E03 0.O733 a ar 100 GGISAGVFQEVGER
16056748 1E05,9503 0.07E a k-] 53 IGEYWLTQVIGTAAR
1675,5067 1675564 0.OTT3 a 130 143 AHWLPWGCGLIEAVR
1768,6488 1763,9213 0.0725 a 2 17 GSSHHHHHHSSGLVPR
1852,8823 1B52,8775 0,0e52 a 66 83 SEDALADELGISADGLYR
1905,8453 1805,0225 00773 525 58 283 HILHDWDEESATAILR
23321392 23322438 0.1065 a 18 3% GEHMDKTPGGTPFPTALLYER
33723647 23723574 0,532 a 338 350 TSWELVGIRFTQAGTCIEAVE
3891,981 3892,1482 01672 257 174 211 AMGHNLSALVAHEL TROQVDFSPFAH
VADIGGSOGALLAR
Abbildung 5-5: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_2296 aus SDS-PAGE
nach heterologer Expression.
Gel ldwPos 2881 Instr./Gel Origin AKD45/101210_fremd_samples Process Status  Analysis Succeeded
Plate [# Name [1] 15880_33 Instrument Sample Name Specira 1
Rank Protein Name Accession No. Protein MW Protein Pep. Protein Protein Total lon

Pl Count Score Score C.L%
C.1.%

1 TEM3033L_1 THM3033L_1 224254 552 7 43 50154

'eptide Informabon

Calc. Mass Obsrv. Mass +da tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.
BBB 4329 BEE4283  -0,0245 a 158 184 GFQELHR

12786477 12785885  -0,0482 a 172 182 AVWSSWTPFER

135768456 1357 5891 -0.0465 a a4 84 ELMPTFETFSR

16196462 1619,7521 00541 a a9 113 VTANVDFSPEMIAALR

1623.5429 1623.5634  -0.0585 a 78 34 VWODVATGPGTLALLAAR

2782 3285 ZvE2 1B -0, 1465 a 193 HT LWEGQMGAKFSOPGAIPLSDRDTCD Carbamidometinyl (T 23]
R

30614988 30614172 00816 a 261 287 ALGPOWEPLLWSMHEYAQAELGP
GPRaR

Abbildung 5-6: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_3033 aus SDS-PAGE
nach heterologer Expression.
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Gel Idw/Pos 46818 InstrtGel Origin AK045/200910_fremd_samples_PSD Process Status  Analysis Succesded
Plate [# Name [1] 15880 _31 Instrument Sample Name Specira 1
Rank Protein Name Accession No. Protein MW Protein Pep. Protein Protein Total lon
Pl  Count Score Score C.L%
C.l.%
1 TEMBG_3b THM33_3b 3BOETE 004 17 148 100
Protein Group
TEM25_xc TEMOG_x: 380872 8,0300
ga9d18
5303
Peptide Information
Cale. Mass Obsrv. Mass +da tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.
8444523 E44.4565 D.0as2 a 13 120 SDIPGELR
1048,5647 1043,6133 0.04m2 a 234 234 MIHAAAPAGAR
1166,5735 1165,6302 00567 a 235 245 APMIEAGGLHGR
1182,5684 1182,6155 0.04am a 235 245 APMIEAGGLHGR Coddation (M)[E]
1184,5651 11845177 0,0526 a 164 173 HPEEATHFAR
12826667 1252,7272 0,0605 a 1 112 TFALTPMGEGLR
1293,6758 1293,7373 0,058 a 328 338 TANEFQTLLTR
1308,6616 1308,7145 0053 a 1 112 TFALTPMGEGLR Cogdation (MT]
140,707 1405,7747 00677 a ar 100 GGISAGVFOEVGER
1506,8472 1508,9114 0.0842 a a1 234 GILFDLPHVLEGAK
1816743 1516611 0068 a 181 183 EALGTDIWEHFAK
1605,6745 1605,9643 oo a 39 53 IGEYWLTQVIGTAAR
1675,5067 1675,0037 0,097 a7 130 143 AHWLPWGCOLIEAVR
1768,B485 1763,8252 00764 a 2 17 GESHHHHHHSESGLVRR
1852,6923 1E52, 5666 00543 a &6 83 SSDALADELGISADGLYR
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237226542 23723833 01195 a 339 350 TSWELVGIRPTQAGTCIEAVE
3891,981 3892,1831 0.2021 2587 174 211 AMGHLEALVAHELTQOQVDFSPFAH
VADIGGSQGALLAR
Abbildung 5-7: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_2296 aus SDS-PAGE
nach heterologer Expression und Aufreinigung, obere Bande.
Gel lIdwPos 48/B21 Instr.iGel Origin AKD£5200910_fremd_samples_PSD Process Status  Analysis Succesded
Plate [# Name [f] 15880 _31 Instrument Sample Name Specira 1
Rank Protein Name Accession No. Protein MW Protein Pep. Protein Protein Tofal lon
Pl Count Score Score C.l%
C.1.%
1 TEMBG_3b THEMI3_ 30 3B0ETE 44 17 149 100
Protein Group
TEM2E TEMBE_x: ABOET @ 60388
009618
5303
Peptide Information
Cale. Mass Obsrv. Mass tda tppm Start End Sequence Modification
Seq. Seq.

844 4523 Bdd,5063 0.0545
1045,5647 1043 6272 D0.0625
1166,5735 1165,6455 0,072

13 120 SDIPGSLR

284 234 MIHAAAPAGAR
35 245 APMEADGLHGR
11825684 1182, 6317 0,0633
11945651 1134, 6353 o.omm2

35 245 APMEADGLHGR Coddation (M){3]
154 173 HPEEATHFAR

1292 6667 1292, 7462 00735
12836798 1293, 7543 00745

101 112 TFALTPMGEGLR
8 338 TANEFQTLLTR
130E.6616 1308.734 00724
1405707 1405, 7528 0,0858
1506.8472 1508,9366 0.080s

101 112 TFALTPMGEGLR Cmdation (M){7T]
ar 100 GEISAGVFOEVGER

b 234 GILFDLPHVLEGAK

1516.743 1515,8368 0.0333 151 163 EALGTDIWEHFAK

1605.6748 1E05,0E28 0,108 k-] 53 IGGYWLTOVIGTAAR

1675.9067 1E75.0133 01072 547 130 143 AHWLPWGOLIEAVR

1768,8488 1768,9478 0,099 a 2
1852.8923 1E53.01 0T 540 &6 83 SSDALADELGISADGLYR

T I I = T = = ==

=

ESSHHHHHHSSGLVPR

1905.9453 1205.0621 01168 525 268 283 HILHDWDEESATAILR

2323.2219 2323,3503 0.1254 a 245 267 VELVGGSFFEPGLPSAEAYLLE

23722642 23724111 0.1453 a 39 350 TSWELVGIRFTQAGTCIEAVE

3891,981 3892,2058 02243 257 174 211 AMGNLSALVAHEL TRQVDFSPFAH
VADIGGSQGALLAR

Abbildung 5-8: MALDI-TOF-MS-Analyse von MXAN_2296 aus SDS-PAGE
nach heterologer Expression und Aufreinigung, untere Bande.
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Abbildung 5-10: *H,"H-COSY-Spektrum von Thaxteramid A.
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Abbildung 5-12: HSQC-Spektrum von Thaxteramid A.
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Abbildung 5-14: *H-NMR-Spektrum von Thaxteramid C.
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Abbildung 5-22: HSQC-Spektrum von Thaxteramid D.
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Abbildung 5-26: 2D-TOCSY-Spektrum von Chondrodepsid A.
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Abbildung 5-27: HSQC-Spektrum von Chondrodepsid A.
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Abbildung 5-28: HMBC-Spektrum von Chondrodepsid A.
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Abbildung 5-30: *H,"H-COSY-Spektrum von Chondrodepsid B.
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Abbildung 5-31: 2D-TOCSY-Spektrum von Chondrodepsid B.
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Abbildung 5-34: *H-NMR-Spektrum von Chondrosarid B.
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Abbildung 5-36: 2D-TOCSY-Spektrum von Chondrosarid B.
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Abbildung 5-38: HMBC-Spektrum von Chondrosarid B.
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Abbildung 5-42: 2D-TOCSY-Spektrum von Chondrosarid A.
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