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I Finleitung

I Einleitung

1. Streptomyceten — Produzenten von Antibiotika

Die Gattung Streptomyces ist durch ihre Produktion von Sekundérstoffen fiir die
Arzneistoffforschung von groBem Interesse. Streptomyceten und nahverwandte
Gattungen produzieren mehr als 50% der 200 kommerziell verfiigbaren Antibiotika
(Perronne et al., 1987). Daneben wurden weitere Sekundirstoffe aus dieser Gattung
isoliert, die zytostatisch, antimykotisch, virustatisch oder herbizid wirken (Perronne et
al., 1987).

Streptomyceten sind ubiquitdr vorkommende Gram-positive Bodenbakterien. Sie
gehoren der Klasse der Actinomyceten an. Durch ihre Fahigkeit zur morphologischen
Differenzierung passen sie sich gut an die wechselnden Bedingungen ihres
Lebensraumes an. Bei einem néhrstoffreichen Boden bilden sie filamentose
Substratmycelien aus, aus denen sich bei schlechteren Bedingungen ein Luftmycel
entwickelt. Durch Abgliederung entstehen anschlieBend Sporen, die wiederum bei
verbesserten Bedingungen zum Substratmycel auskeimen konnen (Chater, 1998; Chater,
2006). Das Genom der Streptomyceten ist mit einer Grof3e von 8-10 Mb im Vergleich
zu anderen gut untersuchten Mikroorganismen wie Escherichia coli aullergewdhnlich
groB3 und weist einen sehr hohen GC-Gehalt von >70% auf (Bentley et al., 2002). Die
Gene, die zur Biosynthese eines bestimmten Antibiotikums benétigt werden, liegen im
Genom der Streptomyceten wie auch im Genom vieler weiterer Mikroorganismen
geclustert vor, d.h. auf einem zusammenhéngenden Abschnitt im Genom.

Fundierte Kenntnisse liegen iiber das Genom von Streptomyces coelicolor A3(2) vor.
Das Genom dieses Stammes wurde vollstidndig sequenziert (GenomgroBe: 8,7 Mb; GC-
Gehalt: 72,1%) (Bentley et al., 2002). Interessanterweise konnten innerhalb dieses
Genoms 24 mogliche Biosynthesegencluster fiir Sekundérstoffe gefunden werden
(Bentley et al., 2002; Lautru et al., 2005). Dies zeigt deutlich, dass Streptomyceten zur
Produktion von mehreren unterschiedlichen Sekundirstoffen fahig sind, was auch durch
die experimentellen Daten gestiitzt wird. Bei Streptomyces coelicolor A3(2) wurde die
Produktion von Prodigiosin, Actinorhodin, einem calciumabhédngigen Antibiotikum
(CDA) und von Methylenomycin experimentell nachgewiesen. Dies zeigt, dass unter
typischen Laborbedingungen nicht alle moglichen Sekundérstoffe gebildet werden.

Die Tatsache, dass sehr viele klinisch angewendete Antibiotika aus Streptomyceten
stammen, machen die Streptomyceten auch fiir die Entwicklung neuer Antibiotika zu
einer der interessantesten Gattungen.
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2. Aminocoumarin-Antibiotika

Die Aminocoumarin-Antibiotika Clorobiocin, Novobiocin und Coumermycin A; sind
strukturell eng verwandt. Novobiocin wurde unter dem Namen Streptonivicin Mitte der
1950er Jahre entdeckt (Hoeksema et al., 1955; Smith et al., 1956). Es wird von den
Stimmen Streptomyces niveus (Smith et al., 1956) und Streptomyces spheroides (Berger
und Batcho, 1978) gebildet, wobei jedoch die Vermutung vorliegt, dass diese zwei
Stimme unabhingige Isolate des gleichen Stamms sind (Lanoot et al., 2002).
Clorobiocin wurden dagegen erst Anfang der 1970er Jahre entdeckt (Ninet et al., 1972).
Es wird von Streptomyces roseochromogenes var. oscitans, S. albocinerescens und S.
hygroscopicus produziert (Mancy et al., 1974; Ninet et al., 1972). Mitte der 1960er
Jahre wurde erstmals die Produktion von Coumermycin A; bei Streptomyces rishiriensis
beschrieben (Kawaguchi et al., 1965). Dieses Produkt wurde aullerdem bei
verschiedenen Stammen, wie S. hazeliensis var. hazeliensis, S. spinichromogenes und S.
spinicoumarensis, beobachtet (Berger und Batcho, 1978).

AuBerdem wurden neben den ,klassischen® Aminocoumarinen zwel weitere
Aminocoumarin-Antibiotika identifiziert. Simocyclinon D8 (Holzenkdmpfer et al.,
2002; Schimana et al., 2000) produziert durch Streptomyces antibioticus Tii 6040 und
Rubradirin (Bhuyan et al., 1965; Sohng et al., 1997) produziert durch Streptomyces
achromogenes var. rubradiris NRRL3061.

2.1 Struktur der Aminocoumarine

Die Strukturen der Aminocoumarine Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A,
sind charakterisiert durch einen 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarinteil (=Ring B), der an
Position 7° O-glykosidisch mit einem substituierten Desoxyzucker (=Ring C) verkniipft
ist (Abb. I.1). Die Position 8" des Aminocoumarin-Rings ist bei Clorobiocin und
Coumermycin A; chloriert, wihrend Novobiocin an dieser Stelle eine Methylgruppe
tragt.

Die Position 3" des Aminocoumarin-Rings ist mit einer Acylkomponente verkniipft.
Novobiocin und Clorobiocin tragen als Acylkomponente eine 3-Dimethylallyl-4-
hydroxybenzoesdure (=Ring A), wihrend Coumermycin A; eine 3-Methylpyrrol-2,4-
dicarbonsédure aufweist. Die Sduregruppen der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure sind
mit zwei 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarin-Gruppen verkniipft, die wiederum einen
substituierten Desoxyzucker tragen.

Der Desoxyzucker trigt bei Novobiocin an Position 3”" eine Carbamoylgruppe. Im Fall
von Clorobiocin und Coumermycin A; ist der Desoxyzucker an dieser Position mit einer
5-Methylpyrrol-2-carbonsdure verestert.

Die Strukturen der Aminocoumarine Simocyclinon D8 und Rubradirin weisen, wie die
bereits beschriebenen Aminocoumarine, einen 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarinteil auf
(Abb. I.1). Die Position 8 ist im Fall von Simocyclinon chloriert wiahrend diese
Position bei Rubradirin unsubstituiert ist. Die Acylkomponente an Position 3" des
Aminocoumarin-Rings ist in beiden Molekiilen deutlich groBer und komplizierter als
bei Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A;. In Rubradirin ist die
Acylkomponente  eine  Dihydroxydipipecolinsdure, die mit einem  2,6-
Didesoxynitrozucker und einem Ansamakrolidring verbunden ist. In Simocyclinon D8
besteht die Acylkomponente aus einem Angocyclinon-Ringsystem, das an C-9 C-
glykosidisch mit dem an der 4-OH-Gruppe acetylierten Desoxyzucker B-D-Oliviose
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I Finleitung

verkniipft ist. Die Hydroxygruppe an Position 3" des Desoxyzuckers tragt auBBerdem
noch eine Octatetraendicarbonsdure. Die Position 7" des Aminocoumarin-Rings weist
bei beiden Substanzen, im Gegensatz zu den ,klassischen Aminocoumarinen, einen

Desoxyzucker auf.
OH H ©
\
Nw
! a5 CH,3 omo OH
. CHy s .
?:Haom CHPM CH - -
4o Clorobiocin o Novobiocin

3 OH

g 4%-'3/“\
6 |
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° %-'CHS o
CHs OCHj,
o Coumermycm A,

H
N
=
HO O o]

o, Z—T

o

Rubradirin

OCH;
CH,0 \%

OH
Abbildung 1.1: Strukturen der Aminocoumarin-Antibiotika Clorobiocin, Novobiocin, Coumermycin Aj,
Simocyclinon D8 und Rubradirin.

2.2 Biosynthese der Aminocoumarine

Die Untersuchung der Biosynthese der Aminocoumarin-Antibiotika begann in den
1960er Jahren. Durch Fiitterungsversuche mit isotopenmarkierten Vorstufen wurden
erste Erkenntnisse tiber die Biosynthese gewonnen. '*C-Fiitterungsversuche von Birch
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et al. zeigten, dass der Desoxyzucker aus intakter Glucose entsteht (Birch et al., 1962).
Tyrosin wurde als Vorstufe des Aminocoumarin-Rings als auch der prenylierten 4-
Hydroxybenzoesdure bestimmt (Bunton ef al., 1963). Fiitterung mit '*O-markiertem
Tyrosin wiesen darauf hin, dass der Ringsauerstoff des Aminocoumarin-Rings von der
Carboxylgruppe des Tyrosins stammt (Bunton et al, 1963). Jedoch wurde diese
Zuordnung durch Untersuchungen von Holzenkédmpfer et al. widerlegt (Holzenkdmpfer
und Zeeck, 2002). In diesen Experimenten konnte fiir die Simocyclinone der D-Reihe
gezeigt werden, dass der Ringsauerstoff aus molekularem Sauerstoff stammt. Hinweise
auf die Biosynthese der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure konnten mittels
Fiitterungsexperimenten mit 1-"C-Glucose erhalten werden. Diese zeigten, dass die
Dimethylallylseitenkette von Ring A vom Methylerythritol-Phosphat-Weg (= nicht-
Mevalonat-Weg) stammt (Li et al., 1998), was auch durch die Beobachtungen von
Orihara et al. bestitigt wurde (Orihara et al., 1998). Die Fiitterung von '*C-markiertem
L-Prolin zu einem Coumermycin A; Produzenten zeigte, dass sowohl die 5-
Methylpyrrol-2-carbonsdure als auch die zentrale 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure
Gruppe Radioaktivitit aufwiesen (Scannell und Kong, 1969). Es konnte somit nicht
zwischen diesen Einheiten unterschieden werden.

Die Biosynthese der Aminocoumarine wurde mit Hilfe von Mutanten weiter untersucht.
Queener et al. zeigte, dass die Amidbindung von Ring A und Ring B vor der
Verkniipfung auf Ring C erfolgt (Queener et al., 1978). Eine genauere und gezielte
Untersuchung der Biosynthese wurde jedoch erst durch die Klonierung und
Sequenzierung der Biosynthesegencluster von Novobiocin aus S. spheroides NCIMB
11981 (Steffensky et al., 2000b), Clorobiocin aus S. roseochromogenes var. oscitans DS
12.976 (Pojer et al., 2002) und Coumermycin A; aus S. rishiriensis DSM 40489 (Wang
et al., 2000) ermoglicht. Der Vergleich der drei Cluster zeigte, dass bei allen drei
Aminocoumarinen die strukturelle Ahnlichkeit auch zur Ahnlichkeit ihrer
Biosynthesegencluster fiihrt (Abb. 1.2). Die Organisation und Anordnung der Gene, die
fiir eine bestimmte strukturelle Gruppe codieren, sind in den drei Genclustern identisch.

kb

ORF
13 7

s
ZEFGY H I JKLM

DEEDDDUESRY

Transposase ORF "E
Gene 211

cou D O)=DIEDDDDEDE

zugeordnete Funktionen:

m) vermutlich Gene des Primarstoffwechsels [ Biosynthese und Ubertragung der 5-Methylpyrrol-
2-carbonsaure bzw. Carbamoylgruppe

[l:b Regulation Desoxyzucker Biosynthese

3-Dimethlallyl-4-hydroxybenzoesaure 2
E:) Biosynthese Eﬁ Resistenz

E3> 3-Amino-4,7-hydroxycoumarin Biosynthese C> unklare Funktion

% 4""-O-Methylierung des
@Verknupfung E> Desmyzuciers .

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Biosynthesecluster von Novobiocin (nov), Clorobiocin
(clo) und Coumermycin A (cou) (Li und Heide, 2004).
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2.2.1 Resistenzgene

Um sich vor dem produzierten Aminocoumarin zu schiitzen, weisen alle drei Gencluster
Gene auf, die fiir Resistenz des Streptomyces Stammes sorgen. Fiir S. spheroides wurde
berichtet, dass der Resistenzmechanismus gegen die Aminocoumarine auf der Synthese
einer Coumarin-resistenten Gyrase B Untereinheit beruht (Thiara und Cundliffe, 1988;
Thiara und Cundliffe, 1989; Thiara und Cundliffe, 1993).

@yrB®, ein Gen, das fiir eine resistente Gyrase B Untereinheit codiert, ist in allen drei
Clustern zu finden. Ein zweites Gen, parY®, konnte in den Biosynthesegenclustern von
Clorobiocin und Coumermycin nachgewiesen werden. ParY® zeigt Sequenzihnlichkeit
mit der B-Untereinheit von Typ II Topoisomerasen. Durch Expression von GyrB® und
ParY® in S. lividans konnte gezeigt werden, dass diese zwei Proteine Resistenz
gegeniiber Novobiocin und Coumermycin A; verleihen (Schmutz et al., 2004). Durch
zusétzliche Expression der korrespondierenden Einheiten GyrA und ParX und
anschlieBende biochemischer Untersuchung zeigte sich, dass GyrA zusammen mit
GyrB® die DNA-Uberspiralisierung und ParY® im Komplex mit ParX die DNA-
Entkettung und Relaxation katalysiert, was typisch fiir Topoisomerasen IV ist (Schmutz
et al., 2003a).

2.2.2  Regulatorgene

In den drei Biosynthesegenclustern sind jeweils die Gene novE/cloE/couE und
novG/cloG/couG vorhanden, die Sequenzdhnlichkeiten mit Regulatorgenen aufweisen.
Durch Inaktivierung von novE konnte gezeigt werden, dass NovE keine katalytische
Funktion in der Biosynthese von Novobiocin aufweist, aber eine positive
Regulatorfunktion hat (Eustaquio ef al., 2003b). Inaktivierung von novG fiihrte zu einer
um 98% geringeren Novobiocinproduktion. Dagegen resultierte die Uberexpression von
NovG zu einer 3-fachen Produktionssteigerung (Eustaquio et al., 2005b). NovG ist
ebenso wie NovE ein positiver Regulator der Novobiocinproduktion.

2.2.3  Gene der Biosynthese der Acylkomponente

Die Biosynthese der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure (Ring A) wurde umfassend
von Pojer et al. aufgeklart (Pojer et al., 2003b; Pojer et al., 2003a). Im Cluster von
Clorobiocin und Novobiocin kommen drei Gene vor, novF/cloF, novQ/cloQ und
novR/cloR, die nicht im Coumermycin-Biosynthesegencluster enthalten sind.
Inaktivierungsexperimente zeigten, dass cloR und cloQ essentiell fiir die Biosynthese
von Ring A sind.

Die Vorstufe dieser Acylkomponente ist 4-Hydroxyphenylpyruvat (Pojer ef al., 2003b),
nicht wie von Bunton et al (Bunton et al., 1963) vermutet L-Tyrosin. 4-
Hydroxyphenylpyruvat wird in einem weiteren Biosyntheseschritt von CloQ, einer
Prenyltransferase, zu 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenylpyruvat umgewandelt (Abb. 1.3).
CloR, eine bifunktionale non-heme Eisenoxygenase, liberfiihrt dieses Zwischenprodukt
in zwei aufeinander folgenden Schritten in 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesiure.
cloF/novF zeigen Sequenzihnlichkeit mit Prephenatdehydrogenasen, welche Prephenat
in 4-Hydroxyphenylpyruvat umwandeln. Deshalb ist zu vermuten, dass auch dieses Gen
an der Biosynthese der Acylkomponente beteiligt ist.
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Im Coumermycin-Biosynthesegencluster befinden sich an der gleichen Stelle die Gene
couRI-R4. Es wird vermutet, dass die Genprodukte dieser Gene an der Biosynthese der
3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure beteiligt sind. Jedoch wurde dafiir noch kein
Nachweis erbracht.

2.2.4  Gene der Biosynthese des Aminocoumarin-Rings

Die Gene nov/clo/couHIJK codieren fiir Proteine der Biosynthese des Aminocoumarin-
Rings. Durch intensive biochemische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
Tyrosin durch NovH mittels einer Thioesterbindung mit dem 4’-Phosphopantetheinyl-
Cofaktor aktiviert wird (Chen und Walsh, 2001). Dieses aktivierte Tyrosin wird
anschlieBend durch das Enzym Novl, einem Cytochrom P450 Enzym, an B-Position
hydroxyliert (Chen und Walsh, 2001). Das Heterotetramer NovJ,K, katalysiert in einem
weiteren Schritt die Oxidation diese B-Hydroxytyrosin zu B-Ketotyrosin (Pacholec et
al., 2005b) (Abb. 1.3). Diese Funktionen der Gene lassen sich auf die entsprechenden
Gene aus dem Coumermycin- bzw. Clorobiocincluster auf Grund der hohen Homologie
ibertragen.

Von Holzenkédmpfer und Zeeck (2002) wurde nachgewiesen, dass der Ringsauerstoff
des Aminocoumarin-Rings von Simocyclinon, welcher identisch mit dem
Aminocoumarin-Ring von Clorobiocin, Novobiocin und Coumermycin A; ist, von
molekularem Sauerstoff stammt und durch eine Monooxygenase eingefiihrt wird. Von
Chen und Walsh (2001) wurde spekuliert, dass das Gen novC, welches ,,upstream* von
novHIJK im Novobiocincluster liegt, fiir diese Monooxygenase codiert. Allerdings
liegen Zweifel vor, da in den Clustern von Clorobiocin und Coumermycin keine
Homologe vorliegen und auch weitere Untersuchungen eine Beteiligung von NovC
unwahrscheinlich erscheinen lassen (Eustaquio et al., 2003b; Pojer et al., 2002).

Auch die strukturellen Unterschiede an Position 8 des Aminocoumarin-Rings der
verschiedenen Aminocoumarine spiegeln sich in den Genclustern wieder. Clorobiocin
weist an dieser Stelle ein Chloratom auf, wahrend Novobiocin und Coumermycin A;
eine Methylgruppe tragen. Im Cluster von Clorobiocin findet sich dementsprechend ein
Gen clo-hal, das fiir eine Halogenase codiert (Eustaquio et al., 2003a). Bisher ist
allerdings ungeklart, ob das Substrat dieser Halogenase der Aminocoumarin-Ring, eine
Vorstufe davon oder das Produkt aus Aminocoumarin-Ring und 3-Dimethylallyl-4-
hydroxybenzoesdure ist.

An der gleichen Stelle im Cluster befindet sich im Fall von Novobiocin und
Coumermycin das Gen novO bzw. couO, das fiir eine Methyltransferase codiert (Li et
al., 2002). Untersuchungen zeigten, dass das Substrat dieser Methylierung nicht wie
frither vermutet der Aminocoumarin-Ring bzw. eine Vorstufe davon ist, sondern das
Produkt aus Aminocoumarin-Ring und 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesdure bzw. 3-
Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure (Pacholec et al., 2005¢).
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2.2.5 Gene der Biosynthese des Desoxyzuckers

Fiir die Biosynthese des Desoxyzuckers, der bei allen drei Aminocoumarinen ein
gemeinsames Strukturelement ist, codieren die finf Gene nov/clo/couSTUVW, die durch
ihre Sequenzdhnlichkeit zu bekannten Genen von Desoxyzuckern identifiziert werden
konnten und in allen drei Clustern vorkommen (Pojer et al., 2002; Steffensky et al.,
2000b; Wang et al., 2000). Ein erster Funktionsnachweis wurde durch Inaktivierung
von novT in S. spheroides durchgefiihrt. Die resultierende Mutante bildete nur noch das
Aglykon Novobiocinsdure (Steffensky et al, 2000b). In weiteren Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass cloU fiir eine Methyltransferase codiert, die die axiale
Methylgruppe an Position 5" des Desoxyzuckers anbringt (Freitag et al., 2006a). Auch
erste biochemische Untersuchungen der Gene novWUS zeigen, dass diese Gene an der
Biosynthese des Desoxyzuckers beteiligt sind (Thuy ef al., 2005).

2.2.5.1 Gen zur 4’ '-O-Methylierung des Desoxyzuckers

Interessanterweise resultierte die Inaktivierung von couP in S. rishiriensis in der
Bildung eines neuen Coumermycin-Derivates, bei dem die Methylgruppe an Position
4’ des Desoxyzuckers fehlte (Li et al., 2002). Durch Uberexpression wurde auch NovP
als O-Methyltransferase identifiziert (Freel Meyers et al., 2004). Auch die Inaktivierung
von cloP fiihrte zu 4’’-Desmethylclorobiocin (Freitag et al., 2005a). Bei dieser
Inaktivierung trat jedoch ein weiteres interessantes Produkt auf. Dieses neue
Aminocoumarin trug die 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe, die normalerweise an
Position 3" bzw. an Position 2" verkniipft ist, an Position 4"". Dies verdeutlicht, dass
die 4"’-O-Methylierung der 3""-O-Acylierung in der Biosynthese vorangeht.

2.2.5.2  Gene der 3"'-O-Acylierung des Desoxyzuckers

Ein charakteristisches strukturelles Merkmal des Clorobiocins und Coumermycins A;
ist die 5-Methylpyrrol-2-carbonsidure-Gruppe an Position 3" des Desoxyzuckers. An
der gleichen Stelle besitzt Novobiocin eine Carbamoylgruppe. Durch biochemische
Untersuchen wurde das Gen novN als Carbamoyltransferase identifiziert, die diese
Carbamoylgruppe mit dem Desoxyzucker des Novobiocins verkniipft (Freel Meyers et
al.,2004; Xu et al., 2004).

An der gleichen Position in den Genclustern von Clorobiocin und Coumermycin A;
befinden sich die Gene clo/couNI-7, welche fiir die Biosynthese der 5-Methylpyrrol-2-
carbonsiure-Gruppe codieren. Erste Fiitterungsexperimente von '‘*C-markiertem L-
Prolin zu einem Coumermycin A; Produzenten zeigten, dass die Biosynthese dieser
Gruppe von L-Prolin ausgeht (Scannell und Kong, 1969). Durch Inaktivierungen konnte
gezeigt werden, dass couN3 und couN4 in die Biosynthese involviert sind (Xu et al.,
2002). Jedoch ermdglichte erst die biochemische Untersuchung von CloN3, CloN4 und
CIoN5 eine genauere Aussage iiber die Biosynthese (Garneau et al., 2005). Diese
Untersuchungen zeigten, dass L-Prolin durch CloN4 ATP-abhéngig aktiviert wird (Abb.
1.3). Das entstandene L-Prolyl-AMP wird auf das Acylcarrierprotein CloN5 iibertragen.
Beide Reaktionen werden durch CloN4 katalysiert. Durch anschlieBende Katalyse von
CloN3 wird L-Prolyl-S-CloN5 zu L-Pyrrolyl-S-CloN5 oxidiert und zu Pyrrolyl-2-
carboxyl-S-CloN5 umgewandelt (Garneau et al., 2005). Durch biochemische
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Untersuchung, Inaktivierungen und Fiitterungsexperimente wurden kiirzlich auch die
Funktionen der Gene cloN1, cloN2 und cloN7 aufgeklirt (Anderle et al., 2007; Freitag
et al., 2005¢c; Garneau-Tsodikova et al., 2006a; Xu et al., 2003). CloN1 konnte als
weiteres Acylcarrierprotein identifiziert werden (Anderle et al., 2007; Freitag et al.,
2005c; Garneau-Tsodikova et al., 2006a). Die Inaktivierung von cloN2 fiihrte zu
Aminocoumarinen, denen die Pyrrolgruppe an Position 3" des Desoxyzuckers fehlte
(Xu et al., 2003). Zufiitterung eines Analogons dieser Pyrrolgruppe zu der cloN2-
Defektmutante zeigte jedoch, dass der Transfer auf den Desoxyzucker noch
funktionierte, was bedeutet, dass CloN2 fiir die Acyltransferase codiert, die Pyrrolyl-2-
carboxyl-S-CloN5 auf das Acylcarrierprotein CloN1 iibertridgt (Anderle et al., 2007).
CloN7 wurde als die Acyltransferase identifiziert, die die Pyrrolgruppe auf den
Desoxyzucker libertrdgt (Anderle ef al., 2007; Freitag et al., 2005c; Garneau-Tsodikova
et al., 2006a).

Inaktivierung von cloN6 im Wildtypstamm fiihrte zu einem Produkt, das zwar eine
Pyrrol-2-carbonsdure-Gruppe am Desoxyzucker aufwies, an der aber die
charakteristische Methylgruppe an Position 5" fehlte (Westrich ef al., 2003). Somit
konnte durch die Inaktivierung gezeigt werden, dass c/oN6 fiir diese Methyltransferase
codiert. Allerdings war bisher unklar, ob diese Methylierung vor oder nach der
Ubertragung auf den Desoxyzucker stattfindet.

Die Funktionen der Gene c/oNI-7 lassen sich auch auf die entsprechenden Gene couN1-
7 Uibertragen.

2.2.6  Gene fiir die Verkniipfung

Der erste Schritt zur Bildung eines Aminocoumarins ist die Verkniipfung der
Acylkomponente mit dem Aminocoumarin-Ring. Das entstehende Produkt trigt im Fall
von Novobiocin die Bezeichnung Novobiocinsdure, entsprechend bei Clorobiocin
Clorobiocinsédure (Abb. 1.3). Bei Coumermycin werden dagegen zwei Aminocoumarin-
Ringe iiber zwei Amidbindungen mit der zentralen 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsiure
verbunden. Durch biochemische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass NovL,
CloL bzw. CouL diese Reaktionen katalysieren (Galm et al., 2004a; Schmutz et al.,
2003b; Steffensky et al., 2000b).

Der Desoxyzucker wird anschlieBend durch die Glykosyltransferase NovM, auf die 7'-
OH-Gruppe des Aminocoumarin-Rings iibertragen (Albermann et al., 2003; Freel
Meyers et al., 2003). Fiir CloM bzw. CouM wird dieselbe Reaktion vermutet.

Eine Ubersicht der Biosynthese von Clorobiocin ist in Abbildung 1.3 gezeigt.
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2.3  Wirkungsmechanismus der Aminocoumarine

Die Aminocoumarine sind potente Inhibitoren der bakteriellen Gyrase. Die DNA-
Gyrase gehort zur Klasse der Typ II Topoisomerasen, die in allen Zellen vorkommt. Sie
sind zustindig fiir die Transkription, Rekombination und Replikation der DNA. Da die
DNA-Gyrase nur in prokaryontischen Zellen vorkommt, bildet sie ein ausgezeichnetes
Ziel als Angriffspunkt fiir Antibiotika. Die DNA-Gyrase besteht aus zwei
Untereinheiten GyrA und GyrB, die zur Bildung des aktiven Proteinkomplexes einen
A,B,-Komplex bilden. Die Aufgabe der Gyrase besteht darin, ATP-abhéingig negative
Supercoils in doppelstringiger DNA einzufiihren. Besonders gut untersucht ist die
DNA-Gyrase von Escherichia coli. Die GyrA-Untereinheit von E. coli ist ein 97 kDa
groBes Protein. Die N-terminale Doméne dieser GyrA-Untereinheit ist am DNA-
Strangbruch und an dessen Wiedervereinigung involviert, wihrend die C-terminale
Doméne an der Protein-DNA-Interaktion beteiligt ist. Die GyrB-Untereinheit weist
ebenso eine N- und eine C-terminale Doméne auf. Die N-terminale Doméne tragt die
ATPase Aktivitdt wihrend die C-terminale Doméne an den Interaktionen mit dem A-
Protein und der DNA beteiligt ist (Maxwell, 1997; Maxwell, 1999).

Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; greifen an der B-Untereinheit der
bakteriellen Gyrase an, indem sie mit ATP um die Bindung an diese Untereinheit
konkurrieren. Durch Rontgenstrukturanalysen konnte gezeigt werden, dass der
Aminocoumarin-Ring und der substituierte Desoxyzucker essentiell fiir die Bindung an
die B-Untereinheit der Gyrase ist (Lafitte et al., 2002; Lewis et al., 1996a; Maxwell,
1993; Tsai et al., 1997). Bei Novobiocin spielen Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Asp73 und der Carbamoylgruppe des Desoxyzuckers und Asn46 und der 2°'-
OH-Gruppe des Desoxyzuckers eine wichtige Rolle (Lewis et al, 1996a). Bei
Clorobiocin verdrangt die 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe zwei koordinierte
Wassermolekiile aus der hydrophoben Tasche, was in einer hoheren Affinitit zur
Gyrase B-Untereinheit resultiert. Der Aminocoumarin-Ring interagiert mit Arg 136 und
tragt damit zur Affinitdt bei. Die Substitution an Position 8'des Aminocoumarin-Rings
scheint auch zur Bindung an die B-Untereinheit beizutragen. Aminocoumarine mit
einem Chloratom zeigten eine hohere biologische Aktivitit wie die gleichen Produkte
mit einer Methylgruppe an dieser Position (Eustaquio ef al., 2003a). Die prenylierte 4-
Hydroxybenzoesdure Gruppe von Novobiocin und Clorobiocin tridgt durch hydrophobe
Wechselwirkungen nur wenig zur Aktivitat bei (Lafitte et al., 2002; Lewis et al., 1996a,;
Tsai et al., 1997). Auch die durch Mutasynthese neu hergestellten Aminocoumarine, die
modifizierte prenylierte 4-Hydroxybenzoesdure Gruppen aufwiesen, waren schwicher
aktiv als Clorobiocin (Galm et al., 2004b). Jedoch scheint diese Gruppe wichtig fiir die
Aufnahme in das Bakterium zu sein (Laurin et al., 1999; Reusser und Dolak, 1986).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass Novobiocin und Clorobiocin die Gyrase B-
Untereinheit als Monomer (Tsai et al., 1997), Coumermycin A; jedoch als Dimer
stabilisiert (Maxwell, 1997).

Kiirzlich wurde auch Topoisomerase IV als weiteres Target fiir Novobiocin identifiziert
(Hardy und Cozzarelli, 2003). Topoisomerase IV ist verantwortlich fiir die ATP-
abhingige Decatenierung von DNA-Molekiilen nach der DNA-Replikation und gehort
wie die DNA-Gyrase zu den Typ II Topoisomerasen. Es wird vermutet, dass die
Hemmung der Topoisomerase IV dem gleichen Mechanismus folgt wie die Hemmung
der DNA-Gyrase.
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2.4  Wirkungsspektrum und therapeutische Anwendung

Aminocoumarine weisen eine hohe Wirksamkeit gegen viele Gram-positive Bakterien
auf, insbesondere gegen Methicillin- und Vancomycin-resistente Staphylokokken.
Jedoch ist bisher die Anwendung der Aminocoumarine beschrinkt. Unter der
Anwendung von Novobiocin, das unter dem Namen Albamycin® (Pharmacia&Upjohn)
in den USA als Antibiotikum zur Behandlung von Infektionen ausgelost durch
multiresistente grampositive Bakterien beim Menschen zugelassen wurde, traten starke
Nebenwirkungen auf. Auf Grund dieser Nebenwirkungen, der schlechten
Wasserloslichkeit und der geringen Aktivitdt gegeniiber Gram-negativen Bakterien
blieb die klinische Anwendung eingeschriankt (Maxwell, 1993). Aullerdem wurde eine
rasche Resistenzentwicklung bei Staphylokokken beobachtet (Kirby et al., 1956;
Perronne et al., 1987). Die antibakterielle Aktivitdt der Aminocoumarine wurde sowohl
in in vitro Untersuchungen als auch in klinischen Studien nachgewiesen (Raad et al.,
1995; Raad et al., 1998; Walsh et al., 1993). Jedoch fiihrten die starken
Einschriankungen dazu, dass bisher kein weiteres Aminocoumarin zugelassen wurde und
die Forschung innerhalb der pharmazeutischen Industrie sich auf andere
Antibiotikaklassen konzentrierte. Durch die Zunahme an nosokomialen Pathogenen
(Eady und Cove, 2003; Marcinak und Frank, 2003) sowie der Zunahme der
Resistenzentwicklung resultiert nun wieder ein Interesse an bekannte Substanzklassen
(Pitlik, 2003).

Novobiocin weist, neben der antibiotischen Anwendung, weitere Anwendungsbereiche
auf. Es weist zum Beispiel synergistische Effekte mit Zytostatika auf, indem es die
zytotoxische Wirkung der Topoisomerase Il-Inhibitoren Etoposid bzw. Teniposid
verstirkt (Rappa et al., 1992). Es wurde beobachtet, dass diese Wirkung nicht durch die
zusitzliche Hemmung der Topoisomerase II durch Novobiocin hervorgerufen wird,
sondern durch die Hemmung des Transportes von Etoposid und Teniposid aus den
Zellen (Lorico et al., 1992; Rappa et al., 1992).

Kiirzlich wurde berichtet, dass Novobiocin auch mit dem Hitzeschockprotein Hsp90
interagieren kann (Allan et al., 2006; Marcu et al., 2000b; Marcu et al., 2000a). Hsp90
spielt eine wichtige Rolle bei der Funktion und Stabilitdit von verschiedenen
Zellsignalmolekiilen sowie onkologischen Tyrosin- und Serin/Threonin-Kinasen. Es
wurde beobachtet, dass diese Interaktion, wie die Hemmung der bakteriellen Gyrase,
auf die Konkurrenz des Novobiocins mit dem ATP um die Bindung an das Protein
zuriickzufiihren ist (Marcu et al., 2000b; Marcu et al., 2000a), was in einer Reduktion
an onkologischen Kinasen in vitro und in vivo fiihrt.

3. Herstellung neuer Antibiotika

Durch die unvermeidliche Resistenzentwicklung in jeder klinisch eingesetzten
Antibiotikaklasse gibt es einen kontinuierlichen Bedarf an neuen Verbindungen zur
antibakteriellen Therapie. Besonders Verbindungen mit einem neuen Wirkmechanismus
sind interessant. Zur Herstellung neuer Verbindungen werden verschiedene Verfahren
angewendet. Neben dem groflen Gebiet der chemischen Synthese, die jedoch im
Bereich der komplexen, hochmolekularen natiirlichen Produkte mit vielen reaktiven
Gruppen limitiert ist (Wohlleben und Pelzer, 2002), ist das Screenen nach neuen
Organismen, die antibakterielle Sekundérstoffe produzieren, eine weitere Moglichkeit
neue Substanzen zu gewinnen. Dabei kann es sich um Bakterien, Pilze oder auch
Pflanzen handeln. In der ,,goldenen Ara“ der Jahre 1940-1960 wurden viele bekannte
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und immer noch angewendete Antibiotika wie die Penicilline, Vancomycin,
Cephalosporine, Erythromycin usw. durch diese Methode entdeckt. Leider werden nach
50 Jahren des intensiven Screenings heute immer weniger neue natiirliche Produkte
durch diese Methode identifiziert, die ein nutzbares antibiotisches Potential aufweisen
(Walsh, 2003). Deshalb gerit dieses Verfahren immer mehr in den Hintergrund.
Allerdings werden nun die schon bekannten Organismen intensiver auf ihre
Sekundérstoffproduktion hin untersucht. Die Sequenzierung von Genomen zeigte, dass
viele Bakterienstimme oder Pilze in der Lage sind, mehrere Sekundirstoffe zu bilden
(Bode et al., 2002). Durch Untersuchungen und Optimierung von Kulturbedingungen
konnten viele der noch nicht identifizierten Sekundérstoffe gewonnen werden (Bode et
al., 2002). Dies zeigt, dass die Identifizierung von neuen, natiirlichen Derivaten aus
Bakterien, Pilzen oder Pflanzen noch lange nicht abgeschlossen ist.

Weitere Griinde flir das reduzierte Screening nach neuen Organismen sind die
Fortschritte in den Methoden der Strukturmodifizierung der urspriinglichen Naturstoffe
auf chemische Weise. Eine Grenze dieser Strukturmodifizierung stellen allerdings sehr
komplexe Naturstoffe dar, fiir die dieses Verfahren nur schwer oder gar nicht
anwendbar ist (Floss, 2006). Fiir alle weiteren Naturstoffe bietet sich jedoch durch
dieses Verfahren die Moglichkeit, gro3e Bibliotheken von modifizierten Derivaten zu
generieren, die wiederum als Basis fiir die Optimierung von neuen, semisynthetischen
Antibiotika dienen konnen.

Die Grundlage der Herstellung von neuen modifizierten Substanzen auf Basis von
bekannten natiirlichen Sekundirstoffen sind Kenntnisse {iber die Sekundérstoff-
Biosynthese. Durch die Entwicklung von neuen molekularen Techniken zur genetischen
Manipulation und durch die Sequenzierung von Sekundirstoffbiosyntheseclustern
wurde die Basis fiir diese Herstellung geschaffen. Herstellungsverfahren, die sich daraus
entwickelt haben, sind vor allem die kombinatorische Biosynthese, das metabolische
Engineering, die Vorstufen-gerichtete Biosynthese und die Mutasynthese.

3.1 Kombinatorische Biosynthese

Bisher gibt es in der Literatur keine verbindliche Definition der kombinatorischen
Biosynthese und des metabolischen Engineerings. Hutchinson allerdings definiert die
kombinatorische Biosynthese als den Austausch von Biosynthesegenen zwischen
naturstoffproduzierenden Mikroorganismen mit dem Ziel neue, modifizierte Naturstoffe
herzustellen (Hutchinson, 1999).

1985 wurde die kombinatorische Biosynthese erstmals fiir die Herstellung neuer
Substanzen von Hopwood et al. entwickelt (Hopwood et al., 1985). Dabei wurden die
Biosynthesegene des Actinorhodinclusters von Streptomyces coelicolor in Streptomyces
sp AM-7161 eingebracht. S. sp AM-7161 produzierte urspriinglich Medermycin. Nach
dem Einbringen der Gene des Actinorhodinclusters produzierte diese Mutante neben
Medermycin grole Mengen einer weiteren Verbindung, die identifiziert wurde als
Mederrhodin A (Hopwood et al., 1985). Seither wurde diese Methode fiir die
Herstellung vieler verschiedener neuer Derivate, darunter Polyketide und nicht-
ribosomale Peptide, verwendet (Cane ef al., 1998; Khosla, 1998; Rohr, 1995). Auch zur
Herstellung neuer Aminocoumarine konnte diese Methode erfolgreich angewendet
werden (Eustaquio et al., 2003a; Freitag et al., 2006b; Li et al., 2002).
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Die kombinatorische Biosynthese ist damit eine gute Basis zur Substanzentwicklung, -
optimierung und —produktion. Jedoch weist auch diese Methode sowie das metabolische
Engineering eine viel Zahl von Problemen auf. Vor allem sind dies Probleme mit der
Substratspezifitit der Biosynthese-Enzyme. Auch die teilweise geringen Ausbeuten und
die Bildung von inaktiven Substanzen stellen Probleme des Verfahrens dar (Floss,
2006).

3.2  Mutasynthese

Weitere Methoden zur Gewinnung neuer Substanzen sind die Vorstufen-gerichtete
Biosynthese und die Mutasynthese. Bei der Vorstufen-gerichteten Biosynthese wird das
Kulturmedium des unverdnderten Sekundirstoffproduzenten mit Substanzen versetzt,
die als Konkurrenten zum eigentlichen Substrat auftreten, das normalerweise in der
Biosynthese des Antibiotikums verwendet wird (Weist und Siissmuth, 2005). Ein
Problem dieser Vorstufen-gerichteten Biosynthese stellt oft die geringe Ausbeute der
neuen Substanz dar (Wohlleben und Pelzer, 2002). Um diese Ausbeuten zu verbessern,
kann die Mutasynthese benutzt werden. Die Mutasynthese basiert auf der Zufiitterung
von synthetischen Analoga von Vorstufen des Sekundérstoffes zu Mutanten, in denen
ein wichtiger Schritt der Antibiotikabiosynthese blockiert ist (Weist und Siissmuth,
2005).

Fiir beide Methoden gilt, dass zur Produktbildung eine Aufnahme der zugefiitterten
Substanzen notwendig ist. Weitere Limitierungen sind (Weissman, 2007): 1) Die
strukturelle Diversitdt der Analoga der Vorstufen, welche in die endgiiltige Substanz
eingebaut werden konnen, ist limitiert durch die Substratspezifitit der beteiligten
Biosynthese-Enzyme. 2) Nur strukturelle Gruppen, die in die ersten Schritten der
Biosynthese involviert sind, konnen modifiziert werden. Ein Vorteil der Mutasynthese
ist, dass durch die Verwendung einer einzigen Mutante, der viele verschiedene
Substanzen gefiittert werden, viele neue Sekundérstoffe hergestellt werden konnen.

Die Mutasynthese wurde schon erfolgreich eingesetzt, um neue Aminocoumarine zu
gewinnen (Galm et al., 2004a). Dafiir wurde eine Mutante des Clorobiocin-Produzenten
benutzt, in der die Biosynthese der 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoeséure (=Ring A)
defekt war. Nach Zufiitterung von unterschiedlichen Ring A-Analoga wurden
verschiedene neue Aminocoumarine isoliert und identifiziert, die die Grundstruktur von
Clorobiocin aufwiesen, aber unterschiedliche Ring A-Analoga trugen. Somit konnten
durch diese Methode eine Reihe von unterschiedlichen neuen Aminocoumarinen
hergestellt werden. Allerdings zeigte sich auch in diesen Experimenten die Limitierung
dieser Methode. Einzelne zugefiitterte Ring A-Analoga wurden nicht von der
Amidsynthetase CloL akzeptiert und somit entstanden aus diesen Fiitterungen keine
neuen Produkte.
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4. Zielsetzung der Arbeit

Ein erstes Ziel der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zu der Methyltransferase
CloN6. Das Strukturgen c/loN6 befindet sich in der Gruppe der Gene cloNI-7, die in die
Bildung und den Transfer der Pyrrol-2-carbonsdure-Einheit von Clorobiocin involviert
sind. Durch Inaktivierung von cloN6 war gezeigt worden, dass dieses Gen fiir eine
Methyltransferase codiert, die fiir die Methylierung an Position 5°°° der Pyrrol-2-
carbonsdure-Gruppe von Clorobiocin verantwortlich ist (Westrich et al., 2003). Durch
Sequenzanalyse konnte eine putative Cobalamin-Bindungsstelle und ein putatives
Eisen-Schwefel-Cluster gefunden werden, was diese Methyltransferase sehr
ungewohnlich macht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Experimente
durchgefiihrt werden:

» Klonierung von cloN6 in verschiedene Expressionsvektoren fiir E. coli,
Saccharomyces cerevisiae oder Streptomyces lividans T7.

> Uberexpression der Methyltransferase mit anschlieBender Aufreinigung.

» Biochemische Charakterisierung der Reaktion.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Herstellung neuer Aminocoumarine.
Dabei sollten neue Novobiocin- und Clorobiocin-Derivate sowie Hybrid-
Aminocoumarine hergestellt werden, die eine modifizierte Acylkomponente (Ring A)
aufweisen. Die neue Novobiocin-Derivate sollten dabei durch einen biochemischen
Ansatz bzw. durch Mutasynthese gewonnen werden. Zur Herstellung der Clorobiocin-
Derivate sollte eine neue Methode entwickelt werden, die die Grenzen der bisher von
Galm et al. (2004a) genutzten mutasynthetischen Methode erweitert. Auch zur
Herstellung der Hybrid-Aminocoumarine sollte eine neue zweistufige Methode
entwickelt werden.

Alle erhaltenen neuen Derivate sollten anschlieend auf ihre Bioaktivitit und Toxizitét
hin getestet werden.

Folgende Punkte sollten im Hinblick auf diese Zielsetzung bearbeitet werden:

Herstellung von Novobiocin-Derivaten:
» Herstellung von Novenamin und Testung im Amidsynthetase-Assay zur
Herstellung neuer Novobiocin-Derivate.
» Bei Bedarf Herstellung einer novQ-Defektmutante des Novobiocin-Produzenten.
AnschlieBend Fiitterung von verschiedenen Ring A-Analoga, Isolierung und
Identifizierung der gebildeten Derivate.

Herstellung von Clorobiocin-Derivaten:
» Entwicklung einer neuen Methode zur Herstellung von Clorobiocin-Analoga.
Dabei:
e Herstellung einer cloQcloL-Defektmutante des Clorobiocin-Produzenten.
e Klonierung der Amidsynthetase-Gene coul (aus dem Coumermycin-
Cluster) und simL (aus dem Simocyclinon-Cluster) in den
Expressionsvektor pUWL201 wund Einbringen der resultierenden
Plasmide in die c/loQcloL-Defektmutante des Clorobiocin-Produzenten.
e Fiitterung der in fritheren in vitro Untersuchungen von SimL bzw. CouL
akzeptierten, synthetischen Ring A-Analoga an die geeignete Mutante.
AnschlieBend Isolierung und Identifizierung der gebildeten Derivate.
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Herstellung von Hybrid-Aminocoumarinen:
» Entwicklung einer neuen Methode zur Herstellung von Hybrid-
Aminocoumarinen (zweistufige Fiitterungen).

Dabei:

Herstellung einer Mutante mit defektem novQ Gen und defekten Genen
der Desoxyzucker-Biosynthese des Novobiocin-Produzenten.

Fiitterung von NovL akzeptierten, synthetischen Ring A-Analoga an
diese Mutante. AnschlieBend Extraktion der Kulturen.

Herstellung einer cloQcloL-Defektmutante des Clorobiocin-Produzenten
(s. Herstellung von Clorobiocin-Derivaten).

Fiitterung der Extrakte der Novobiocin-Mutante zur Clorobiocin-
Mutante. Anschliefend Isolierung und Identifizierung der gebildeten
Derivate.

Erweiterung des Substratspektrums innerhalb dieser Methode durch das
Einbringen der Amidsynthetase-Gene simL und coulL in die Novobiocin-
Mutante mit anschlieBender Fiitterung von Ring A-Analoga, die nur von
diesen Amidsynthetasen akzeptiert werden. Fiitterung dieser Extrakte an
die Clorobiocin-Mutante mit Isolierung und Identifizierung der
gebildeten Derivate.

» Untersuchung aller neuen Derivate auf DNA-Gyrase-Hemmung und ATPase-
Hemmung.

» MIC-Bestimmungen der Substanzen gegeniiber klinisch relevanten
humanpathogenen Mikroorganismen.

» Untersuchung der neuen Substanzen auf ihre Toxizitdt gegen eukaryontische

Zellen.
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II Material und Methoden

1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden iiberwiegend von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),
Merk (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.
Medienbestandteile wurden hauptsdchlich von der Firma Becton-Dickinson

(Heidelberg) verwendet. Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile sind
nachfolgend aufgelistet.

Tab. II.1: Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Hersteller

Bezeichnung

Aventis, Bad Soden a.Ts.

Clorobiocin

Becton-Dickinson, Heidelberg

Casaminoacids

Corn Starch

Hefeextrakt

Nutrient Agar

Pepton

Peptose Nr.3

Tryptic Soy Broth (Soytone)
Trypton

Biozyme Scientific GmbH, Oldendorf

Agarose

Flourochem, Old Glossop, UK

2.3-Dihydrobenzofuran-5-carboxylsiure

Fluka, Neu-Ulm

Apramycin
4-Hydroxybenzoesédure
4-Methylthiobenzoesiure
Novobiocin

Thiostrepton

TEMED

FMC BioProducts, Rockland, USA

NuSieve® GTG® Agarose

Interchim, Montlucon, Frankreich

4-Methoxy-3-pyrazol-1-ylmethyl-
benzoesdure

Lancaster, Mihlheim a.M

3.5-Dimethyl-4-hydroxybenzoeséure

Merck, Darmstadt

Adenosintriphosphat (ATP)
Fleischextrakt

Malzextrakt
B-Mercaptoethanol
Phosphorpentoxid
Polyvinylalkohol
Uvasol-DMSO-d6
Uvasol-Methanol-d4

Pharmacia&Upjohn, Kalamazoo,
Michigan, USA

Ring B
Novobiocinsédure

Roth, Karlsruhe
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Ammoniumpersulfat
X-Gal

Carbenicillin
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Glucose
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Hersteller Bezeichnung
Roth, Karlsruhe Glycin
IPTG
L-Prolin

3-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1)

PEG 1000

Rotiphorese” Gel 30 (Acrylamid, 0,8%
Bisacrylamid)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Tris-maleat
N-Tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-
aminoethanolsulfonsdure (TES)

Serva, Heidelberg Coomassie Brilliant Blue R250
N-Lauroylsarkosin (Na-Salz, 35%)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen Ammoniummolybdat
Benzoeséure
Bromphenolblau
3-(Carboxymethylaminomethyl)-4-hydroxy
-benzoesdure
Chloramphenicol
p-Coumarsiure
3,5-Dibrom-4-hydroxybenzoesiure
Dimethylformamid (DMF)
DMSO
Distillers grains and solubles
EDTA
Ferulasdure
4-Hydroxy-3-(morpholinomethyl)benzoe-
saure
Imidazol
Malachitgriin
3-Methyl-4-aminobenzoesiure
Natriumcitrat
Kaffeesdure
Kanamycin
Maleinsdure
Phenylmethylsulfonylflourid (PMSF)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween
20)
Tris Base
Vanillinséure
Zimtsdure

Specs, Delft, Niederlande 3[(4-Chloro-3-methylphenoxy)methyl]-4-
methoxybenzoeséure
3[(2,5-Dimethylphenoxy)methyl]-4-
methoxybenzoeséure

Sudzucker, Mannheim Saccharose
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Die in Tabelle I1.2 aufgefiihrten Chemikalien wurden in den Arbeitskreisen von Prof.
Dr. Heide (Schmutz, E., Henning, S.) und Prof. Dr. Wessjohann (Dessoy, M.-A.)

chemisch synthetisiert.

Tab. I1.2: Chemisch synthetisierte Chemikalien

Hersteller Bezeichnung
Hennig, S. 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesdure
(Hergestellt nach (Ring A)

Kominek und Meyer, 1975)

Oxazol-Vorstufe von Novenamin

Schmutz, E. (Schmutz et al., 2003b)

3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonsdure
3-Methylpyrrol-2.4-dicarbonsiure

Dessoy, M.-A.(Dessoy, 2003)

3-Brom-4-hydroxybenzoesdure
3-Chlor-4-hydroxybenzoesdure
3-Propenyl-4-hydroxybenzoesdure
3-Propyl-4-hydroxybenzoesédure
3-Isobutyrylamino-4-hydroxybenzoeséure
3-Ter-valerylamino-4-hydroxybenzoesiure

2. Siaulenmaterial

Die verwendeten Siulenmaterialien wurden als Trockensubstanz, Suspensionen oder
Fertigsdulen bezogen, deren Lagerung nach Herstellerangaben erfolgte.

Tab. I1.3: Sdulenmaterialien
Hersteller

Sdulenmaterial

Agilent Technologies, Boblingen

Eclipse XDB-C 18 (5 um, 150 x 4.6 mm)

Amersham Biosciences, Freiburg

Sephadex® LH-20 (Trockensubstanzen)
Sephadex® G25 NAP-10 (kommerzielle
Séaule)

Glutathionsepharose (Suspension)

C+S Chromatographie Service, Diiren

Multosphere® RP 18-5 (5um, 250 x 4 mm)
(kommerzielle Saule)

Multosphere® RP 18-5 (5um, 250 x 8 mm)
(kommerzielle Saule)

Multosphere® RP 18-5 (5pum, 250 x 10 mm)
(kommerzielle Sdule)

Macherey-Nagel, Diiren

Nucleosil® 120 RP ODS (8 pm,
2 x 250 mm)

Qiagen, Hilden

Ni-NTA-Agarose (Suspension)
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3. Enzyme und Kits

Hersteller Bezeichnung

Amersham Biosciences, Freiburg Low Molecular Weight Calibration Kit for
SDS Electrophoresis
GFT® PCR DNA and Gel Band Purification
Kit

Restriktionsendonucleasen
T4-DNA-Ligase

Fluka, Neu-Ulm Lysozym (47000 U/mg)
Lysozym (85400 U/mg)
Macherey-Nagel, Diiren Nucleobond® Kit AX100
Nucleospin® Extract 2 in 1
New England Biolabs, Restriktionsendonucleasen
Schwalbach T4-DNA-Ligase
Plant Bioscience Limited, REDIRECT" technology:PCR-targeting
Norwich, UK system in Streptomyces coelicolor
Promega, Madison, WI, USA pGEM-T® Vector System
Tag-Polymerase
Qiagen, Hilden RNase A (100 mg/ml)
Roche Biochemicals, Mannheim DIG-High Prime DNA Labelling and

Detection Starter Kit

DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-

markiert

Expand High Fidelity PCR System
Stratagene, Taufkirchen 1 kb-DNA-Leiter (500 pg/ml)

Restriktionsendonukleasen

Die in Tabelle I1.4 aufgefiihrten Proteine wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. Heide
exprimiert und gereinigt.

Tab. I1.4: exprimierte Proteine

Hersteller Bezeichnung
Metzger, U. (personl. Mitteilung) NovL, SimL
Schmutz, E. (Schmutz ef al., 2003b) CouL

Galm, U. (Galm et al., 2004a) CloL

4. Nihrmedien, Puffer und Losungen

4.1 Medien zur Bakterienkultivierung

Die Angaben fiir die nachfolgend aufgefiihrten Ndhrmedien beziehen sich jeweils auf 1
Liter Medium. Alle Medien wurden im Autoklaven mit Wasserdampf bei 21°C, 20 min
sterilisiert. Im Falle von Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 2% (w/v) Agar
hinzugegeben. Die Zugabe von getrennt sterilisierten Losungen und hitzelabilen
Substanzen wie Antibiotika erfolgte erst nach dem Autoklavieren unter sterilen
Bedingungen. Die Medien wurden bei RT oder bei 4°C gelagert.
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4.1.1  Kultivierung von E. coli

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

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

Alle Bestandteile wurden in 800 ml H,Oupigese gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 1
aufgefillt und autoklaviert.

TB-Medium

Trypton 120g
Hefeextrakt 200 g
Glycerol 4,0 ml

Alle Bestandteile wurden in 900 ml H)Opigest gelOst und autoklaviert. AnschlieBend
werden 100 ml einer sterilen Losung von 0,17 M KH,PO4 und 0,72 M K,HPO4
zugegeben.

SOB-Medium

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

Die Bestandteile wurden in 800 ml H,Opigest gelOst, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 1
aufgefiillt und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurden 10 ml einer sterilen 1M
MgCl,-Losung hinzugefiigt.

4.1.2  Kaultivierung und Expression in Saccharomyces cerevisiae INVScl

YPD-Medium (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) (Ausubel et al., 1996)

Hefeextrakt 10g
Pepton 20g
Dextrose 20g

Die Bestandteile wurden in 1 1 H,Opigest gelost und autoklaviert (Anmerkung zur
Herstellung von Platten: Dextrose nicht mit Agar zusammen autoklavieren; 20 %
Dextroseldosung wurde separat autoklaviert (100 ml)).

SC-minimal Medium (nach Herstellervorschrift von pYES2/NT (Invitrogen))

Yeast nitrogen Base 6,7¢g Asparaginsdure 0,05¢g
Adenin 0,1g Isoleucin 0,05¢
Argenin 0,lg Methionin 0,05¢g
Cystein 0,1g Phenylalanin 0,05¢
Leucin 0,1g Prolin 0,05¢g
Threonin 0,lg Serin 0,05¢g
Tryptophan 0,1g Tyrosin 0,05¢
Histidin 0,05¢ Valin 0,05¢
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Die Bestandteile wurden in 900 ml bzw. im Fall des Induktionsmedium in 800 ml
H,Opigest gelost, autoklaviert und anschlieBend mit folgender Losung bzw. Losungen
steril versetzt:

Glucose 20% in 100 ml H;Opigest (autoklaviert)
bzw. im Fall des Induktionsmediums:

Raffinose 10% in 100 ml HyOpigest

Galaktose 20% in 100 ml H;Opigest (autoklaviert)

Die zehnfach konzentrierte Raffinoselosung wurde nicht autoklaviert sondern
sterilfiltriert.

Nach Transformation eines pYES-Vektors in den Uracil-defizienten Hefestamm wurde
zur Selektion das Uracil im Medium weggelassen (SC-U-Medium).

4.1.3  Kultivierung von Streptomyceten

YMG (Yeast-Malt-Glucose)-Medium

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

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

HA-Medium
YMG-Medium 11
Nach dem Autoklavieren wurde steril 1,0 ml 1 M CaCl,-Losung hinzugefiigt.

TSB (Tryptone Soya Broth)-Medium (Kieser et al., 2000)
Tryptone Soya Broth 300 g
Die Bestandteile wurden in 1 1 HyOp;gest gelOst und autoklaviert.

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

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

Alle Bestandteile wurden in 1 1 HyOpigest gelost und autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren erfolgte die Zugabe von 2 ml steriler 2,5 M MgCl,-Losung.

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

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

Mannitol wurde in 1 1 Leitungswasser gelost und in 100 ml Fraktionen in 300 ml
Erlenmeyerkolben mit 2 g Agar und 2 g Sojamehl gefiillt. Sterilisation erfolgte durch
zweimaliges autoklavieren (115°C, 15 min) mit vorsichtigem Schiitteln zwischen den
beiden Autoklaviervorgédngen.
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R5-Medium (modifiziert) (Kieser et al., 2000)

Saccharose 1030 g
K>SOy 0,25 ¢g
MgCl, x 6 H,O 10,1 g
Glucose 10,0 g
Casaminoacids 0,1g
Spurenelementeldosung 2,0 ml
Hefeextrakt 50g
TES 57¢g

Alle Bestandteile wurden in 800 ml HyOpgest gelost, der pH wird auf 7,2 eingestellt und
dann auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert.

(Anmerkung: Fiir die Herstellung von Weichagar wurden nur 6,0 g Agar zugesetzt.)
Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe von folgenden sterilen Losungen:

KH,PO4 (0,5 %) 10 ml
CaCl, x 2 H,0 (1M) 20 ml
L-Prolin (20 %) 15 ml
Spurenelementelosung:

ZnCl, 40 mg
FeCl; x 6 H,O 200 mg
CuCl, x 2 H,O 10 mg
MnCl, x 6 H,O 10 mg
Na2B4O6 x 10 Hzo 10 mg
(NH4)6M07024 x4 HzO 10 mg

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

4.14 Novobiocin-Produktionsmedium

CDM-Medium (Kominek, 1972)

tri-Natrium-Citrat x 2 H,O 6¢g
L-Prolin 6g
KzHPOz x 3 HzO 2 g
(NH4)2SO4 1,5 g
NaCl S5¢g
Die Bestandteile wurden in 800 ml H;Opigest gelost und der pH auf 7,2 mit HCI
eingestellt.

MgSO4x 7 H,O 2,05¢
CaClz x 2 HzO 0,4 g
FeSO4x 7 H,O 02¢g
ZIISO4X 7 H20 0,1 g

Die Bestandteile wurden geldst und auf 900 ml H,Opigest aufgefiillt. Der pH wurde auf
7,2 mit NaOH eingestellt und die Losung dann autoklaviert.

Glucose 300 g

Die Glucose wurde in HyOpigest gelost, auf 100 ml aufgefiillt und autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurde die Glucose steril dazugegeben.
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4.1.5 Clorobiocin-Produktionsmedium

Corn Starch-Medium (Vorkulturmedium) (Mancy et al., 1974)

Corn Starch 10g
Pepton 10g
Fleischextrakt 5¢g

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

Distillers solubles-Medium (Produktionsmedium) (Mancy ef al., 1974)
Losung A:

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

Die Bestandteile wurden in 700 ml H,Opiqgest gelost, auf pH 7,8 eingestellt. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von:

CaCO; 6g

Diese Losung wurde mit HyOpigest auf 887 ml aufgefiillt und autoklaviert.

Losung B:

mH4)ZSO4 32 g

Dieser Bestandteil wurde in HyOpigest gelost, auf 200 ml aufgefiillt und autoklaviert.
Losung C:

Glucose 75 g

Dieser Bestandteil wurde in HyOpigest gelost, auf 300 ml aufgefiillt und autoklaviert.

Losung A wurde nach dem Autoklavieren mit 13 ml Losung B und 100 ml Losung C
erganzt.

4.1.6 Protoplastentransformation und Konjugation von Streptomyceten

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

Fiir die Praparation von Protoplasten von S. coelicolor M512, S. coelicolor (clo-CAS)
und S. lividans T7 wurden 25 ml Glycin 20% (w/v) zu 1 Liter YEME-Medium
hinzugegeben (Endkonzentration 0,5%).

TSB-Medium mit Glycin (Kieser et al., 2000)
Fiir die Praparation von Protoplasten von S. coelicolor (nov-CA7) wurden 1 ml Glycin
20% (w/v) zu 50 ml TSB-Medium hinzugegeben (Endkonzentration 0,4%).

Soft Nutrient Agar (Kieser et al., 2000)

Nutrient Broth 80¢g

Agar 5,0g

Alle Bestandteile wurden in einem Endvolumen von 1 1 HyOp;gest gelOst und autoklaviert
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R2YE-Medium (Kieser et al., 2000)

Saccharose 1030 g
K>SOy 0,25 ¢g
MgCl, x 6 H,O 10,1 g
Glucose 10,0 g
Casaminoacids 0,1g
Spurenelementeldosung 2,0 ml
Hefeextrakt 50g
TES 57¢g

Alle Bestandteile wurden in 800 ml HyOuigest gelost, auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert.
Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe von folgenden sterilen Losungen:

KH;PO4 (0,5 %) 10 ml
CaCl, x 2 H,0 (1M) 20 ml
L-Prolin (20 %) 15 ml
NaOH (1M) 7 ml

R3-Weichagar

Saccharose 171,0 g
Glucose 10,0 g
Peptone 40¢g
KCl 0,5¢g
CaCl, x 2 H,O 22¢
MgCl, x 6 H,O 81g
Agar 80¢g

Alle Bestandteile wurden in einem Endvolumen von 1 1 HjOpgesr gelost und
autoklaviert.

Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe von folgenden sterilen Lésungen:

KH,PO4 (0,5 %) 40,0 ml

TES (250 mM, pH 7,2) 100,0 ml

2xYT (Kieser et al., 2000)

Trypton l6 g
Hefeextrakt 10g
NaCl S5¢g

Alle Bestandteile wurden in einem Endvolumen von 1 1 H,Opjgesr gelost und
autoklaviert.

4.2  Antibiotikalosungen

Die Antibiotikalésungen wurden in Stammlésungen mit den angegebenen
Konzentrationen angefertigt und bei -20°C gelagert. Wéssrige Losungen wurden mit
einem speziellen Filter (Porengrofle 0,2 pum) sterilfiltriert. Losungen in Ethanol und
DMSO sind autosteril. Die Antibiotika wurden den Medien nach dem Autoklavieren
und Abkiihlen auf ca. 50°C steril zugesetzt (Tab. IL.5).
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Tab. I1.5: Verwendete Antibiotika

Endkonzentration in Losungsmittel
Antibiotikum Stammlésung [mg/ml] Medium [pg/ml]
Apramycin 100 12,5-50 Wasser
Carbenicillin 50 50 Wasser
Chloramphenicol 50 25-50 Ethanol
Kanamycin 100 12,5-50 Wasser
Nalidixinsaure 25 25 0,3 M NaOH
Tetracyclin 25 12 Ethanol
Thiostrepton 50 6-50 DMSO
4.3  Puffer und Losungen

4.3.1

Tab. I1.6: Puffer und Losungen zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli.

Puffer und Losungen zur DNA-Isolierung

Alle Losungen wurden mit H,Op;qesc hergestellt und mit Ausnahme von L2-Puffer autoklaviert.

Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz. Herstellung

L1-Puffer Tris-Base 50 mM mit HCI auf pH 8,0
EDTA 10 mM einstellen; RNase A
RNase A 100 pg/ml vor Gebrauch

zugeben

L2-Puffer NaOH 0,2M
SDS 1.0% (w/v)

L3-Puffer NaAc x 2 H,O 3M pH 5.2 einstellen

TE Tris-Base 10 mM mit HCl auf pH 7,5
EDTA 1 mM einstellen

Tab. I1.7: Puffer und Losungen zur Isolierung von Plasmiden und genomischer DNA aus

Streptomyceten.

Alle Losungen wurden mit H,Oy;qesc hergestellt und mit Ausnahme von Losung B autoklaviert.

Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz. Herstellung

Losung A Glucose 50 mM mit HCI auf pH 8,0
Tris-Base 25 mM einstellen; RNase A
EDTA 10 mM und Lysozym kurz
RNase A 100 pg/ml vor Gebrauch
Lysozym 4-6 mg zugeben

Losung B NaOH 0,2M
SDS 1,0% (w/v)

Losung C NaAc x 2 H,O 3M pH auf 5,2 einstellen

2xKirby Mix SDS 2g in 89 ml 16sen und

(Kieser et al., 2000) Na-4-ammonium Tris-HCI und Phenol
salicylat 12¢g dazugeben; nicht

2 M Tris-HCI, pH 8,0 5 ml
Phenollésung, pH 8,0 6 ml

autoklavieren; vor
Licht geschiitzt bei 4
°C aufbewahren
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Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz. Herstellung

TSE-Puffer Tris-Base 25 mM mit HCI auf pH 8,0
EDTA 25 mM einstellen
Saccharose 10,3% (w/v)

TSE-AufschluB3- TSE-Puffer mit: RNase und Lysozym

Puffer RNase A 100 pg/ml kurz vor Gebrauch
Lysozym 3.0 mg/ml zugeben

4.3.2  Puffer zur DNA-Gelelektrophorese

Tab. I1.8: Puffer zur DNA-Gelelektrophorese.
Alle Losungen wurden mit HyOp;qe; hergestellt, mit Ausnahme des Ladepuffers autoklaviert und bei RT
gelagert.

Puffer Zusammensetzung Endkonz. Herstellung
50 x TAE-Puffer Tris-Base 2M mit Eisessig auf pH
EDTA 0,05 M 8,0 einstellen
Eisessig 57.1 ml/l
Ladepuffer Glycerin 30% (w/v) nicht autoklavieren;
Bromphenolblau 0,25% (W/v) Leitungswasser
benutzen; Lagerung
bei 4°C
Ethidiumbromid- Ethidiumbromid 1 mg/1
Férbelosung

4.3.3  Puffer zur Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten

Alle Losungen wurden mit HyOpigest hergestellt, getrennt autoklaviert und unter sterilen
Bedingungen gemischt. Die Puffer wurden nach Aliquotierung bei -20°C gelagert.

Tab. I1.9: Puffer zur Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten.

Puffer Zusammensetzung Menge
Protoplastierungspuffer Saccharoselosung (12% (w/v)) 85,5 ml
(P-Puffer) Spurenelementelosung (s. 4.1.3) 0,2 ml
(Kieser et al., 2000) K>SOy (140 mM) 0,2 ml
MgCl, x 6 H,O (1 M) 1,0 ml
KH,PO4 (40 mM) 1,0 ml
CaCl; x 2 H,0 (250 mM) 1,0 ml
TES (250 mM, pH 7,2) 10,0 ml
Transformationspuffer Saccharoselosung (25% (w/v)) 1,0 ml
(T-Puffer) PEG 1000 (50% (m/v) 5,0 ml
(Kieser et al., 2000) Spurenelementeldsung (s. 4.1.3) 0,03 ml
K,S04 (140 mM) 0,1 ml
MgCl, x 6 H,O (1 M) 0,1 ml
KH,PO4 (40 mM) 0,1 ml
CaCl; x 2 H,0O (250 mM) 1,0 ml
Tris-maleat (0,5 M, pH 8,0) 1,0 ml
H>Opidest 2,0 ml
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4.3.4  Puffer und Losungen fiir Southern Blot Hybridisierung

Tab. I1.10: Puffer und Losungen fiir Southern Blot Hybridisierung.
Alle Losungen wurden mit H,Oy;qesc hergestellt und bei RT gelagert.

Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz. Herstellung

Depurinierungs- HCl 250 mM

16sung

Denaturierungs- NaOH 0,5M

16sung NaCl I.5M

Neutralisierungs- Tris-Base 0,5M mit HCI auf

16sung NaCl 3.0M pH 7.5 einstellen

20x SSC Tri-Natrium-Citrat 0,3M mit HCI auf pH 7,0
NaCl 3.0M einstellen

Priahybridisierungs- Magermilchpulver 3,0% frisch ansetzen in

16sung SDS (als 10%ige (w/v) Lsg.) 0,02% 5x SSC-Puffer

N-Laurylsarkosin (35%ige  0,1%
(w/v) Losung)

Hybridisierungs- Magermilchpulver 1,5% frisch ansetzen in
16sung SDS (als 10%ige (w/v) Lsg.) 0,02% 5x SSC-Puffer
N-Laurylsarkosin (35%ige  0,1%
(w/v) Losung)

2x Waschpuffer SDS (als 10%ige (w/v) Lsg.) 0,1% 2x SSC-Puffer
0.5x Waschpuffer SDS (als 10%ige (w/v) Lsg.) 0.1% 0.5x SSC-Puffer
Maleinséure- Meleinsédure 0,1 M mit NaOH auf pH 7,5
Puffer NaCl 0.15M einstellen
Tween- Tween 20 0,3% frisch ansetzen in
Waschpuffer Maleinsdurepuffer
Blocking-Losung Magermilchpulver 3,0% frisch ansetzen in
Maleinsdurepuffer
Detektionspuffer Tris-Base 0,1 M mit HCl auf pH 9,5
NaCl 0.1 M einstellen
Antikorper-Losung  Blocking-Losung 20,0 ml frisch ansetzen
Maleinsaurepuffer 20,0 ml
Anti-DIG-AP-Konjugat 0.4 ul
Stripping-Lsung NaOH 0,2M

SDS (als 2%ige (w/v) Lsg.)  0.1%

4.3.5 Losungen zur Transformation und Selektion von E. coli

Tab. I1.11: Stammlésungen zur Blau-Weif3-Selektion.
Die Lagerung der Losungen erfolgte bei -20°C.

Losung Zusammensetzung pro Platte eingesetzt
IPTG 47 mg/ml in HyOpigest, sterilfiltriert 20 ul
X-Gal 20 mg/ml in DMF, autosteril 20 ul
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4.3.6 Losungen zur Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-
Farbung von Proteingelen

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

Tab. I1.12: Puffer und Losungen zur Protein-Gelelektrophorese

Puffer/Losung Zusammensetzung Menge Herstellung

Trenngel (12%) HOpidest 3,4 ml APS und TEMED
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml werden erst kurz
10% (w/v) SDS 0,1 ml vor dem Gielen
Rotiphorese® Gel 30 4,0 ml zugesetzt
10% (w/v) APS 0,05 ml
TEMED 0,005 ml

Sammelgel (4%) HOpidest 6,1 ml APS und TEMED
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5 ml werden erst kurz
10% (w/v) SDS 0,1 ml vor dem Gie3en
Rotiphorese® Gel 30 1,3 ml zugesetzt
10% (w/v) APS 0,05 ml
TEMED 0,01 ml

Probenpuffer (1x) H>Ou;dest 3,55 ml 5 ul p—Mercapto-
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml ethanol werden
Glycerin 2,5 ml zu 95 pl Puffer
10% (w/v) SDS 2 ml kurz vor Gebrauch
0,5% (w/v) Bromphenolblau 0,2 ml zugegeben

10x Laufpuffer Tris Base 303¢g Die Bestandteile
Glycin 144 mg werden in einem
SDS 10,0 g Endvolumen von 11

gelost und pH 8,3
eingestellt. Lagerung

bei 4°C.

Fixierlosung H;Op;idest 70% (v/v) Lagerung bei RT.

Essigsédure 10% (v/v)

Methanol 20% (v/v)
Coomassie Brilliant Coomassie Brilliant Blau 0,25 % (w/v) Lagerung bei RT.
Blau G 250-Losung  HuOupigest 45% (v/v)

Essigsédure 10% (v/v)

Methanol 45% (v/v)
Entfarber H>Ou;dest 45% (v/v) Lagerung bei RT.

Essigsédure 10% (v/v)

Methanol 45% (v/v)
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4.3.7  Puffer zur Enzymreinigung

Tab. I1.13: Puffer zur Enzymreinigung

Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonz. Herstellung
Lysepuffer NaH,PO4 50 mM Imidazol und
Na,HPO, 50 mM Lysozym werden
NaCl 300 mM erst kurz vor
Imidazol 10 mM Gebrauch zugegeben;
Lysozym 2 mg/ml pH 8,0
Waschpuffer NaH,POq4 50 mM
Na,HPO, 50 mM pH 8,0
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
Elutionspuffer NaH,PO;4 50 mM pH 8,0 durch
Na,HPO, 50 mM Phosphatpuffer
NaCl 300 mM einstellen
Imidazol 250 mM
Lysepuffer Tris-HCI 50 mM pH 8,0
(Kristallisation) NaCl 300 mM
Glycerol 10% (v/v)
Imidazol 20 mM
Tween 20 1%
B-Mercaptoethanol 10 mM frisch zugeben
Waschpuffer Tris-HCI 50 mM pH 8,0
(Kristallisation) NaCl 500 mM
Glycerol 10% (v/v)
Imidazol 20 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM frisch zugeben
Elutionspuffer Tris-HCI 50 mM pH 8,0
(Kristallisation) NacCl 500 mM
Glycerol 10% (v/v)
Imidazol 250 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM frisch zugeben
PBS NaCl 140 mM pH 7,3 durch
(Phosphate buffered KCI 2,7 mM Phosphatpuffer
saline) Na,HPO, 10 mM einstellen
KHgPOé 1,8 mM
Elutionspuffer Tris-HCI 50 mM pH 8,0 einstellen
bei GST-Tag Reduziertes Glutathion 10 mM
Breaking-Puffer NaH,PO, 50 mM pH 7,4 durch
zum Hefeaufschluss Na,HPO, 50 mM Phosphatpufter
Glycerol 5% (v/v) einstellen
PMSF 1 mM
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5. Plasmide, Primer und Bakterienstimme

5.1 Vektoren, Plasmide und Cosmide

Tab.I1.14: Vektoren, Plasmide und Cosmide

Name

Beschreibung

Hersteller/
Referenz

Vektoren

pBlueskript SK(-)

Amp", lacZ*q, f1(-)-origin, ColE1-origin

Stratagene

pcDNAZ2.1

Klonierungsvektor, AmpR, lacZ‘a, f1(-)-
origin, ColE1-origin

Invitrogen

pGEM-T

linearisierter Vektor mit T-Uberhang; Amp",
lacZ‘a, f1(-)-origin

Promega

pGEX-4T-1

E. coli-Uberexpressionsvektor, N-terminaler
GST-Tag, AmpR, Tac-Promotor, ColEl-
origin

Amersham
Biosciences

pGM9

Streptomyceten Vektor, Amp", Thio", Kan",
pSGS-origin

(Muth et al.,
1989)

pHis8

Expressionsvektor fiir E. coli, Kan®, fl-
Origin,  pBR322-Origin,  T7-Promotor,
Sequenz fiir N-terminalen (His)s-Tag und C-
terminalen (His)ec-Tag

(Jezetal.,
2000)

pLitmus 28

Klonierungsvektor, ~Amp",
ColE1-origin, lacZ‘a

M13-origin,

New England
Biolabs

pQE31

E. coli-Uberexpressionsvektor, N-terminaler
(His)¢-Tag, Amp", T5-Promotor, ColEl-
origin

Qiagen

pQE70

E. coli-Uberexpressionsvektor, C-terminaler
(His)s-Tag, AmpR, T5-Promotor, ColEl-
origin

Qiagen

pRSET B

E. coli-Uberexpressionsvektor, N-terminaler
(His)¢-Tag, Amp", T7-Promotor, fl-origin,
ColE1-origin

Invitrogen

SuperCos 1

Cosmidvektor, AmpR, Neo", S40-origin

Stratagene

pUWL201

Streptomyces-E. coli-Shuttle Vektor, Amp",
Thio®, konstitutiver ermE*-Promotor,
plJ101-origin, ColE1-origin

(Doumith et
al., 2000)

pYES2/NT-C

Saccharomyces  cerevisiae INVScl -
Uberexpressionsvektor, N- und C-terminaler
(His)s-Tag, AmpR, T7-Promotor, fl-origin,
pUCI-origin

Invitrogen

pZW10

12748 kb Bglll-Fragment (Position 15530
(T7)-28278 (T3) von AF235050 in die
BamHI-Schnittstelle von pBlueskript SK(-),
AmpR

(Wang et al.,
2000)
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Plasmide

pACYCisc

pACYC184 basierendes Plasmid; enthélt das
isc-Operons von E.coli

(Grawert et al.,
2004)

plJ778

pBlueskript SK(+)-Derivat; enthidlt in der
EcoRV-Schnittstelle die
Spectinomycin/Streptomycin-oriT Kassette

(Gust et al.,
2003)

pMS91

pUWL201-Derivat; enthalt 1,6 kb
HindlIll/Xbal-Fragment aus dem
Coumermycin-Cluster (aus pZW10), tragt
das Gen coul

M. Steffensky
personliche
Mitteilung

pTLsimLfori

pcDNAZ2.1-Derivat;  enthdlt 1705 kb
Notl/Notl-Fragment (Position 17588-19293
in AF322256) aus dem Simocyclinon-
Cluster, trigt das Gen simL

T. Luft
personliche
Mitteilung

pUGO19

pBlueskript SK(-)-Derivat; enthélt eine
Apramycin-Resistenzkassette (aac(3)IV)
flankiert durch  Xbal und  Spel

Restriktionsschnittstellen, Amp"

(Eustaquio et
al., 2005a)

Cosmide

Cosmid VII-8¢g

SuperCos 1 basierendes Cosmid enthilt das
Simocyclinon-Cluster, Amp", Kan®

(Galm et al.,
2002)

Cosmid 4-2H

SuperCos 1 basierendes Cosmide enthélt
einen Teil des Coumermycin-Clusters,
Amp®, Kan®

(Wang et al.,
2000)

Cosmid 10-9C

SuperCos 1 basierendes Cosmid enthélt das
Novobiocin-Cluster mit Amp®, Kan®

(Steffensky et
al., 2000b)

Cosmid D1AS

SuperCos 1 basierendes Cosmid enthélt das
Clorobiocin-Cluster mit gy®, Amp®, Kan®

(Pojer et al.,
2002)

Cosmid clo-BG1

vom Cosmid D1AS, bla-Gen durch Kassette
vom plI787 (oriT, tet, attP, int ®C31)
ersetzt, Kan®

Bertolt Gust
(Eustaquio et
al., 2005a)

Cosmid nov-BG1

vom Cosmid 10-9C, bla-Gen durch Kassette
vom plI787 (oriT, tet, attP, int D®C31)
ersetzt, Kan®

Bertolt Gust
(Eustaquio et
al., 2005a)
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Tab. I1.15: Eigene Plasmid-Konstrukte.
Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und relevanten Klonierungs- und Expressionskonstrukte sind
in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

Name

| Grifie [kb] | Beschreibung

Plasmide

pCAl

4,7

1,7 kb BamHI/HindIll Fragment (Pos.
25278-26992 AF329398) aus D1AS (per
PCR amplifiziert) in pGEM-T

pCA2

10,8

Fusion aus pSHI und pGM9 iiber
HindlIlI Schnittstelle, trigt das Gen cloN6

pCA3

4,7

1,7 kb BamHI/Bglll Fragment (Pos.
25277-26987 AF329398) aus clo-BGl
(per PCR amplifiziert) in pGEM-T; trdgt
das Gen cloN6

pCA4

6,6

1,7 kb BamHI/Notl Fragment (Pos.
25277-26989 AF329398) aus pCA3 (per
PCR amplifiziert) in pGEX-4T-1, trigt
das Gen cloN6

pCAS

5,1

1,7 kb Sphl/Bglll Fragment (Pos. 25283-
26987 AF329398) aus clo-BG1 (per PCR
amplifiziert) in pQE70; trigt das Gen
cloN6

pCAS5/1

4,0

1,1 kb Sphl/Bglll Fragment (Pos. 25283-
26391 AF329398) aus clo-BG1 (per PCR
amplifiziert) in pQE70; trigt den C-
terminalen Teil des Gens cloN6

pCAG

3,6

0,6 kb Sphi/Sphl Fragment (Pos. 26391-
26987 AF329398) aus clo-BG1 (per PCR
amplifiziert) in pcDNAZ2.1; trdgt den N-
terminalen Teil des Gens c/loN6

pCA7

5,1

1,7 kb BamHI/HindIIl Fragment aus
pSH1 in pQE31 kloniert, trigt das Gen
cloN6

pCAS

7,7

1,7 kb kb BamHI/Notl Fragment aus
pCA4 in pYES2/NT-C kloniert, trigt das
Gen cloN6

pCA9

4,7

1,7 kb BamHI/HindIll Fragment (Pos.
25277-26992 AF329398) aus clo-BG1
(per PCR amplifiziert) in pPGEM-T; Basis
fiir die Klonierung in pHis8

pCAll

7,0

1,7 kb BamHI/HindlIl Fragment aus
pCA9 in pHis8 kloniert, trigt das Gen
cloN6

pSHI1

4,5

1,7 kb BamHI/HindIIl Fragment aus
pCAl in pRSET B kloniert, trigt das
Gen cloN6

pSH2

8,3

1,6 kb Xbal/Hindlll Fragment aus
pTLsimLfori in pUWL201 kloniert, tragt
das Gen simL
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Tab. I1.16: Cosmid-Konstrukte
Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und relevanten Konstrukte sind in der nachfolgenden Tabelle

aufgelistet.

Cosmide

clo-CA1l

von D1AS abgeleitet, Gen cloL durch Apramycin-Resistenzkassette
aus pUGO019 ersetzt

clo-CA2

von clo-BGl abgeleitet, Gen cloL durch Apramycin-
Resistenzkassette aus pUGO019 ersetzt

clo-CA3

von clo-CA2 abgeleitet, Apramycin-Resistenzkassette durch
Xbal/Spel Restriktionsverdau und Religation entfernt; Ac/oL-Cosmid

clo-CA4

von clo-CA3 abgeleitet, Gen cloQ durch Apramycin-
Resistenzkassette aus pUGO019 ersetzt; AcloQAcloL+apra-Cosmid

clo-CA5S

von clo-CA4 abgeleitet, Apramycin-Resistenzkassette durch
Xbal/Spel Restriktionsverdau und Religation entfernt; AcloQAcloL-
Cosmid

clo-CA6

von clo-CAl abgeleitet; Ampicillin-Resistenz  wurde durch
Spectinomycin/Streptomycin (aad4) mit oriT aus plJ778 ersetzt
(ohne FRT-Sites); AcloL+spec/strep-Cosmid

clo-CA7

von clo-BGl abgeleitet; vor cloN6 wurde Apramycin-
Resistenzkassette mit (His)s-Tag eingebracht

nov-CAl

von 10-9c abgeleitet; Ampicillin-Resistenz ~ wurde  durch
Spectinomycin/Streptomycin+oriT (aadA) aus plJ778 ersetzt (ohne
FRT-Sites)

nov-CA2

von nov-CAl abgeleitet, Gen novQ durch Apramycin-
Resistenzkassette aus pUGO19 ersetzt; AnovQ+apra-Cosmid

nov-CA3

von nov-CA2 abgeleitet, Apramycin-Resistenzkassette durch FLP-
Rekombinase entfernt (Scar-Sequenz :81 bp); AnovQ-Cosmid

nov-CA4

von nov-CA2 abgeleitet, Apramycin-Resistenzkassette durch
Xbal/Spel  Restriktionsverdau ~ und  Religation  entfernt;
AnovQ+spec/strep-Cosmid

nov-CA5

von nov-BGl abgeleitet, Gen novQ durch Apramycin-
Resistenzkassette aus pUGO019 ersetzt; novQ wurde bis auf einem
Rest von 3 Basen durch die Apramycinkassette ausgetauscht;
AnovQ+apra-Cosmid

nov-CA6

von nov-BGI1 abgeleitet, Base Pos. 19059 (AF170880) durch
Apramycin-Resistenzkassette aus pUGO19 ersetzt; novQ wurde
durch Frameshift (Entfernung von einer Base) durch die
Apramycinkassette inaktiviert; AnovQ+apra-Cosmid

nov-CA7

von nov-CAS5 abgeleitet, Apramycin-Resistenzkassette durch
Xbal/Spel Restriktionsverdau und Religation entfernt; AnovQ-
Cosmid

nov-CA&

von nov-CA6 abgeleitet, Apramycin-Resistenzkassette durch
Xbal/Spel Restriktionsverdau und Religation entfernt; AnovQ-
Cosmid

nov-CA12

von nov-BG1 abgeleitet, Gen novQ durch Apramycin-
Resistenzkassette aus pUGO19 ersetzt; AnovQ+apra-Cosmid

nov-CAl4

von nov-CAl12 abgeleitet, Apramycin-Resistenzkassette durch
Xbal/Spel Restriktionsverdau und Religation entfernt; AnovQ-
Cosmid
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5.2

PCR-Primer

Tab. I1.17: PCR-Primer zur Inaktivierung und Austausch der Ampicillinresistenz mittels PCR-

Targeting.

Sequenzbereiche vor und nach dem entsprechenden Gen sind fett dargestellt, Restriktionsschnittstellen
sind unterstrichen. Grau hinterlegt sind die Basen des (His)s-Tags.

. Accession- Amplif-
Name Sequenz R.-St. Position No. ziertes Gen

Primer fiir den Austausch des bla Gens

Amp_for 5'-CCAATGCTTAATCAG - 6878-6914 SuperCos- | Ampicillin-
TGAGGCACCTATCTCAG Stratagene | Resistenz
CGATCTGCTATTTGCCGA 798-817 AX657067 | Spec/Strep+
CTACCTTGG-3’ oriT

Amp rev 5'-ATGAGTATTCAACAT - 7697-7735 SuperCos- | Ampicillin-
TTCCGTGTCGCCCTTAT Stratagene | Resistenz
TCCCTTTCGCCAGCCTCG 2021-2039 AX657067 | Spec/Strep+
CAGAGCAG-3’ oriT

Primer fiir die Inaktivierung des Gens novQ

NovQ_POIf 5-CCGGTAATTCACTGT Xbal | 19005-19044 AF170880 | vor novQ
GAGTTGATCACGGAGG 2069-2049 AX657066 | FRT site
AATTCATGATTCCGGGG
ATCTCTAGATC-3"

NovQ POlr 5-AGTAGTCGTCTCCGG | Spel | 20009-20048 AF170880 | nach novQ
GCATGTTCGCCAGAGCC 699-719 AX657066 | FRT site
TCGCTCAACTAGTCTGG
AGCTGCTTC-3’

NovQ P02rev | 5'-AGTCGTCTCCGGGCA | Spel | 20006-20046 AF170880 | ein Codon
TGTTCGCCAGAGCCTCG vor dem
CTCATCGACTAGTCTGG Stop-Codon
AGCTGCTTC-3’ 699-719 AX657066 | FRT-site

NovQ_FSfor 5'-GAGTTGATCACGGAG | Xbal | 19020-19058 AF170880 | kurz nach
GAATTCATGCCCGCACT Start novQ
CCCGATGATTCCGGGGA 2069-2049 AX657066 | FRT site
TCTCTAGATC-3’

NovQ_FSrev 5'-GTAAATCGACGCGAA | Spel | 19060-19098 AF170880 | kurz nach
AGCGTTCGCGGTCGAAT Start novQ
TCTTGATACTAGTCTGGA (1 Base
GCTGCTTC-3’ deletiert)

699-719 AX657066 | FRT site

Primer fiir die Inaktivierung des Gens cloL

cloL for 5-AGCGGAAGTACCTCT | Xbal | 18053-18093 AF329398 | vor cloL
ACTTCGCGAAAGGTAGT 2069-2049 AX657066 | FRT site
CACTGGTGATTCCGGGG
ATCTCTAGATC-3’

cloL_rev 5'-CATCGAATGACTCAC Spel | 19650-19689 AF329398 | innerhalb
CTCACCTGTCCACCAGC cloL
ACGTCCGGACTAGTCTG 699-719 AX657066 | FRT site
GAGCTGCTTC-3’

Primer fiir die Inaktivierung des Gens cloQ

cloQ_for 5’- GGCGCGCCCATTGCT | Xbal | 31910-31948 AF329398 | innerhalb
CACCGTCTTACCGACAC cloQ
CGTCCTTATTCCGGGGA 2069-2049 AX657066 | FRT site
TCTCTAGATC-3")

cloQ rev 5'-CCCATGGTCGATTCC Spel | 32756-32793 AF329398 | innerhalb
GTGTGTTGGTGAAGTGC cloQ
GCGCAGACTAGTCTGGA 699-719 AX657066 | FRT site
GCTGCTTC -3’
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o, Accession- Amplif-
Name Sequenz R.-St. Position No. ziertes Gen
Primer fiir das Einbringen eines (His)s-Tags vor cloN6
cloN6insN_for | 5'-CAACAAATAGTTTGG | Xbal | 25251-25286 AF329398 | zwischen
ATGTCCCAGTGAAATTG cloN5 und
AACGCGGAGGTCTAGAG cloN6
CAGTACCAGCGTACGGCC innerhalb
C-3’ 1709-1740 AX657066 | Aprakassette
cloN6insN_zw | 5-TCGATTGGCTGAGCTC Spel | 766-786 AX657066 | innerhalb
ATAAACTAGTATGCGGG Aprakassette
GTTCTCATCATCATCATC (His)s-Tag
ATCATTTC-3’
cloN6NW rev | 5'-GTCCCGGAAGTCGTA - 25295-25333 AF329398 | nach Start
CACGCTGGGCGCATGT von cloN6
AGCAGGAAATGATGATG (His)s-Tag
ATGATGATGAGA-3’

Tab. I1.18: Fiir die Klonierung eingesetzte PCR-Primer.
Die hervorgehobenen Buchstaben stellen die in der Originalsequenz eingefiihrten Mutationen dar, um die
gewiinschte Restriktionsschnittstelle (unterstrichen) zu gewinnen.

Name Sequenz R.-St. Position ACC;SOSIOII- Plasmid

cloN6 _f 5"-AATTGAACGCGGATCC | BamHI 25278- AF329398
GTTCCTGCTA-3’ 25304 pCAl

cloN6 r 5'-CCGTCTCCGAAGCTTC | HindIIl 26967- AF329398
ACGGGGTCA-3’ 26992

cloN6Q f 5-AAATTGAACGGATCCA | BamHI 25277- AF329398
TGTTCC-3’ 25298 pCA3

cloN6Q r 5-CTCCGTGAGATCTCGG Bglll 26976- AF329398
GGTCA-3’ 26987

cloN6Q f 5"-AAATTGAACGGATCCA | BamHI 252717- AF329398
TGTTCC-3’ 25298 pCA4

cloN6G r 5"-TCTCCGTGCGGCCGCG Notl 26966- AF329398
GGGTCAT-3’ 26989

cloN6SQ f 5"-AACGCGGGCATGCTCC Sphl 25283- AF329398 pCAS5 /1
TGCTA-3" 25303 und

cloN6Q r 5"-CTCCGTGAGATCTCGG Bglll 26976- AF329398 pCA6
GGTCA-3’ 26987

cloN6Q f 5"-AAATTGAACGGATCCA | BamHI 25277- AF329398
TGTTCC-3’ 25298 pCA9

cloN6 r 5"-CCGTCTCCGAAGCTTC | HindlIlIl 26967- AF329398
ACGGGGTCA-3’ 26992
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5.3 Stimme

Tab. I1.19: Bakterienstimme von E. coli und Streptomyceten, sowie Saccharomyces

Stamm \ Beschreibung \ Hersteller/Referenz
E. coli
XL1Blue MRF* recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44  relAl lac [F° proAB |Stratagene
lacl"ZAM15 Tn10 (Tet¥)]
ET12567 DNA-Methylase negativer Stamm .
Tet® (dan, dem’, nsdM) (MacNeil et al., 1992)
BL21(DE3)/pLysS F ompT hsdSg (g mg’) gal dcm .
(DE3) pLysS (CamR) Invitrogen
BW25113 . (Datsenko und
K12-Derivat, AaraBAD, ArhaBAD Wanner, 2000)
DH50/BT340 supE44, lacU169 (O8O0 lacZ, M15)
hsdR17 recfll endAl gyrA96 't‘hz-l (Datsenko und
relA1; enthdlt temperatursensitives Wanner, 2000)
Plasmid BT340 mit  FLP- ’
Synthesegene
Streptomyceten

S. coelicolor M512

AredD Aactll-ORF4 SCP1™ SCP2”

keine Produktion von
Actinorhodin, Undecylprodigiosin
und Methylenomycin

(Floriano und Bibb,
1996)

S. coelicolor (clo-BG1)

S. coelicolor M512 enthidlt das
Biosynthesegencluster von
Clorobiocin, Kan®

(Eustaquio et al.,
2005a)

S. coelicolor (clo-CAS)

enthdlt das
Clorobiocin-

S. coelicolor M512
cloQcloL-defekte
Cluster, Kan®

diese Arbeit

S. coelicolor (clo-CAT)

S. coelicolor M512 enthidlt das
Clorobiocin-Cluster mit (His)s-Tag
vor cloN6, Kan®, ApraR

diese Arbeit

S. coelicolor

R iR . .
(clo-CAS)/pMS91 Kan®, Thio diese Arbeit
S. coelicolor R mo . R . .

(clo-CA5)/pSH2 Kan", Thio diese Arbeit
S. coelicolor Kan®, Thio® tiose Arbelt

(clo-CAS)/pUWL201

S. coelicolor (nov-BG1)

S. coelicolor M512 enthidlt das
Biosynthesegencluster von
Novobiocin, Kan®

(Eustaquio et al.,
2005a)

S. coelicolor (nov-CA7)

S. coelicolor M512 enthilt das

novQ-defekte Novobiocin-Cluster, | diese Arbeit
Kan®
S. coelicolor R . R ) )
(nov-CA7)/pMS91 Kan", Thio diese Arbeit
8. coelicolor KanR, Thio® diese Arbeit

(nov-CA7)/pSH2
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Stamm | Beschreibung \ Hersteller/Referenz

Streptomyceten

S. coelicolor (nov-CAR) S. coelicolor M512 enthilt das
novQ-defekte Novobiocin-Cluster, |diese Arbeit
Kan®

S. coelicolor (nov-CA12) | S. coelicolor M512 enthélt das
novQ-defekte Novobiocin-Cluster, |diese Arbeit
Kan®, Apra®

S. coelicolor (nov-CA14) | S. coelicolor M512 enthilt das
novQ-defekte Novobiocin-Cluster, |diese Arbeit
Kan"

S. roseochromogenes Wildtypstamm, Clorobiocin-

varietas oscitans DS Produzent Aventis

12.976

S. roseochromogenes

cloQ-Defektmutante von S.

(Pojer et al., 2003b)

QDCO661 roseochromogenes

S. roseochromogenes cloN6-Defektmutante von S. .

(AcloN6-67) roseochromogenes (Westrich et al., 2003)
S. roseochromogenes cloQcloL-Defektmutante von S. diese Arbeit

CA-L-Q (+apra) roseochromogenes, ApraR

S. spheroides NCIMB Wildtypstamm, Novobiocin- The National

11891

Produzent

Collections of
Industrial, Food &
Marine Bacteria, Ltd,
Aberdeen, Schottland,
Grof3britannien

S. spheroides
(AnovQ+apra)

novQ-Defektmutante von S.
spheroides, Kan®, Apra®

diese Arbeit

S. lividans T7

S. lividans TK23, Thio", ble, T7-
RNA-Polymerase

(Heinzelmann et al.,
2001)

Saccharomyces

Saccharomyces cerevisiae
INVScl

his3A1/his3A1, leu2/leu2, trpl-
289/trp1-289, ura3-52/ura3-52

Invitrogen

Tab. I1.20: Bakterienstimme fiir die Testung der biologischen Aktivitit

Alle Stimme stammen aus der der Stammsammlung der Firma Basilea Pharmaceutica AG, Basel,

Schweiz.

Stamm \ Phianotyp bzw. Beschreibung \ Quelle/Referenz

Staphylococcus aureus

ATCC 29213 (National Committee for
Clinical Laboratory Standards,
2003)

ATCCC 43300 Meth" Stammsammlung der Firma
Basilea

80CRS5 Pen". Nov", Rif (Engel ef al., 1980)
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Stamm | Phinotyp bzw. Beschreibung \ Quelle/Referenz
Streptococcus pneumoniae
ATCC49619 (National Committee for
Clinical Laboratory
Standards., 2003)
Tupelo Van" (McCullers et al., 2000)
SL336-T EryR, AziR, Stammsammlung der Firma
Basilea
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 Pen®, Tmp®, Van® (National Committee for
Clinical Laboratory
Standards., 2003)
Enterococcus faecium
ATCC 19434 Stammsammlung der Firma
Basilea
Escherichia coli
ATCC 25922 (National Committee for
Clinical Laboratory
Standards., 2003)
UB1005 Amp°, Azi°, Caz’, Cip°. Lev® (el Falaha et al., 1983)
DC2 Amp®, Azi°, Caz®, Cip®, Lev® (el Falaha et al., 1983)
(hyperpermeables Derivat von E. coli
UB1005)
Klebsiella pneumoniae
ATCC 27736 Azi\, Caz", Imi", Ery" Stammsammlung der Firma
Basilea
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (National Committee for
Clinical Laboratory Standards,
2003)
K799/WT Amp", Azi", Caz®, Cip>, Cro”, Ctx", (el Falaha et al., 1983)
Imi°, Lev®, Tet®
K799/61 Amp°, Azi>, Caz”, Cip°, Cro”, Ctx", (el Falaha et al., 1983)

Imi°, Lev®, Tet® (hyperpermeables
Derivat von P. aeruginosa K799/wt)

‘Abkiirzungen: Amp, Ampicillin; Amx/Clav, Amoxicillin/Clavulansiure; Azi,
Azithromycin; Caz, Ceftazidim; Cip, Ciprofloxacin, Cro, Ceftriaxon; Ery,
Erythromycin; Gen, Gentamicin; Imi, Imipenem; Lev, Levofloxacin; Meth, Methicillin;
Nov, Novobiocin; Pen, Penicillin; Rif, Rifampicin; Tei, Teicoplanin; Tet, Tetracycline;
Tmp, Trimethoprim; Van, Vancomycin.

Tab. 11.21: Bakterienstamm zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit. Die im Rahmen dieser
Arbeit benutzte Zelllinie stammt aus der American Type Culture Collection (www.atcc.org) und ist Teil
der Stammsammlung der Firma Basilea Pharmaceutica AG, Basel, Schweiz.

Zelllinie | Ursprung Morphologie ATCC-Nr.

Namalwa | Burkitt-Lymphom; B-Lymphozyt Lymphoblastoid | CRL-1432
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6. Kulturbedingungen

6.1 Anzucht und Kultivierung von E. coli

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

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

Fiir die Herstellung von E. coli-Dauerkulturen wurden 800 pl Bakteriensuspension unter
sterilen Bedingungen mit 400 ul 80%ige (v/v) Glycerinlosung versetzt und bei -70°C
gelagert.

6.2  Anzucht und Kultivierung von Streptomyceten

6.2.1 Generelle Kultivierung

Zur Kultivierung von Streptomyceten wurden verschiedene Fest- und Fliissigmedien,
die unter Punkt 4.1.3 beschrieben sind, verwendet. Als Standardmedium wurde generell
YMG-Medium und TSB-Medium eingesetzt. Die Fliissigkulturen wurden bei 30°C in
300 ml Erlenmeyerkolben mit Schikane und einer Metallspirale unter Schiitteln bei 170-
200 rpm fiir 2-3 Tage kultiviert. Fiir die Préparation von Protoplasten wurden die
Stamme S. coelicolor und S. lividans T7 in YEME-Medium mit 0,5% Glycin und S.
coelicolor (nov-CA7) in TSB-Medium mit 0,4% Glycin kultiviert. Die Regeneration der
Protoplasten erfolgte auf R2YE-Platten und R5-Platten. Fiir die Isolierung genomischer
DNA wurden S. coelicolor, S. spheroides und S. roseochromogenes in YEME-Medium
oder TSB-Medium kultiviert. Entsprechende Selektionsantibiotika wurden den Medien
zugesetzt.

6.2.2 Produktion von Sekundirmetaboliten

6.2.2.1 Produktion von Clorobiocin und seinen Derivaten

50 ml YMG-Medium in 300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) wurden mit 300 pl
Glycerinkultur des Clorobiocin-Produzenten bzw. der verschiedenen Clorobiocin-
Mutante beimpft. Nach 2 Tagen bei 30°C, 180 rpm wurde 50 ml Corn starch-Medium
mit 1 ml dieser Vorkultur in 300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) angeimpft und
2-3 Tage bei 33°C, 210 rpm kultiviert. 5 ml dieser zweiten Vorkultur wurden dann in 80
ml Distillers solubles-Produktionsmedium in 500 ml Schikanekolben (mit
Edelstahlfeder) tiberfiihrt und insgesamt 7-10 Tage bei 33°C, 210 rpm kultiviert.
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6.2.2.2 Produktion von Novobiocin und seinen Derivaten

50 ml TSB-Medium in 300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) wurden mit 300 pl
der Glycerinkultur des Novobiocin-Produzenten bzw. der entsprechenden Mutante
beimpft und bei 30°C fiir 2-3 Tage bei 180 rpm kultiviert. 1 ml dieser Vorkultur wurde
in 50 ml CDM-Medium in 300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) umgeimpft.
Nach 4 Tage bei 30°C bei 180 rpm wurden 5 ml dieser zweiten Vorkultur in 50 ml
CDM-Medium in 300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) iiberfiihrt und bei 30°C
und 180 rpm fiir weitere 7 bis 10 Tage kultiviert.

6.2.3  Herstellung von Sporensuspensionen und Glycerinkulturen

Streptomyceten-Stimme wurden zur Stammhaltung in Form von Glycerinkulturen oder
Sporensuspensionen aufbewahrt.

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

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

6.3  Anzucht und Kultivierung von Saccharomyces

Die Anzucht von Saccharomyces cerevisiae erfolgte in YPD-Medium bzw. SC-
Minimal-Medium. Dazu wurde Saccharomyces cerevisiae iiber Nacht bei 30°C in YPD-
Fliissigmedium (125 ml YPD in 500 ml Kolben mit zwei Schikanen) oder auf einer
YPD-Platte (bzw. SC-Minimal-Medium) angezogen. Die Fliissigkulturen wurden
zusétzlich unter leichtem Schiitteln mit 170 rpm kultiviert.

Glycerinkulturen wurden durch Mischen einer Ubernachtkultur mit sterilem Glycerin
(Endkonzentration 15% v/v) hergestellt und bei -70°C gelagert.

40



II Material und Methoden

7. Methoden der Molekularbiologie

7.1 Methoden zur Reinigung, Konzentrierung und
Konzentrationsbestimmung von DNA

7.1.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsdurelosungen wurden diese mit dem
gleichen Volumen einer fertigen Mischung aus Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1, v/v; Rotiphenol®, Roth, Karlsruhe) versetzt, durch Vortexen intensiv gemischt
und zur Trennung der Phasen zentrifugiert (5-10 min, 21000 x g, 4°C). Die obere,
wissrige, DNA-haltige Phase wurde vorsichtig in ein neues Gefa3 iiberfiihrt. Der
Vorgang wurde gegebenenfalls mehrmals wiederholt. Verbleibende Phenolreste wurden
durch eine anschlieende Ethanolfillung (s. 7.1.2) entfernt.

7.1.2  Alkoholfillung

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

7.1.3  DNA-Quantifizierung

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch nach einer geeigneten
Verdiinnung mit einem GeneQuant Photometer (Pharmacia, Freiburg) bei einer
Wellenldnge von 260 nm. Eine Absorption von 1,0 entsprach einer Konzentration von
50 pg/ml doppelstrangiger DNA.

Bei verunreinigter DNA (durch RNA oder Proteine) wurde die Fluoreszenzintensitit im
Vergleich zu der eines geeigneten DNA-GroB8enstandards mit bekannter Konzentration
nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Ethidiumbromid-Farbung abgeschétzt.

7.2  DNA-Isolierung

7.2.1  Isolierung von Plasmiden aus E. coli

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

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

7.2.2  Isolierung von Plasmiden aus Streptomyceten

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

7.2.3  Isolierung von genomischer DNA aus Streptomyceten

Die Isolierung genomischer DNA aus Streptomyceten erfolgte durch Lysozym-
Behandlung und Phenol-Chloroform-Extraktion (Kieser et al., 2000) bzw. durch die
Nutzung von Kirby-Mix-Reagenz (Kieser et al., 2000).

Das Zellmaterial von 50 ml einer 2-3 Tagen alten in YEME-Medium bei 30°C
gewachsenen Kultur wurde geerntet (10 min, 3000 x g, 4°C) und anschlieBend mit 15
ml TSE-Puffer gewaschen.

Fiir die Lysozym/Chloroform-Methode wurden ca. 100 mg Zellen in 500 pl TSE-Puffer
mit 3 mg/ml Lysozym und 100 pg/ml RNase resuspendiert und 30 min bei 37°C im
Wasserbad unter mehrmaligem Invertieren inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe
von 2%iger SDS-Ldsung und eine 10 min Inkubation dieses Ansatzes bei 60°C, gefolgt
von einer 10 min Inkubation bei RT. Das erhaltene Zell-Lysat wurde zur Abtrennung
von Proteinen dreimal mit 250 pl Rotiphenol® extrahiert. Dabei wurden bei der dritten
Extraktion noch zusétzlich 70 pl 3 M Natriumacetat-Puffer (pH 5,2) zugesetzt. Die
Féllung der genomischer DNA aus der wéssrigen Phase erfolgte durch Zugabe von 0,8-
fachem Volumen an Isopropanol. Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70%igem
Ethanol gewaschen und nach 30 min Trocknen bei RT in 50 pl TE-Puffer iiber Nacht
bei 4°C gelost.

Fiir die Kirby-Mix-Methode wurden ca. 100 mg Zellen in 500 ul TSE-Puffer mit 3
mg/ml Lysozym und 100 pg/ml RNase resuspendiert. Die Suspension wurde 15 min bei
37°C im Wasserbad unter mehrmaligem Invertieren inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
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Zugabe von 400 pl Kirby-Mix-Reagenz. Diese Mixtur wurde eine Minute stark
gevortext. 800 pl Rotiphenol® wurden dazugegeben, nochmals 15 s stark gevortext und
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 70 pl ,jungepuffertem* 3 M
Natriumacetat-Puffer und 300 pl Rotiphenol® versetzt und 1 min gevortext. Die
wissrige Phase wurde abgenommen und die genomische DNA wurde durch Zugabe von
0,8-fachem Volumen an Isopropanol gefillt. Das erhaltene DNA-Pellet wurde, wie oben
beschrieben, gewaschen und geldst.

7.2.4  DNA-Denaturierung fiir Transformation in Streptomyceten

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

7.3  Enzymatische DNA-Manipulation

7.3.1 Restriktionsspaltung der DNA

Analytische oder priparative Restriktionsverdaus erfolgten gemiB bei der vom
Hersteller angegeben, enzymspezifischen Inkubationstemperatur unter Verwendung der
mitgelieferten Reaktionspuffer und einer Inkubationsdauer von 1-3 h. Analytische
Restriktionsverdaus wurden in einem Volumen von 10 pl und préparative Verdaus in
einem grofleren Volumen bis zu 100 pl durchgefiihrt. Erfolgte direkt nach dem Verdau
keine Gelelektrophorese wurden die Restriktionsendonucleasen durch Ethanolféllung
abgetrennt oder durch Erhitzen auf 65°C fiir 15 min inaktiviert.

7.3.2  Dephosphorylierung

Um intramolekulare Ligation der DNA zu vermeiden, wurde an deren 5’-Enden
dephosphoryliert. Hierfiir wurde die DNA-Probe mit 1x One-for-all-buffer und 0,2 U
alkalischer Phosphatase (Amersham Biosciences, Freiburg) 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Inaktivierung der Phosphatase erfolgte durch Erhitzen auf 85°C iiber 20 min und
anschlieender Alkoholfallung.

7.3.3 DNA-Ligation

Fiir die Ligation wurde T4-DNA-Ligase, die die Bildung von Phosphodiesterbriicken
zwischen dem 3’-OH-Ende und den 5’-Phosphat-Ende doppelstrangiger DNA
katalysiert, eingesetzt. Die Ligationsansdtze enthielten 1 U T4-DNA-Ligase, 1x
Ligationspuffer und eine 1:1 molare Mischung aus Insert und Vektor in einem
Gesamtvolumen von 10-20 ul. Die Ansdtze wurden entweder 2 h bei RT oder iiber
Nacht bei 4°C inkubiert und anschlieend direkt fiir die Transformation in E. coli
verwendet.
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7.4  Agarose-Gelelektrophorese

7.4.1 Trennbedingungen

DNA-Fragmente wurden nach ihrer MolekiilgroBe durch die Gelelektrophorese
aufgetrennt. Die Verwendung von 0,4-1,5%igen Agarose- Konzentrationen filihrte zur
Auftrennung von DNA-Fragmenten im Bereich von 0,5 bis 50 kb. Zur Trennung
kleinerer Fragmente im GroBenbereich von 0,1 bis 0,5 kb wurde 2% (w/v) NuSieve”
GTG"™ Agarose eingesetzt. 1x TAE-Puffer diente als Elektrophoresepuffer. Die DNA-
Proben wurden vor dem Auftrag auf das Gel mit DNA-Ladepuffer in einem Verhéltnis
von 3:1 versetzt. Die Elektrophorese wurde bei analytischen Gelen mit einer konstanten
Spannung von 70-80 V bei RT und bei priparativen Gelen bei 20-30 V bei RT
durchgefiihrt.

Als Standardmarker zur Grofenbestimmung diente hierbei der 1 kb DNA-Leiter von
Invitrogen.

7.4.2  Auswertung von Agarose-Gelen

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

7.4.3  Isolierung von DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen nach gelelektrophoretischer
Trennung erfolgte mit Hilfe des GFT® PCR DNA and Gel Band Purification Kit nach
Angaben des Herstellers.

7.5 PCR-Methoden

Fiir die Durchfiihrung der PCR-Reaktionen wurde eine der drei folgenden PCR-Geréte
verwendet: GeneAmp® PCR-System 2400 (Perkin-Elmer, Weiterstadt), GeneAmp®
PCR-System 9700 (Perkin-Elmer, Weiterstadt) oder iCycler® PCR-System (Bio-Rad,
Miinchen). Die verwendeten Oligonucleotid-Primer sind in Tabelle 11.17 und II1.18
aufgelistet und wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) hergestellt. Alle
PCRs wurden unter der Verwendung des Expand High Fidelity PCR System (Roche
Biochemicals, Mannheim) durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung der PCR wurden von 5 pl des erhaltenen PCR-Produktes unter Zusatz
von 5 pl Ladepuffer und unter Einsatz eines entsprechenden DNA-Groéfenstandards
eine Gelelektrophorese angefertigt.
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7.5.1 Bedingungen fiir die Amplifikation der Apramycin-Kassette von pUG019
und Spectinomycin/Streptomycin-Kassette aus pIJ778

Fiir die Amplifikation der Apramycin-Resistenzkassette von pUGO019 und plJ778
(REDIRECT® technology kit for PCR targeting (Gust et al., 2003)) wurden folgende
PCR-Bedingung verwendet.

Ansatz 50ul:

Komponente Endkonzentration
Reaktionsbuffer (10x) 1 x

Template-DNA 100 ng

Primer 50 pmol (je Primer)

dNTPs 0,25 mM (je Nucleotid)

DMSO 5% (v/v)
DNA-Polymerase-Mix 2,5U

Temperaturprofil:

Phase Temperatur Dauer Zyklen
Hotstart 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 45 s

Annealing 50°C* 45s 10
Elongation 72°C 90 s
Denaturierung 94°C 45s

Annealing 55°C* 45s 20
Elongation 72°C 90 s

Terminale Elongation 72°C 5 min 1
Kiihlung 4°C o0

* Bei der Amplifikation der Spectinomycin/Streptomycin-Kassette wurden
Annealingtemperaturen von 45°C bzw. 48°C verwendet.

Die Template-DNA wurde durch Verdau von 10 pg plJ778 bzw. 20 pg pUGO19 mit
EcoRI, HindIIll und Dral vorbereitet. Dral schneidet dreimal im Vektor-Backbone und
wird verwendet, um die Aufreinigung der Kassette durch Gelelektrophorese zu
vermeiden. Nach Verdau wurde der Ansatz durch Isopropanolfillung aufkonzentriert.

7.5.2 Bedingungen zur Amplifikation der (His)s-Tag-Apramycin-Kassette
mittels Double-joint-PCR

Fir die Insertion des (His)e-Tag vor das Gen c/loN6 wurde eine Double-joint-PCR
(zweistufige PCR) durchgefiihrt. Bei der ersten PCR wurde ein Annealing des
cloN6insN_zw und des cloN6NW _rev Primers bei 57°C (15 Zyklen) durchgefiihrt. Das
entstandene Produkt bildet bei der zweiten PCR den Reverseprimer. Fiir diese zweite
PCR wurde aus dem Ansatz der ersten PCR direkt ein Aliquot entnommen und fiir die
zweite PCR mit der Aprakassette benutzt, bei der zusitzlich cloN6insN for und
nochmals cloN6NW _rev eingesetzt wurde.
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1. Annealing der Primer cloN6ins_zw und cloN6NW rev:

Ansatz 50ul:

Komponente Endkonzentration
Reaktionsbuffer (10x) Ix

Primer 70 pmol (je Primer)

dNTPs 0,25 mM (je Nucleotid)

DMSO 5% (v/v)
DNA-Polymerase-Mix 25U

Temperaturprofil:

Phase Temperatur Dauer Zyklen
Hotstart 94 °C 5 min 1
Denaturierung 94 °C 40 s

Annealing 57°C 40 s 15
Elongation 72 °C 15s

Kiihlung 4 °C 0

Das PCR-Produkt wurde direkt aus diesem Ansatz fir die zweite PCR verwendet.

2. Amplifikation der Apramycin-Kassette

Verwendete Primer: cloN6N_for, Aliquot der ersten PCR und cloN6NW _rev

Ansatz 50ul:

Komponente Endkonzentration
Reaktionsbuffer (10x) 1 x

Template-DNA 100 ng

Mix von 1. PCR 5l

Primer 50 pmol (je Primer)

dNTPs 0,25 mM (je Nucleotid)

DMSO 5% (v/v)
DNA-Polymerase-Mix 2,5U

Temperaturprofil:

Phase Temperatur Dauer Zyklen
Hotstart 94°C 5 min |
Denaturierung 94°C 40 s

Annealing 57°C 40 s 28
Elongation 72°C 90 s

Kiihlung 4°C 00

7.5.3 PCR-Amplifikation und Klonierung des Gens cloN6

Fiir die Amplifikation des Gens c/loN6 aus S. roseochromogenes wurden die Cosmide

clo-BG1 und D1AS sowie das Plasmid pCA3 verwendet.

Fiir die Klonierung und Uberexpression wurde jeweils ein 1,7 kb groBes DNA-

Fragment per PCR amplifiziert.
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Um das PCR-Produkt zur Klonierung in pQE70 zur Expression mit C-terminalen
(His)s-Tag herzustellen, wurden die Primer cloN6SQ f und cloN6Q r verwendet,
welche eine Sphl-Schnittstelle bzw. eine in Bglll-Schnittstelle enthalten. Die
Einfiihrung der Bg/lI-Schnittstelle bewirkte die Entfernung des natiirlichen Stopcodons
und fiihrte zu einer In-Frame Ligation des C-Terminus an den (His)s-Tag. Das erhaltene
PCR-Produkt wurde mit Sphl und BglII verdaut. Das 0,6 kb groB3e Sphl/Sphl-Fragment
wurde in pcDNAZ2.1 einkloniert (pCA®6); das 1,1 kb Sphl/Bglil-Fragment wurde direkt
in pQE70 einkloniert (pCAS5/1). Nach weiterem Sphl-Verdau des Plasmides pCA6
wurde das 0,6 kb Sphl/Sphl-Fragment in pCAS5/1 einkloniert, resultierend im
Expressionskonstrukt pCAS.

In einem weiteren Ansatz wurde c/oN6 mit den Primern cloN6Q f und cloN6Q r
amplifiziert, um eine mogliche weitere Klonierung in pQE60 zur Expression mit C-
terminalem (His)s-Tag vorzubereiten. Auch hier ermdglicht die Entfernung des
natiirlichen Stopcodons eine ,,in-frame* Ligation des C-Terminus an den (His)s-Tag.
Das erhaltene PCR-Produkt wurde aufgereinigt und in den pGEM-T-Vektor kloniert
(pCA3). Eine weitere Klonierung in pQE60 erfolgte aufgrund der erfolgreichen
Klonierung in den Vektor pQE70 nicht mehr.

Zur Klonierung in pGEX-4T-1 zur Expression mit einem N-terminalem GST-Tag
wurde ein PCR-Produkt mit den Primern cloN6Q f (BamHI-Schnittstelle) und
cloN6G r (Notl-Schnittstelle) hergestellt. Als Template diente hier das Konstrukt
pCA3. Die anschlieBende Klonierung in pGEX-4T-1, nach Verdau mit No#/ und
BamHI, fiihrte zum Konstrukt pCA4.

Die Amplifikation von cloN6 mit den Primern cloN6QE f und cloN6 r, die eine
BamHI-Schnittstelle bzw. eine Hindlll-Schnittstelle enthalten, ermoglichte eine
Klonierung in den Expressionsvektor pHis8, der eine Expression des Proteins mit einem
N-terminalem (His)s-Tag ermdglicht. Das erhaltene PCR-Produkt wurde aufgereinigt
und in den pGEM-T-Vektor kloniert, wodurch das Plasmid pCA9 erhalten wurde. Eine
anschlieBende Umklonierung des BamHI/HindIlI-Fragmentes in den Expressionsvektor
pHis8 fiihrte zu dem Konstrukt pCA11.

Bei der Benutzung des Primerpaares cloN6 f und cloN6 r werden eine BamHI-
Schnittstelle und eine HindIll-Schnittstelle eingefiihrt, die eine Klonierung in den
Expressionsvektor pRSET B mit N-terminalem (His)s-Tag gestatten. Das erhaltene
PCR-Produkt wurde aufgereinigt, in den pGEM-T-Vektor kloniert (pCAl) und
anschlieBend in den Expressionsvektor pRSET B einkloniert (resultierendes Konstrukt
pSH1).

Die verschiedenen PCR-Amplifikationen wurden unter den folgenden Bedingungen
durchgefiihrt, wobei die Annealingtemperaturen und -dauer jeweils angepasst wurden:

Ansatz 50ul:

Komponente Endkonzentration
Reaktionsbuffer (10x) 1 x
Template-DNA 100 ng

Primer 50 pmol (je Primer)
dNTPs 0,25 mM (je Nucleotid)
DMSO 5% (v/v)
DNA-Polymerase-Mix 2,5U

47



II Material und Methoden

Temperaturprofil:

Phase Temperatur Dauer ZyKklen
Hotstart 94°C 5 min 1
Denaturierung 94°C 40 s

Annealing A*°C B* s 30
Elongation 72°C 90 s

Kiihlung 4°C 0

* Annealingtemperaturen und Annealingdauer:
Temperatur Dauer

Zielvektor A B
pQE60 50°C 90s
pQE70 65°C 90s
pGEX 55,5°C 90s
pHis8 46°C 90s
pRSET B 50°C 45s

Die Klonierung in den Vektor pGM9 erfolgte durch eine Fusion mit dem Plasmid pSH1.
Dazu wurde pSH1 und pGM9 mit HindIIl geschnitten und miteinander ligiert. Die
Orientierung wurde iiberpriift. Das erhaltene Konstrukt tragt die Bezeichnung pCA2.

Fiir die Expression in Saccharomyces cerevisiae wurde cloN6 in pYES2/NT-C kloniert.
Dazu wurde cloN6 aus dem Plasmid pCA4 mit BamHI und Notl Verdau isoliert und
anschlieBend pYES2/NT-C iiber die gleichen Schnittstellen einkloniert. Das
resultierende Expressionskonstrukt tragt die Bezeichnung pCAS.

7.6  Southern Hybridisierung

Alle verwendeten Losungen und Puffer fiir die Southern Hybridisierung sind in Tabelle
I1.10 aufgelistet. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden nach den Angaben der jeweils
benutzten Kits durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung aller Arbeitsschritte wurden
puderfreie Handschuhe getragen und alle benutzten Glas- und Plastikartikel wurden vor
Benutzung mit Wasser gewaschen.

7.6.1  Herstellung einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde

Um DNA-Fragmente als Sonden fiir die Southern Hybridisierung nicht radioaktiv zu
markieren, wurde das DIG-High Prime DNA-Labelling and Detection Starter Kit II
(Boehringer Mannheim, Mannheim) eingesetzt. Die zu markierende DNA (300 ng — 1
ng) wurde nach Restriktionsverdau gefillt und in 16 pl TE-Puffer aufgenommen. Nach
Denaturierung der DNA fiir 10 min bei 100°C und Abkiihlen in fliissigem Stickstoff
wurde der Ansatz mit 4 ul DIG High Prime-Losung versetzt und 20 h bei 37°C
inkubiert. Dabei kommt es zum zufilligen Einbau von DIG-gekoppeltem dUTP
wiéhrend der DNA-Synthese mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase 1. Nach
beendeter Reaktion wurde iiberschiissiges DIG-dUTP durch eine Lithiumchlorid-
Ethanol-Fillung entfernt. Die Quantifizierung der Sonde bzw. die Uberpriifung der
Labeling-Effizienz wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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7.6.2 Southern Blot

Genomische DNA der zu untersuchenden Streptomyceten-Stimme wurde mit dem
ausgewdhlten Restriktionsenzym tiiber Nacht bei 37°C verdaut, anschlieend
alkoholisch gefidllt, in 10 pl TE-Puffer aufgenommen und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Als Marker wurden der 1 kb Marker und der DIG Marker Nr. VII
aufgetragen. Nach Uberpriifung der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel
2 min bei RT mit Depurinierungslosung behandelt, dann mit Wasser kurz gewaschen
und anschliefend zweimal 15 min in Denaturierungsldsung unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Die Depurinierungslosung bewirkt bei groBeren DNA-Fragmenten (> 10 kb)
Strangbriiche, die den Transfer dieser DNA-Stiicke beim Blotten erleichtert. Nach
zweimaligem Waschen des Gels von je 15 min in Neutralisierungslosung wurde der
Transfer der einzelstrangigen DNA iiber einen Zeitraum von 16 h auf eine Hybond-N
Nylonmembran (Amersham, Braunschweig) mittels Kapillartransfer mit 20x SSC-
Puffer durchgefiihrt. Durch Bestrahlung der Membran mit UV-Licht der Wellenldnge
312 nm fiir 60 s auf der Vorder- und 30 s auf der Riickseite wurde die transferierte DNA
fixiert.

7.6.3  Hybridisierung, Detektion und Stripping

Zur Hybridisierung der Membran wurde diese in eine Hybridisierungsrohre tiberfiihrt
und zundchst mit 20 ml Prihybridisierungslosung fiir 4 h bei 68°C im
Hybridisierungsofen prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte mit 10 ml
Hybridisierungslosung und der entsprechenden unmittelbar zuvor denaturierten Sonde
(Konzentration: 25 ng/ml) liber Nacht bei 68°C. Zur Entfernung der unspezifischen
Bindungen wurde die Membran anschlieBend zweimal 5 min mit je 10 ml 2x SSC-
Waschpuffer bei RT und zweimal 15 min mit je 10 ml 0,5x SSC-Waschpuffer bei 68°C
behandelt.

Die Detektion erfolgte unter Anwendung der Chemilumineszenz. Dazu wurde die
Membran zundchst 1 min mit Maleinsdure-Puffer &quilibriert, dann 30 min mit
Blocking-Ldosung und 30 min mit Antikorperldsung inkubiert. Fiir die Entfernung von
iiberschiissigem Antikdrper wurde die Membran zweimal 15 min in Tween-
Waschpuffer geschwenkt und anschlieBend 5 min mit Detektions-Puffer behandelt.
Danach wurde die Membran mit einigen Tropfen CSPD-L&sung benetzt, in eine
Fotokassette eingelegt und 30-60 min bei 37°C mit einem Hyperfilm ECL- Rontgenfilm
(Amersham Biosciences, Freiburg) inkubiert. Der Film wurde anschlieBend 3 min
entwickelt, 3 min fixiert und gut getrocknet.

Um die Sonde wieder zu entfernen und die Membran fiir eine zweite Detektion
verwenden zu konnen, wurde diese mit Wasser gewaschen, 2 mal 15 min bei 37°C in
0,2 M NaOH mit 0,1%igem SDS-Zusatz behandelt, griindlich mit 2x SSC-Losung
gewaschen und bei 4°C gelagert oder erneut prahybridisiert.
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7.7  Transformation und Elektroporation von DNA in E. coli und
Saccharomyces cerevisiae INVScl

7.7.1 CaCl,-vermittelte Transformation in E. coli

Herstellung kompetenter Zellen:

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

Transformation:

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

Blau-Weif}-Selektion:

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

7.7.2  Elektroporation in E. coli

Herstellung elektro-kompetenter Zellen:

50 ml SOB- oder LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 1 ml einer
Ubernachtkultur von E. coli inokuliert und bei 30°C oder 37°C" und 170 rpm bis zum
Erreichen einer ODgonm von 0,6 weiterkultiviert (3-6 h). Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 4000 x g, 4°C) geerntet und zweimal mit 5 und 25 ml eiskalter
10%iger (w/v) Glycerinlosung vorsichtig gewaschen. Das Zellpellet wurde in dem
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verbleibenden Tropfen des Waschiiberstandes resuspendiert, in Aliquots zu je 50 ul
geteilt und bei -70°C eingefroren.

*Um das Plasmid pIJ790 in E. coli BW25113 (REDIRECT® technology kit for PCR
targeting (Gust ef al., 2003)) zu behalten, mussten die Zellen bei 30°C kultiviert
werden. plJ790 enthdlt ein temperatursensitiven Replikationsstartpunkt. Ansonsten
betrug die Kultivierungstemperatur 37°C.

Elektroporation:

Die DNA (ca. 100 ng in 1-2 pl HyOpjigest) Wwurde mit 50 pl kompetenten Zellen gemischt,
1 min auf Eis inkubiert und anschlieBend in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette
(0,2 cm) tiberfiihrt und luftblasenfrei verschlossen. Die Elektroporation wurde mit
einem BioRad Elektroporator bei einer Spannung von 2,5 kV durchgefiihrt. Die ideale
Zeit-Konstante liegt dabei zwischen 4,5-5,0 ms. AnschlieBend wurden 1 ml LB-
Medium in die Kiivette pipettiert, die erhaltene Suspension in ein neues Eppendorfgefall
iiberfiihrt und bei 37°C und 170 rpm fiir 60 min inkubiert. Diese Zellsuspension wurde
dann auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert (maximal 200
ul pro Platte) und die Platten bei 30-37°C iiber Nacht inkubiert.

7.7.3  Elektroporation in Saccharomyces cerevisiae INVScl

Eine Einzelkolonie Saccharomyces cerevisiae INVScl wurde durch Ausstreichen auf
eine YPD-Platte und Kultivierung bei 30°C erhalten. Diese Kolonie wurde in 10 ml
YPD-Flissigmedium im 100 ml Kolben bei 30°C iiber Nacht kultiviert. Zur
Transformation wurde 1 ml dieser Vorkultur in 125 ml YPD in 500 ml Kolben mit zwei
Schikanen umgeimpft. Nach 21 h bei 30°C, 180 rpm und einer ODgg von 0,9 wurde die
Kultur bei 5000 rpm, 4°C, 5 min zentrifugiert, mit 250 ml sterilem Wasser gewaschen
und wieder abzentrifugiert. Nach Waschen mit 125 ml Wasser und 15 ml 1 M Sorbitol
wurde das erhaltene Pellet in 0,25 ml 1 M Sorbitol resuspendiert und 40 pl Zellen mit
100 ng DNA elektroporiert (1,5 kV, 25 puF, 200 Q). Danach wurde sofort 1 ml kaltes 1
M Sorbitol dazugegeben und auf SC-U-Platten ausplattiert und die Platten bei 30°C
tiber Nacht inkubiert.

7.8  Transformation und Konjugation von DNA in Streptomyceten

7.8.1 PEG-abhiingige Protoplastentransformation (modifiziert, nach Kieser et al.,
2000)

Herstellung von Protoplasten:

Von S. coelicolor M512, S. coelicolor (clo-CAS) und S. lividans T7:

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

Von §. coelicolor (nov-CA7):

Die Protoplastierung von S. coelicolor (nov-CA7) wurde, wie zuvor beschrieben, mit
folgenden Modifikationen durchgefiihrt: Zellanzucht erfolgte in TSB-Medium mit 0,4%
Glycin.

Die Protoplasteneffizienz ~wurde iberpriiftt Dazu wurden 10 pl der
Protoplastensuspension mit 200 pl H;Opigest verdiinnt und auf eine R2YE-Platte
ausplattiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem die gleiche Menge
Protoplastensuspension mit 200 pl P-Puffer ausplattiert wurde. Durch das Ausplattieren
geeigneter Verdiinnungsstufen der Protoplastensuspension mit P-Puffer konnte die
Anzahl der regenerierungsfahigen Protoplasten bestimmt werden. Die Ausplattierung
wurde durch Uberschichtung mit 3 ml R3-Weichagar durchgefiihrt, um mechanischen
Stress und Lyse zu vermeiden. Die Platten wurden bei 30°C fiir 3-5 Tage inkubiert.

Transformation:

Die Transformation wurde durch die modifizierte Polyethylenglykol-vermittelte
Transformation nach Kieser et al. (2000) durchgefiihrt. Fiir die Transformation wurden
zu 200 pl Protoplastensuspension, die etwa 10° Protoplasten pro ml enthielt, 10-20 pg
unmethylierte DNA (isoliert aus E. coli ET12567) zugegeben, mit 500 pul
Transformations-Puffer (T-Puffer) versetzt, durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren
gemischt und 1 min bei RT inkubiert. S. lividans T7 tragt im Gegensatz zu den anderen
transformierten Stimmen kein methyl-sensibles Restriktionssystem. Hier kann deshalb
auch DNA aus den iiblichen E. coli-Stimmen wie XL1Blue MRF" verwendet werden.
Verschiedene Volumina des Transformationsansatzes wurden mit Hilfe von 40-50°C
warmen R3-Weichagar (3 ml/Platte) auf R2YE-Platten bzw. R5-Platten ausplattiert. Die
Platten wurden bei 30°C fiir 16-18 h inkubiert. Fiir die Selektion der Mutanten wurden
die Platten mit 3 ml Nutrient-Weichagar mit entsprechendem Antibiotikum
iberschichtet. Nach weiterer Inkubation von 5-10 Tage bei 30°C wurden die erhaltenen
Transformanden mit sterilen Zahnstochern gepickt und quadratféormig auf MS-
Agarplatten bzw. R5-Platten mit dem Selektionsantibiotikum ausgestrichen.

7.8.2  Konjugation von DNA in Streptomyceten

Das Einbringen von DNA durch Konjugation von E. coli mit Streptomyces wurde mit
kleinen Modifikationen durchgefiihrt (Kieser ef al., 2000). Es wurde der Donor-Stamm
E. coli ET12567 verwendet, der das Plasmid pUZ8002 trigt (pUZ8002 trdgt die
Transferfunktionen).

Das zu konjugierende Plasmid oder Cosmid (mit ori7) wurde durch Elektroporation in
E. coli ET12567/pUZ8002 eingebracht und auf LB-Platten mit Kanamycin (50 pg/ml),
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Thiostrepton (25 pg/ml) und dem entsprechenden Antibiotikum des Plasmides
selektiert. 5 ml LB-Medium wurde mit einer Einzelkolonie beimpft und {iber Nacht bei
37°C und 170 rpm inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde 1:1000 in LB-Medium,
welches die entsprechenden Antibiotika enthélt, verdiinnt und bei 37°C und 170 rpm bis
zum Erreichen einer ODgoonm von 0,6 weiterkultiviert (3-6 h). Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 4000 x g, 4°C) geerntet und zweimal mit dem gleichen Volumen
LB (ohne Antibiotika) vorsichtig gewaschen und in 100 pl LB-Medium resuspendiert.

Konjugation in Streptomyces spheroides:

Ein Aliquot einer Sporensuspension von S. spheroides, welches ca. 10° Sporen enthilt,
wurde abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mit 0,5 ml der E. coli
Suspension, die oben beschrieben wurde, gemischt.

Konjugation in Streptomyces roseochromogenes QDCO661:

Frisches Mycel von einer 50 ml TSB/YEME 1:1 Kultur wurde anstatt der Sporen
benutzt. Nach Zentrifugation wurde das Mycel mit 10,3%iger Sucrose-Losung
gewaschen und in 15 ml 2xYT Medium resuspendiert. 0,5 ml dieser Suspension wurde
vorsichtig mit 0,5 ml der oben beschriebenen E. coli Suspension gemischt.

Die Konjugationsansitze wurden jeweils auf zwei MS-Platten mit 10 mM MgCl, bzw.
im Fall der Konjugation mit S. roseochromogenes QDCO661 ohne 10 mM MgCl,,
ausplattiert. Die Platten wurden bei 30°C fiir 18 h bzw. im Fall der Konjugation mit S.
spheroides 24 h inkubiert und anschlieBend mit 1 ml sterilem Wasser, das 0,5 mg
Nalidixinsdure und die entsprechenden Menge des entsprechenden Antibiotikums
enthilt, iiberschichtet. Nach weiterer Inkubation von 5-10 Tage bei 30°C wurden die
erhaltenen Exkonjuganten mit sterilen Zahnstochern gepickt und quadratférmig auf MS-
Agarplatten mit dem Selektionsantibiotikum und 25 pg/ml Nalidixinsdure
ausgestrichen.

7.9 DNA-Sequenzierung und computerunterstiitzte Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von rekombinanten Plasmiden wurde mit Hilfe der
Didesoxynucleotid-Kettenabbruch-Methode auf einem automatischen LI-COR
Sequenzierer (MWG-Biotech AG, Ebersberg) durchgefiihrt.

Das Programm DNASIS fiir Windows Version 2.1 (Hitachi Software Engineering, San
Bruno, USA) ermoglichte die Auswertung der ermittelten DNA-Sequenzen.
Homologievergleiche auf Nukleinsdure- und Aminosdureebene wurden unter
Verwendung des BLAST-Programmes (Version 2.0) iiber die Internetseite
“www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/* erzielt.

8. Methoden der Biochemie und Biologie

Die denaturierende  Polyacrylamid-Gelelektrophorese ~ mit  Sammelgel (4%
Polyacrylamid) und Trenngel (12% Polyacrylamid) wurde nach Laemmli (Laemmli,
1970) durchgefiihrt. Fiir die Elektrophorese wurde die Mini-Protean 3 Apparatur von
BIORAD, Miinchen verwendet. Die verwendeten Losungen wurden nach Angaben des
Herstellers, wie unter 4.3.6 beschrieben, angefertigt. Die zu analysierenden
Proteinproben (10 pl) wurden unmittelbar vor dem Auftrag auf das Gel mit zweifach
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konzentriertem Probenpuffer im Verhéltnis 1:1 versetzt und durch 10 min Kochen im
Wasserbad bei 100°C denaturiert. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von
200 V tiber 30-50 min durchgefiihrt. Nach beendeter Elektrophorese wurden die Gele 5
min in Fixierlosung und anschliefend 20 min in Coomassie-Farbelosung inkubiert. Der
Hintergrund wurde durch Behandlung mit Entfarberlosung fiir 60-90 min und
anschlieBendem Waschen mit Wasser entfarbt.

Als Markerproteinlosung wurde ein Protein Molekulargewichtsmarker (Amersham
Biosciences, Freiburg) mit Phosphorylase b (94 kDa), Albumin (67 kDa), Ovalbumin
(43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa), Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa) und a-Lactalbumin
(14,4 kDa) verwendet.

8.1 Heterologe Expression von Proteinen

8.1.1  Expression in E. coli XL1Blue MRF und E. coli BL21(DE3)/pLysS

100 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika wurden mit 2 ml einer
Ubernachtkultur inokuliert. Die Kulturen wurden bei 16°C, 30°C oder 37°C und 170
rpm bis zu einer ODgoonm von 0,5-0,7 kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen an IPTG (Endkonzentrationen: 0,1 mM,
0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM und 2,0 mM). 6 bzw. 20 Stunden nach Induktion wurden die
Zellen geerntet (10 min, 4000 x g, 4°C) und bei -20°C eingefroren.

Zusiatzlich  erfolgte bei Expressionen des Konstruktes pSH1 in E.  coli
BL21(DE3)/pLysS eine Supplementierung des LB-Mediums mit 1 uM Kobaltchlorid
und/oder 1 uM Methylcobalamin und/oder 100 pl/100 ml LB-Medium
Spurenelementeldsung.

Alternativ wurde eine Expression mit den Konstrukten pCA7 und pCAIl1l unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1 Liter TB-Medium mit Carbenicillin (50 pg/ml) bzw. bei Verwendung von E. coli
BL21(DE3)/pLysS und dem pHis8-Konstrukt pCAl11 1 Liter TB-Medium mit
Kanamycin (50pug/ml) und Chloramphenicol (35 pg/ml) wurden mit 35 ml einer LB-
Ubernachtkultur inokuliert. Die Kulturen wurden bei 37°C und 170 rpm bis zu einer
ODgoonm von 0,6 kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte nach
Abkiihlung auf 20°C mit 0,5 mM IPTG. 6 Stunden nach Induktion wurden die Zellen
geerntet (10 min, 4000 x g, 4°C) und bei -20°C eingefroren.

8.1.2  Expression in Streptomyces lividans T'7

50 ml YEME-Medium mit 10 pg/ml Kanamycin wurden mit 200 ul Glycerinkultur als
Vorkultur inokuliert. Nach 2-3 Tagen Kultivierung bei 30°C und 170 rpm wurden 100
ml YEME-Medium mit 10 pg/ml Kanamycin sowie 25 pg/ml Thiostrepton mit 2-5 ml
der Vorkultur angeimpft. Thiostrepton dient dabei als Induktor der Expression. Nach 24
h Kultivierung bei 30°C und 170 rpm wurde die Kultur geerntet (10 min, 4000 x g,
4°C). Die Zellen wurden bei -20°C eingefroren.
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8.1.3  Expression in Saccharomyces cerevisiae INVScl (Ausubel et al., 1996)

Eine Einzelkolonie wurde in 15 ml SC-U Fliissigmedium (100 ml Kolben) bei 30°C
iiber Nacht angezogen. Die ODgo der Vorkultur wurde gemessen und die Menge
Vorkultur mit der folgenden Formel bestimmt, die umgeimpft werden muss, damit in
der Expressionskultur eine ODgg von 0,4 erzielt wird:

(0,4 ODgoo/ml)*50 ml
bestimmte OD600

= x ml Vorkultur

Die bestimmte Menge wurde abzentrifugiert und im Induktionsmedium resuspendiert.
Das Medium wurde auf 50 ml ergénzt und im 300 ml Kolben mit 2 Schikanen bei 30°C
24 h kultiviert. 5 ml der Kultur wurden sofort als Nullprobe bzw. nach 24 h als ,,Nach*-
Probe entnommen. Die Proben wurden abzentrifugiert (1500 x g, 4°C, 5 min), mit 500
ul Wasser gewaschen (14000 rpm, 4°C, 30 sec) und bei —70°C gelagert.

8.2  Rohextraktherstellung

Aufschluss der E. coli- und Streptomyceten-Zellen:

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

Alternativ wurden Zellen aus der Expression in TB-Medium mit 0,5 mg/ml Lysozym
versetzt und bei 4°C unter Riihren aufgetaut. Fiir 10 g Zellen wurden ca. 25 ml
Lysepuffer verwendet. Der Aufschluss der Zellen erfolgte anschlieBend mittels
Ultraschall (flache Spitze) so lange, bis eine viskose homogene Mischung vorlag (ca. 30
min). Durch Zentrifugation (45 min, 55000 x g, 4°C) erfolgte eine Abtrennung der
zelluldren Bestandteile.

Bei Verwendung des Konstruktes pCA4, das eine Expression des Proteins mit einem
GST-Tag ermoglicht, erfolgte ein modifizierter Zellaufschluss nach Herstellerangabe
(Amersham Biosciences, Freiburg). Dazu wurde das Zellpellet in 20 ml PBS
resuspendiert und mit Ultraschall 5x30 sec mit jeweils 30 sec Pause behandelt. 1052 pl
20%ig Triton X-100 wurden dazugegeben und 30 min auf Eis inkubiert, abzentrifugiert
(10 min, 15.000 rpm) und anschlieend gereinigt.

Beim Aufschluss von S. lividans T7 Zellen wurde Lysepuffer mit 8§ mg/ml Lysozym
verwendet.

Glass beads Aufschluss der Saccharomyces cerevisiae Zellen:

Die Zellen Saccharomyces cerevisiae INVScl wurden mit 500 pl Breaking-Puffer
gewaschen und in so viel Breaking-Puffer resuspendiert, dass die ODggo bei 50-100 lag
(Formel zur Berechnung bei 8.1.3). Ein gleich groBes Volumen siuregewaschener
Glaskiigelchen (@ 0,4-0,6mm) wurde dazugegeben und die Zellen mit 4 x 30 sec
gevortext mit jeweils 30 sec Pause auf Eis. Nach 10 min Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit wurde der Uberstand in ein neues Tube iiberfithrt und mit SDS-Page
analysiert.
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8.3  Reinigung von Fusionsproteinen

8.3.1 Reinigung von  Hexahistidin-Fusionsproteinen = mittels  Nickel-
Affinititschromatographie

Die Metallaffinititschromatographie wurde fiir die Reinigung der Histidin-
Fusionsproteine vom l6slichen Zellextrakt verwendet. Dabei wurde Nickel-Nitriloacetat
(Ni-NTA)-Agarose (Qiagen, Hilden) verwendet und die Reinigung unter Anwendung
der Anleitung des Herstellers in ,,The QIAexpressionist™ durchgefiihrt. Es wurden 2-4
ml zellfreier Rohextrakt mit 0,5-1 ml Ni-NTA-Suspension (50% (w/v) Ni-NTA-
Agarose in 30% (v/v) Ethanol: Bindungskapazitit: 5-10 mg 6xHis-Fusionsprotein pro
ml Material), je nach Proteingehalt, gemischt und 1 h bei 4°C unter Riihren inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension in eine leere Séulenhiilse iiberfiihrt, die Siule
zweimal mit 4 ml Waschpuffer gewaschen und die Sdule mit je 1 ml Elutionspuffer
gespiilt, um die (His)¢- Fusionsproteine zu eluieren.

Zur Reinigung der Histidin-Fusionsproteine vom ldslichen Zellextrakt der Expressionen
in TB-Medium wurden die Ni-NTA-Saulen mit 1,4 ml Ni-NTA-Suspension befiillt und
eine Fritte knapp iiber der Ni-Agarose angebracht. Die Sdulen wurden mit 20 ml
Lysepuffer (Kristallisation) dquilibriert und anschlieBend der Rohextrakt aufgetragen.
Nach Waschen mit 3 mal 15 ml Waschpuffer (Kristallisation) wurde 5 mal mit 0,5 ml
und 4 mal 1 ml Elutionspuffer (Kristallisation) eluiert.

8.3.2  Reinigung von Glutathion-S-Transferase(GST)-Fusionsproteinen

Die Reinigung wurde nach Vorschrift des Herstellers (Amersham Biosciences,
Freiburg) durchgefiihrt. Dazu wurde der Uberstand nach dem Zellaufschluss zu 400 ul
50 % Glutathionsepharose gegeben und bei 4°C 1 h geriihrt. Nun wurde die Suspension
in eine leere Séule gefiillt, 3 mal mit 4 ml PBS gewaschen und 5 mal nach 10 min
Inkubation mit 200 ul Elutionspuffer eluiert.

8.4 Bestimmung der Amidsynthetase-Aktivitit

Der Amidsynthetase-Assay enthielt in einem Reaktionsvolumen von 100 pul 1 mM Ring
A oder Ring A-Analogon, 1 mM Ring B von Novobiocin (methyliert an C-8") bzw. 1
mM Novenamin, 5 mM ATP, 5 mM MnCl,, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) und 10 pg der
entsprechenden Amidsynthetase (NovL, CloL, CouL oder SimL). Die Reaktionsansétze
wurden 30 min bzw. 1,5 h bei 30°C inkubiert und dann mit 5 pul 1,5 M
Trichloressigsdure-Losung abgestoppt. Fiir die Analyse der Assayprodukte wurden die
Ansitze wie unter 12.4 beschrieben extrahiert und mittels HPLC analysiert.

Als Kontrolle wurden jeweils Aktivitdtsbestimmungen mit hitzeinaktiviertem Protein
(30 min, 100°C) in Anwesenheit aller Assaykomponenten durchgefiihrt.
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8.5 Bestimmung der antimikrobiellen, gyrasehemmenden und
zytotoxischen Aktivititen

8.5.1 Reporter-Gene-Assay

Fiir das Reporter-Gene-Assay wurden Ubernachtkulturen von E. coli DC2 mit den
entsprechenden Konstrukten (Basilea Pharmaceutica, Basel, Schweiz) mit 10 pg/ml
Tetracyclin in LB-Medium bei 37°C angezogen. Am nichsten Morgen wurden die
Kulturen 1:100 mit LB (ohne Tetracyclin) verdiinnt und nochmals fiir 1,5 h inkubiert.
Folgende Konzentrationen der Derivate wurden fiir die Bestimmung benutzt:

100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,563; 0,78 uM.

Als Kontrollen wurden Assays mit Novobiocin, Clorobiocin und eine Negativkontrolle
ohne Compound durchgefiihrt.

Pro Assay (Mikrotiterplatten) wurde 100 pl Kultur verwendet und 5 h bei 37°C auf
einem Vibrationsschiittler inkubiert. Danach wurde sowohl die OD der Kultur bei 595
nm als auch die Bioluminescence gemessen. Zur Normalisierung der Lichtausbeute
RLU (Relative Light Units) mit dem bakteriellen Wachstum wurde die Lichtausbeute
durch die OD der Kultur geteilt. Um den Induktionsfaktor zu bestimmen, wurde dieser
normalisierte Wert in Anwesenheit eines Compounds durch den normalisierten Wert in
Abwesenheit eines Compounds (Negativkontrolle) dividiert.

8.5.2  Supercoiling- und Triplex-Assay

Fiir die Testung der Novclobiocine auf DNA-Gyrase-hemmende Aktivitit wurde der
DNA Gyrase Assay Kit (John Innes Enterprises Ltd., Norwich, UK) eingesetzt. Der
Supercoiling-Assay enthielt in einem Reaktionsvolumen von 20 pl 35 mM Tris-HCI
(pH 7,5), 24 mM KCl, 4 mM MgCl,, 2 mM DTT, 1.8 mM Spermidin, 1 mM ATP, 6,5%
(w/v) Glycerol, 2 ug BSA, 10 nM GyrA und 9,3 nM GyrB (von E. coli), 500 ng
relaxierte pBR322-DNA sowie unterschiedliche Konzentrationen der Testsubstanzen.
Die Testsubstanzen wurden in Konzentrationen zwischen 0,01 und 100 uM mit einer
Endkonzentration von DMSO von 1% (v/v) zu den Ansétzen gegeben. Die Ansitze
wurden 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend durch Abkiihlen
auf Eis sowie durch den Zusatz von 30 pl STEB Puffer und 15 pL Chloroform-
Isoamylalkohol-Puffer gestoppt und mittels DNA Gelelektrophorese in einem 0,8%igen
Agarosegel analysiert.

Der inhibitorische Effekt der verschiedenen Novclobiocine wurde als ICsy ausgedriickt,
d.h. als diejenige Konzentration des eingesetzten Aminocoumarins, die eine Hemmung
der Supercoiling Aktivitdt der Gyrase um 50% bewirkte.

Der Triplex-Formation-Assay basiert auf eine bereits publizierte Methode (Maxwell et
al., 2006) und wurde in schwarzen streptavidin-liberzogenen 96-Well Mikrotiterplatten
(Pierce) mit einem Endvolumen von 30 pl und den gleichen Bestandteilen, wie schon
bei der Durchfiihrung des Supercoiling-Assays beschrieben, durchgefiihrt. Allerdings
wurde statt dem pBR322 der relaxierte pNOI1 verwendet. Die SigmaPlot Version 10
Software wurde zur Auswertung benutzt.
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8.5.3 ATPase-Assay

Der ATPase-Assay basiert auf einer publizierten Methode (Rowlands et al., 2004), die
modifiziert wurde. Der Assay wurde in 96 Well Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Anstatt
des beschriebenen Hsp90 wurde die Untereinheit B der E. coli Gyrase eingesetzt und
der Reaktionspuffer angepasst. Er beinhaltete 50 mM Tris-HCI, (pH 7,6), 100 mM KCl,
5 mM MgCly, 5 mM DTT, 1 mM EDTA und 1 mM ATP. 25 pl einer Mischung von 625
ul kaltem Reaktionspuffer und 2,5 pl E. coli Gyrase Untereinheit B mit einer
Endkonzentration von 100 nM pro Assayansatz wurden eingesetzt. Die Testsubstanzen
wurden in Konzentrationen zwischen 0,008 und 10 uM mit einer Endkonzentration von
DMSO von 4% (v/v) zu dem Assayansatz gegeben. AnschlieBend wurden die Platten
eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert.

Zwei Stunden vor Gebrauch wurde das Malachitgriin-Reagenz hergestellt. Es bestand
aus Malachitgriin (0,0812%, w/v), Polyvinylalkohol (2,32%, w/v),
Ammoniummolybdat (5,72%, w/v, in 6 M HCl), und tridest. Wasser, gemischt in einem
Verhiltnis von 2:1:1:2. Das Reagenz wechselt im Laufe von 2 h Inkubation bei
Raumtemperatur die Farbe von Dunkelbraun nach Goldgelb.

Um die ATPase-Reaktion zu stoppen, wurden jedem Well 80 ul des Malachitgriin-
Reagenzes, gefolgt von 10 pl einer 34%igen Natriumcitrat-Losung zugegeben (Lanzetta
et al., 1979). Nach 15 min bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 620 nm
gemessen und der ICso-Wert bestimmt.

8.5.4  Bioassay mit Bacillus subtilis

Die antibakterielle Aktivitdt von Novobiocin, Clorobiocin, sowie den hergestellten
Novclobiocinen wurde mit Hilfe eines Agardiffusionstests unter Verwendung von
Bacillus subtilis ATCC 14893 als Teststamm iiberpriift.

4,6 g Nutrient Agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) wurden in 200 ml Wasser
suspendiert und autoklaviert. Nach Abkiihlen auf 45°C wurden ca. 2x10° Bacillus
subtilis-Sporen/ml Medium zugesetzt. Unterschiedliche Mengen der zu testenden
Substanzen wurden als methanolische Losung in einem Volumen von 1-10 pl auf
Filterplattchen (d=6 mm; Macherey-Nagel, Diiren), die bereits auf die Agarplatten
aufgebracht worden waren, aufgetragen und 30 min an der Luft getrocknet. Als
Negativkontrolle dienten 10 pl reines Methanol. Die Bioassay-Platten wurden
anschlieBend iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Als MaB fiir die antibiotische Aktivitit
diente der resultierende Hemmhofdurchmesser im Vergleich zu Clorobiocin als
Standard.

8.5.5 MIC-Bestimmung

Die minimalen inhibitorischen Konzentrationen der aktivsten Novclobiocine sowie von
Novobiocin und Clorobiocin als Standard wurden mit Hilfe einer Medien-
Verdiinnungsmethode im pl-Mafstab nach den Angaben des National Committee for
Clinical Laboratory Standards durchgefiihrt (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 2003). Dazu wurden Mikrotiterplatten (96 Wells/Platte;
Endvolumen der Assays: 100 ul pro Well) zunidchst mit 50 pl eines geeigneten
Wachstumsmediums fiir den jeweiligen Teststamm befiillt. In diesem Medium wurden
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Verdiinnungsreihen der Testsubstanzen (0,06-32 pg/ml) angelegt. Die Platten wurden
mit 5x10° Zellen einer Kultur in der exponenticllen Wachstumsphase pro ml
Assayansatz inokuliert und iiber Nacht bei 35°C als Standkultur inkubiert. Die
Auswertung der Platten erfolgte durch optische Inspektion mit Hilfe eines beleuchteten
Mikrotiterplatten-Lesegeridtes mit VergroBerungsspiegel (MIC-2000, Cooke Laboratory
Products, Alexandria, Virginia).

Fiir Streptococcus pneumoniae wurden die MIC-Bestimmungen in Kationen-
angepalitem Mueller-Hinton-Medium (CAMHB; BBL, Cokeysville, MD, USA), das mit
5% (v/v) Pferdeserum (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) supplementiert
wurde, durchgefiihrt. Alle librigen Teststimme wurden fiir die MIC-Bestimmungen in
Kationen-angepalitem Mueller-Hinton-Medium ohne Serumzusatz kultiviert. Die
Novclobiocine sowie Novobiocin und Clorobiocin wurden fiir diese Experimente in
DMSO gelost; die Endkonzentration an DMSO pro Assayansatz betrug maximal 2%
(v/v). Alle gestesteten Stimme stammen aus der Bakteriensammlung der Firma Basilea
Pharmaceutica AG (Basel, Schweiz).

8.5.6 Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit

Die Proben wurden in DMSO zum 200-fachen ihrer gewiinschten Endkonzentration
verdiinnt. AnschlieBend wurden die Proben 1:40 mit dem Kulturmedium (serumfreies
HL-Medium (Schumpp und Schlaeger, 1990), dem Ca®" fehlte, mit 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin) verdiinnt. 5 pul Aliquots dieser Kultur wurden vervierfacht, in
sterile 384-Well Platten iiberfiihrt und mit 20 pl einer Namalwa Zellsuspension ergénzt
(75000 Zellen/'ml Medium). Medium ohne Zellen wurde als Kontrolle benutzt. Die
Endkonzentration von DMSO betrug 0,5% pro Well. Die Platten wurden bei 37°C/5%
CO, fiir 48 h inkubiert. Dann wurde 2,5 pl WST-1 (Roche) zugegeben und weitere 2 h
inkubiert, bevor die Absorption bei 440 nm mit einem Analyst Lesegerit bestimmt
wurde. Relative Viabilititen (korrigiert mit %-Leerwert der Kontrolle) wurden durch
die Analyse der Rohdaten mit Excel berechnet. ICso-Konzentrationen wurden mittels
GraphPad Prism bestimmt.

8.5.7 Bestimmung der Bindungsenergien

Im ersten Schritt zur Berechnung der Bindungsenergien wurden die neuen Derivate
manuell gedockt, in dem die Struktur der E.coli GyrB 24 kDa Domaine im Komplex mit
Clorobiocin genutzt wurde (pdb code lkzn). Der Bindungsmodus des Clorobiocins
wurde als Startpunkt angenommen. Fiir die Isonovclobiocine, die die 5-Methylpyrrol-2-
carbonyl Gruppe an Position 2" des Desoxyzuckers tragen, wurde kein passender
Bindungsmodus gefunden. Sie wurden von der Berechnung der Bindungsenergien
ausgenommen. AnschlieBend wurde das Docking der Derivate optimiert, in dem die
Moloc Software mit standardisiertem Kraftfeld und Optimierungsparametern genutzt
wurde. Die errechneten Bindungsenergien Encorry Wurden mit dem Energiewert Esirain
korrigiert. Dieser Energiewert E(sain)y wurde erhalten durch die Differenz zwischen den
angepassten Energien Egyac) der Derivate im gewdhlten Bindungsmodus im Vakuum
und der Energien Epvac) der Derivate nach Optimierung im Vakuum.

59



II Material und Methoden

9. Konstruktion der Deletionsmutanten

Fiir die Inaktivierung der Gene cloQ, cloL und novQ in den Cosmiden clo-BGlI, clo-
CAl, nov-BG1 bzw. in 10-9¢c sowie zum Austausch der Ampicillin-Resistenzkassette
im Cosmid D1AS8 und 10-9¢c wurde das PCR-Targeting angewendet (Gust et al., 2003).
Fiir die Inaktivierungen wurde die Apramycin-Resistenzkassette (aac(3)IV) verwendet,
die durch EcoRI und Hindlll Verdau aus dem Plasmid pUGO019 gewonnen wurde.
AuBerdem wurde die Spectinomycin/Streptomycintori7-Kassette (aadA) aus dem
Plasmid plJ778 zum Austausch der Ampicillinresistenz verwendet. Die Amplifizierung
der Kassetten erfolgte mittels des Expand High Fidelity PCR System wie unter 7.5.1
beschrieben. Das erhaltene PCR-Produkt wurde fiir die Gendeletion im Cosmid durch A
RED vermittelte Rekombination nach Angaben des Herstellers REDIRECT"
Technology Kit (Gust et al., 2003) verwendet.

Fiir die Entfernung der Apramycin-Resistenzkassette wurde die Cosmid-DNA zunéchst
in E. coli ET12567 transformiert, die DNA isoliert, mit Xbal und Spel geschnitten und
iiber Nacht bei 4°C religiert. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz durch CaCl,—
vermittelte Transformation in E. coli XL1Blue MRF" eingebracht und die Apramycin-
sensitiven und Kanamycin-resistenten Klone durch Restriktionsverdau analysiert. Eine
vollstindige  Entfernung der  Kassette ~war durch  Abwesenheit  der
Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel charakterisiert.

Eine weitere Methode, die zur Entfernung der Resistenzkassette diente, war die
Nutzung der FLP-sites. Dazu wurde das modifizierte Cosmid in den Stamm E. coli
DH50/BT340 (Datsenko und Wanner, 2000) eingebracht, anschlieBend bei 42°C
kultiviert und {iber Restriktionsverdau analysiert.

9.1.1 Austausch der Ampicillin-Resistenzkassette in den Cosmiden 10-9¢ und
clo-CA1l

Um die Moglichkeit einer Konjugation in S. spheroides bzw. S. roseochromogenes zu
erhalten, wurde in den Cosmiden clo-CA1 und 10-9¢ die Ampicillinresistenz gegen eine
Spectinomycin/Streptomycin+oriT-Resistenzkassette ausgetauscht.

Durch Verdau mit EcoRI und HindlIl wurde diese Spectinomycin/Streptomycintori7-
Resistenzkassette (aadA) aus dem Plasmid plJ778 gewonnen und per PCR unter
Verwendung der Primer Amp_for (5'-CCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATC
TCAGCGATCTGCTATTTGCCGACTACCTTGG-3") und Amp_rev (5'-ATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTCGCCAGCCTCGCAGAGCA
G-3") amplifiziert. Die hervorgehobenen Buchstaben reprisentieren jeweils die 39 nt
des Homologiebereiches nach dem Start und vor dem Stop der Ampicillin-Resistenz.
Die amplifizierte Kassette wurde in E. coli BW25113/plJ790 eingebracht, der zusitzlich
das Cosmid 10-9¢ bzw. clo-CAl enthielt. Cosmide, welche die Resistenzkassette
integriert hatten, wurden isoliert und durch Restriktionsverdau analysiert.

Das resultierende Cosmid nov-CAl wurde fiir die weitere Inaktivierung von novQ
eingesetzt.

Das resultierende Cosmid clo-CA6, in dem schon cloL durch die Apramycin-Kassette
inaktiviert wurde, wurde durch Konjugation in S. roseochromogenes QDCO661
eingebracht. Homologe  Rekombination  fiihrte zu  Apramycin-resistenten
Transformanden, die durch Southern Blot Analyse auf ihre Richtigkeit {iberpriift
wurden.
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9.1.2  Inaktivierung von novQ

9.1.2.1 Inaktivierung in S. spheroides

Als Basis der Inaktivierung in S. spheroides diente das Cosmid nov-CAl. Zur Deletion
von novQ wurde per PCR unter Verwendung des Primerpaares NovQ PO1f (5'-
CCGGTAATTCACTGTGAGTTGATCACGGAGGAATTCATGATTCCGGGGA
TCTCTAGATC-3") und NovQ POIr (5'-AGTAGTCGTCTCCGGGCATGTTCGC

CAGAGCCTCGCTCAACTAGTCTGGAGCTGCTTC-3") die Apramycin-
Resistenzkassette aus pUGO019 amplifiziert. Die hervorgehobenen Buchstaben
repriasentieren die Homologiebereiche inklusive dem Startcodon und dem Stopcodon
von novQ. Die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel sind durch die
unterstrichenen Buchstaben markiert. Die amplifizierte Kassette wurde in E. coli
BW25113/plJ790 eingebracht, der zusitzlich das Cosmid nov-CA1l enthielt. Cosmide,
welche die Resistenzkassette integriert hatten, wurden isoliert und durch
Restriktionsverdau analysiert. Eine Entfernung der Resistenzkassette wurde nicht
durchgefiihrt, da sie weiterhin als Selektionsmarker benutzt werden sollte.

Durch Konjugation wurde das resultierende Cosmid nov-CA2 in S. spheroides
eingebracht.  Homologe  Rekombination  fiihrte zu  Apramycin-resistenten
Transformanden, die durch Southern Blot Analyse auf ihre Richtigkeit lberpriift
wurden.

9.1.2.2 Inaktivierung von novQ im Cosmid nov-BG1 und heterologe Expression

w~normale* Inaktivierung:

Die beschriebene Inaktivierung von 9.1.2.1 wurde ebenso im Cosmid nov-BGl
durchgefiihrt. Im resultierenden Cosmid nov-CA12 wurde die Apramycin-
Resistenzkassette durch Xbal und Spel Verdau entfernt (nov-CA14).

Die beiden Cosmide nov-CAl12 und nov-CAl4 wurden mittels PEG-vermittelter
Protoplastentransformation in S. coelicolor M512 eingebracht und die Kanamycin-
resistenten Klone mittels Southern Blot auf die spezifische Integration in die ®C31
Attachement Site des Genoms untersucht.

Inaktivierung mit einem Codon-Rest des Gens novQ:

Die Resistenzkassette zur Inaktivierung von novQ, bei der N-terminal ein Codon des
Gens zusitzlich zum Stopcodon erhalten wurde, wurde per PCR unter Verwendung des
Primerpaares NovQ PO1f (5'-
CCGGTAATTCACTGTGAGTTGATCACGGAGGAATTCATGATTCCGGGGA
TCTCTAGATC-3") und NovQ PO02r (5’-AGTCGTCTCCGGGCATGTTCGCCA
GAGCCTCGCTCATCGACTAGTCTGGAGCTGCTTC-3’ amplifiziert. Die
hervorgehobenen Buchstaben prédsentieren den 39 nt Homologiebereich zu der DNA-
Region unmittelbar vor und nach novQ einschlieflich dem putativen Start- und
Stopcodon sowie einem zusitzlichen Codon ,,upstream® des Stopcodons, wéhrend die
unterstrichenen Buchstaben die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel aufzeigen.
Nach Entfernung der Resistenzkassette wurde das AnovQ Cosmid nov-CA7, welches
das Kanamycin-Resistenzgen aphll besitzt, durch PEG-vermittelte
Protoplastentransformation in S. coelicolor M512 eingebracht. Die Kanamycin-
resistenten Klone wurden durch Southern Blot Analyse auf die spezifische Integration
des Cosmids in die ®C31 Attachement Site des Genoms von S. coelicolor M512
untersucht.
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Inaktivierung durch Frameshift:

Zur Deletion von novQ mittels Frameshift wurde die Resistenzkassette unter
Verwendung der Primer NovQ FSfor (5'-GAGTTGATCACGGAGGAATTCATGC
CCGCACTCCCGATGATTCCGGGGATCTCTAGATC-3") und NovQ FSrev (5'-
GTAAATCGACGCGAAAGCGTTCGCGGTCGAATTCTTGATACTAGTCTGG
AGCTGCTTC-3") amplifiziert. Die hervorgehobenen Buchstaben reprisentieren die
Homologiebereiche inklusive dem Startcodon von novQ. Die Restriktionsschnittstellen
fiir Xbal und Spel sind durch die unterstrichenen Buchstaben markiert. Bei dieser
Inaktivierung wurde nur eine Base (Position 19059 in AF170880) entfernt, was ein
Abbruch der Translation (Position 19484 in AF170880) zur Folge hat. Es wurde hier
eine Regenerationszeit nach Einbringen der Apramycinkassette in £E. coli
BW25113/plJ790, der zusidtzlich das Cosmid nov-BG1 enthielt, von 24 h bei RT
eingehalten, bevor die Zellen auf LB-Platten mit 50 pg/ml Apramycin selektiert
wurden.

Auch hier wurde wie oben beschrieben die Kassette durch Verdau wieder entfernt und
das Cosmid nov-CAS8 in S. coelicolor M512 heterolog exprimiert und die Kanamycin-
resistenten Klone mittels Southern Blot analysiert.

9.1.3  Inaktivierung von cloL

Das Gen cloL wurde sowohl im Cosmid D1AS8 als auch im Cosmid clo-BG1 inaktiviert.
Dazu wurden die Primer cloL for (5'-AGCGGAAGTACCTCTACTTCGCGAAAG
GTAGTCACTGGTGATTCCGGGGATCTCTAGATC-3")  und cloL rev (5'-
CATCGAATGACTCACCTCACCTGTCCACCAGCACGTCCGGACTAGTCTG
GAGCTGCTTC-3") verwendet. Die hervorgehobenen Buchstaben zeigen den
Homologiebereich zu der DNA-Region unmittelbar vor c/oL inklusive dem putativen
Startcodon und zu der Region, die 7 Codons vor dem Stopcodon von cloL beginnt, um
die putative Ribosomenbindungsstelle des nachfolgenden Gens cloM nicht zu
beeintrdchtigen. Die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel sind durch die
unterstrichenen Buchstaben markiert. Die amplifizierte Kassette wurde in E. coli
BW25113/plJ790 eingebracht, der zusitzlich das Cosmid clo-BG1 bzw. D1AS8 enthielt.
Cosmide, welche die Resistenzkassette integriert hatten, wurden isoliert und durch
Restriktionsverdau analysiert.

Nach der Deletion von cloL im Cosmid D1A8 wurde das Cosmid clo-CA1 erhalten, in
dem in einem weiteren Schritt die Ampicillin-Resistenzkassette durch die
Spectinomycin/Streptomycin+oriT-Kassette ausgetauscht wurde (s. 9.1.1).

Die Inaktivierung im Cosmid clo-BGl fiihrte zum Cosmid clo-CA2. Das AcloL Cosmid
clo-CA3, das nach Entfernung der Resistenzkassette erhalten wurde, wurde fiir die
weitere Inaktivierung von cloQ eingesetzt.
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9.1.4 Inaktivierung von cloQ im Cosmid clo-CA3 und heterologe Expression in
S. coelicolor

Fiir die Deletion von cloQ wurde die Resistenzkassette unter Verwendung des
Primerpaares cloQ for (5-GGCGCGCCCATTGCTCACCGTCTTACCGACA
CCGTCCTTATTCCGGGGATCTCTAGATC-3’) and cloQ-rev (5’-CCCATGG
TCGATTCCGTGTGTTGGTGAAGTGCGCGCAGACTAGTCTGGAGCTGCTTC
-3’) per PCR amplifiziert. Die hervorgehobenen Buchstaben priasentieren den 39 nt
Homologiebereich zu der DNA-Region innerhalb von c/loQ, um eine Beeinflussung
durch translational coupling zu vermeiden. Die unterstrichenen Buchstaben priasentieren
die Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel.

Das AcloLAcloQ-Cosmid clo-CAS, das nach Entfernung der Resistenzkassette erhalten
wurde, wurde durch PEG-vermittelte Protoplastentransformation in S. coelicolor M512
eingebracht. Die Kanamycin-resistenten Klone wurden durch Southern Blot auf die
spezifische Integration des Cosmids in das Genom von S. coelicolor M512 kontrolliert.

9.2 Insertion eines (His)¢-Tags vor das Gen cloN6 im Cosmid clo-BG1
und heterologe Expression in S. coelicolor

Um eine Insertion eines (His)s-Tags vor das Gen cloN6 im Cosmid clo-BGl zu
ermdglichen, wurde der (His)e-Tags an die Apramycin-Resistenzkassette aus pUGO019
gekoppelt, bei der die FRT-Sites und der oriT fehlen. Dazu wurden die Primer
cloN6insN_for (5'-CAACAAATAGTTTGGATGTCCCAGTGAAATTGAAGCGG
AGGTCTAGAGCAGTACCAGCGTACGGCCC-3"), cloN6insN_zw (5'-TCGATTGG
CTGAGCTCATAAACTAGTATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATTTC-
37) und cloN6NW rev (5'-GTCCCGGAAGTCGTACACGCTGGGCGCATGTAG
CAGGAAATGATGATGATGATGATGAGA-3") benutzt. Die unterstrichenen Basen
kennzeichnen die jeweiligen Schnittstellen. Hervorgehoben sind die Basen, die von
cloN6 stammen und grau hinterlegt sind die Basen des (His)s-Tags.

Die Amplifikation erfolgte mittels Double-joint-PCR (s. 7.5.2). Das erhaltene PCR-
Produkt wurde durch A RED vermittelte Rekombination nach Angaben des Herstellers
REDIRECT® Technology Kit (Gust ef al., 2003) in das Cosmid clo-BG1 eingebracht,
allerdings erfolgte hier eine Regeneration von 24 h bei RT. Die Entfernung der
Apramycin-Kassette wurde nicht durchgefiihrt, um sie weiterhin als Selektionsmarker
nutzten zu konnen. Das resultierende Cosmid clo-CA7 wurde durch PEG-vermittelte
Protoplastentransformation in S. coelicolor eingebracht und die erhaltenen Klone mittels
Southern Blot untersucht.
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10. Fiitterungsexperimente mit synthetischen Ring A-Analoga

10.1 Einstufige Fiitterungen

Zur Herstellung neuer Aminocoumarine auf der strukturellen Grundlage von
Clorobiocin wurde die AcloLAcloQ-Mutant S. coelicolor (clo-CAS) benutzt, in die das
Plasmid pSH2, das das Amidsynthetase-Gen simL enthélt, bzw. das Plasmid pMS91 mit
dem Amidsynthetase-Gen coulL eingebracht wurde.

50 ml YMG-Medium in 300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) wurden mit 300 pl
Glycerinkultur der AcloLAcloQ-Mutante mit pSH2 oder pMS91 beimpft und 2 Tage bei
30°C, 180 rpm kultiviert. Im Fall von S. coelicolor (clo-BG1) enthilt das Medium 12,5
ng/ml Kanamycin; bei der AcloLAcloQ-Mutante mit pSH2 oder pMS91 ist im Medium
12,5 pg/ml Kanamycin und 12,5 pg/ml Thiostrepton enthalten. Mit 1 ml dieser
Vorkultur wurden anschlieend 50 ml Corn starch-Medium mit den entsprechenden
Antibiotika in 300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) inokuliert und 2-3 Tage bei
33°C, 210 rpm kultiviert. 5 ml dieser zweiten Vorkultur wurden dann in 80 ml Distillers
solubles-Produktionsmediums mit 12,5 pg/ml Kanamycin in 500 ml Schikanekolben
(mit Edelstahlfeder) iiberfiihrt und insgesamt 7-10 Tage bei 33°C, 210 rpm kultiviert.
Die zu fiitternden Kulturen wurden am Tag der Inokulation in das Produktionsmedium
mit 1 mg der betreffenden Substanz, gelost in 200 pl Ethanol, versetzt und dann
weiterkultiviert. Nach weiteren 7-10 Tagen Kultivierung wurden die gebildeten
Sekundirstoffe wie unter 12.5 beschrieben extrahiert und iber HPLC analysiert.

Als Kontrollen wurden parallel S. coelicolor (clo-BG1) bzw. S. roseochromogenes
Wildtyp sowie die AcloLAcloQ-Mutante mit pSH2 bzw. pMS91 ohne Fiitterung
kultiviert und ebenfalls extrahiert und analysiert.

10.2 Zweistufige Fiitterungen

Zur Herstellung neuer Hybrid-Aminocoumarine auf der strukturellen Grundlage von
Clorobiocin und Novobiocin wurden zweistufige Fiitterungen durchgefiihrt. Im ersten
Schritt wurde die AnovQ Mutante S. coelicolor (nov-CA7) verwendet, in der in weiteren
Versuchen die Plasmide pSH2 bzw. pMS91 enthalten waren. Im zweiten Schritt der
Fiitterungen wurde die AcloLAcloQ-Mutante S. coelicolor (clo-CAS5) verwendet.

Erster Schritt:

Fiitterung von S. coelicolor (nov-CA7) bzw. S. coelicolor (nov-CA7)/pSH2 oder S.
coelicolor (nov-CA7)/pMS91

Um die entsprechenden Aglyka zu gewinnen, wurde 50 ml TSB-Medium in 300 ml
Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) mit 12,5 pg/ml Kanamycin bzw. 12,5 pug/ml
Kanamycin und 12,5 pg/ml Thiostrepton mit 300 pl der Glycerinkultur der
entsprechenden Mutante beimpft und bei 30°C fiir 2-3 Tage bei 180 rpm kultiviert. 1 ml
dieser Vorkultur wurde in 50 ml CDM-Medium in 300 ml Schikanekolben (mit
Edelstahlfeder) mit den entsprechenden Antibiotika umgeimpft und 4 Tage bei 30°C
und 180 rpm kultiviert. 5 ml dieser zweiten Vorkultur wurde in 50 ml CDM-Medium in
300 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) mit den entsprechenden Antibiotika
iiberfiihrt und mit 1 mg des Ring A-Analogons, geldst in 200 pl Ethanol, gefiittert. Die
weitere Kultivierung wurde bei 30°C und 180 rpm fiir weitere 7 bis 10 Tage
durchgefiihrt.
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Die gebildeten Sekundirstoffe wurden wie unter 12.5 beschrieben extrahiert und iiber
HPLC analysiert.

Als Kontrollen wurden parallel S. coelicolor (nov-BG1) bzw. S. spheroides Wildtyp
sowie die AnovQ-Mutante mit bzw. ohne pSH2 oder pMS91 ohne Fiitterung kultiviert,
extrahiert und analysiert

Zweiter Schritt:

Fiitterung von S. coelicolor (clo-CAS)

Der zweite Fiitterungsschritt wurde, wie unter 10.1 beschrieben, durchgefiihrt. Es wurde
Extrakt gefiittert, der durch die Kultivierung, Fiitterung und Extraktion im ersten Schritt
gewonnen wurde. Der Extrakt wurde zur weiteren Fiitterung in einer geeigneten Menge
Ethanol gelost, um eine Konzentration von etwa 1 mg Aglykon pro 200 ul Ethanol zu
erhalten. 1 mg (200 pl) des entstandenen Aglykons wurde anschlieBend zu 80 ml
Distillers solubles-Produktionsmediums mit S. coelicolor (clo-CAS) und 12,5 pg/ml
Kanamycin in 500 ml Schikanekolben (mit Edelstahlfeder) gefiittert und insgesamt 7-10
Tage bei 33°C und 210 rpm kultiviert (maximale Ethanolmenge pro Kolben: 200 pl).
Die gebildeten Sekundéirstoffe wurden wie unter 12.5 beschrieben extrahiert und iiber
HPLC analysiert.

11. Chemische Synthese von Novenamin

Novenamin wurde durch Spaltung der Oxazol-Vorstufe des Novenamins gewonnen
(Ueda et al., 1988). Dafiir wurden 1,72 mmol der Vorstufe eingewogen und in 83 ml
absolutem Ethanol gelost. Nach Zugabe von 1,72 mmol Acetylchlorid in 10 ml
absolutem Ethanol wurde die Losung unter Riickfluss und Stickstoffatmosphire bei
60°C fiir 20 h erhitzt. Nach Ende der Reaktion wurde der Ansatz bis zur Trockene
einrotiert und anschlieBend in 100 ml Methanol gelost und wieder einrotiert. Die
anschlieende Reinigung erfolgte iiber eine Kieselgelsdule (Kieselgel 60, 125 g (0,04-
0,06 mm’; Merck) in Dichlormethan (250 ml) mit 2% Ammoniak). Dazu wurde ein
Gradient aus einem Dichlormethan-Methanol-Ammoniak-Gemisch benutzt:

1. Stufe: CH,Cl,:MeOH:NHj3 90: &:2 Volumen:300 ml
2. Stufe: CH,Cl,:MeOH:NH; 80:18:2 Volumen:300 ml
3. Stufe: CH,Cl,:MeOH:NH;3 70:27:3 Volumen:300 ml
gefolgt von Elutionsphase: MeOH Volumen:300 ml

Es wurden jeweils Fraktionen von 50 ml Volumen aufgefangen. Die Reinigung wurde
tiber Diinnschichtchromatographie mit UV-Detektion iiberwacht (FlieBmittel:
Dichlormethan:Methanol 95:5).

Aufgrund noch starker Verunreinigungen wurde Fraktion Nr. 20, die das gesuchte
Produkt beinhaltete, weiter mittels einer Sephadex-LH20 (Amersham Biosciences,
Freiburg) Sdule (87 cm, Durchmesser 2,6 cm) aufgereinigt (FlieBmittel: Methanol;
Fraktionsgrofe: 20 ml). Auch diese Reinigung wurde iiber
Diinnschichtchromatographie mit UV-Detektion iiberwacht (FlieBmittel:
Dichlormethan:Methanol 95:5). Fraktionen Nr. 51-55, Nr. 60-64 und Nr. 65-70 wurden
gepoolt, einrotiert, im Exsikkator getrocknet und mit '"H NMR bei 250 MHz in
deuteriertem Methanol untersucht.

In den Fraktionen Nr. 51-55 konnte als Produkt Ring A identifiziert werden. Fraktionen
Nr. 60-64 beinhalteten Novenamin mit einer acetylierten Position 2" des
Desoxyzuckers und Fraktionen Nr. 65-70 beinhalteten das gesuchte Novenamin.
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12. Analytik und Isolierung niedermolekularer Verbindungen

12.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Analytik und Isolierung niedermolekularer Substanzen wurde eine HPLC-Anlage
der Firma Waters (Eschborn) verwendet. Die Anlage setzte sich aus zwei Pumpen
(Waters 510), einem Autosampler (Waters 717 plus) und einem UV-Detektor (Waters
486 Absorbance Detektor) zusammen. Die Steuerung der HPLC-Komponenten und die
Auswertung der Messergebnisse erfolgte iiber die Millenium-Software. Analytische
Auftrennungen erfolgten bei einer Flussrate von 1 ml/min iiber eine Multosphere® RP
18-5 Séule (5 um, 250 x 4 mm) (C&S Chromatographie Service, Diiren), der eine mit
Multoprep RP-18 gefiillte Vorsdule (40 um, 30 x 4 mm) (C&S Chromatographie
Service, Diiren) vorgeschaltet war. Fiir praparative Isolierungen wurden Trennsdulen
mit groBerem Durchmesser (s. 12.5.3) eingesetzt. Die verwendeten FlieBmittel wurden
vor Gebrauch durch Filtration iiber einen Membranfilter (0,45 pm, Millipore) von
Partikeln befreit.

AuBerdem wurde eine HPLC-Anlage der Firma Agilent (Boblingen) zur analytischen
Untersuchung verwendet. Die Steuerung und Auswertung erfolgte iiber die
ChemStation Software. Die Auftrennung erfolgte tliber eine Eclipse XDB-C 18 Saule (5
um, 150 x 4,6 mm) mit einer Flussrate von 1 ml/min.

12.2 Analytik von Clorobiocin und seinen Derivaten

Der Wildtyp und die Mutanten von S. roseochromogenes sowie der S. coelicolor Stamm
mit  Clorobiocin-Cluster und seine abgeleiteten Mutanten wurden in
Produktionsmedium, wie unter 6.2.2.1 beschrieben, kultiviert. 1 ml Bakterienkultur
wurden mit 1 M HCI auf einen pH von 4 angesduert und zweimal mit 1 ml Ethylacetat
extrahiert. Nach Verdampfung des Losungsmittels wurde der Extrakt in 100-300 pl
Methanol resuspendiert. AnschlieBend wurden nach Zentrifugation (10 min, 21000 x g,
4°C) 50-100 pl des klaren Uberstandes unter den folgenden Bedingungen per HPLC
analysiert.

Clorobiocin (Aventis, Bad Soden a.Ts. bzw. von A. Maxwell, Norwich, John Innes
Centre, UK) wurde als Standard verwendet.

Chromatographie-Bedingungen:

FlieBmittel A: H,O : CH;OH : HCOOH (49:50:1)

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

Detektionswellenlédnge: 340 nm

HPLC-Gradient:

Zeit [min]  FlieBmittel A [%] FlieBmittel B [%)]

0,0 60 40
2,0 60 40
27,0 0 100
32,0 0 100
32,1 60 40
37,0 60 40
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12.3 Analytik von Novobiocin und seinen Derivaten

Der Wildtyp und die Mutanten von S. spheroides sowie der S. coelicolor Stamm mit
Novobiocin-Cluster und seine abgeleiteten Mutanten wurden in Produktionsmedium,
wie unter 6.2.2.2 beschrieben, kultiviert. 1 ml Bakterienkultur wurden abgenommen und
zentrifugiert (10 min, 21000 x g, 4°C). 50-100 pul des klaren Uberstandes wurden unter
den folgenden Bedingungen per HPLC analysiert.

Novobiocin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) wurde als Standard verwendet.
Chromatographie-Bedingungen:

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

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

Detektionswellenlidnge: 305 nm

HPLC-Gradient:

Zeit [min]  FlieBmittel A [%]  FlieBmittel B [%]

0,0 40 60
2,0 40 60
37,0 0 100
42,0 0 100
42,1 40 60
47,0 40 60

12.4 Analytik von Novobiocinsiure und seiner Derivate

Die Ansidtze der Amidsynthetase-Assays wurden zweimal mit 1 ml Ethylacetat
extrahiert. Nach Verdampfung des Losungsmittels wurde der Extrakt in 100-110 pl
Methanol resuspendiert. Nach Zentrifugation (10 min, 21000 x g, 4°C) wurden 50-80 pl
des klaren Uberstandes unter den folgenden Bedingungen per HPLC analysiert.
Novobiocinsdure (Pharmacia&Upjohn, Kalamazoo, Michigan, USA) wurde als
Standard verwendet.

Chromatographie-Bedingungen:

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

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

Detektionswellenldnge: 305 nm

HPLC-Gradient:

Zeit [min]  FlieBmittel A [%]  FlieBmittel B [%]

0,0 50 50
2,0 50 50
20,0 0 100
23,0 0 100
23,1 50 50
30,0 50 50
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12.5 Priparative Isolierung neuer Aminocoumarin-Antibiotika

12.5.1 Extraktion aus Zellkulturen

Zur praparativen Isolierung neuer Aminocoumarine wurden 200-2000 ml einer
Zellkultur mit 1 N HCI auf eine pH von 4 angesduert. Nach Entfernung lipophiler
Kulturbestandteile des Distillers solubles-Mediums durch Ausschiitteln mit Petrolether
wurde die wiéssrige Phase dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Bei der Isolierung aus
CDM-Medium (S. spheroides sowie der S. coelicolor Stamm mit Novobiocin-Cluster
und seine abgeleiteten Mutanten) entfdllt das Ausschiitteln mit Petrolether.
Anschliefend wurde das Extraktionsmittel entfernt und der Riickstand in 3-5 ml
Methanol aufgenommen.

12.5.2 Siulenchromatographie

Zur Aufreinigung von Kulturextrakten wurde die Gelfiltration angewendet. Ein
Probenvolumen von 3-5 ml Kulturextrakt wurde auf eine Glassdule (2,6 x 65 cm), die
mit Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences, Freiburg) befiillt war, aufgetragen und
mit entgastem Methanol bei einer Flussrate von 2 ml/min eluiert. Unter Verwendung
eines Fraktionssammlers wurden 15 ml Fraktionen gesammelt, die auf die Anwesenheit
der Aminocoumarine per HPLC analysiert wurden. Die Fraktionen, die die neuen
Aminocoumarine enthielten, wurden gepoolt, einrotiert und fiir die weitere HPLC-
Reinigung in Methanol aufgenommen.

12.5.3 Priparative HPLC-Reinigung

Die priparative HPLC-Reinigung wurde entweder mit einer Multosphere® RP 18-5
Sdule (5 pum, 250 x 8 mm) (C&S Chromatographie Service, Diiren) mit einer
Multoprep” RP-18 gefiillten Vorsdule (40 pm, 30 x 4 mm) (C&S Chromatographie
Service, Diiren) oder einer Multosphere® RP 18-5 Séule (5 pum, 250 x 10 mm) (C&S
Chromatographie Service, Diiren) mit einer Multoprep” RP-18 gefiillten Vorséule (40
um, 50 x 10 mm) (C&S Chromatographie Service, Diiren) durchgefiihrt. Dabei wurden
die gleichen FlieBmittel und Gradienten, wie zuvor unter 12.1 und 12.2 beschrieben,
aber mit einer Flussrate von 2-3 ml/min verwendet.

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

12.6 Spektroskopische Methoden zur Strukturaufklirung

12.6.1 Massenspektrometrie (MS)

Die negative und positive Fast-Atom-Bombardment (FAB)-Massenspektrometrie wurde
an einem TSQ70 Spektrometer (Finnigan, Bremen) durchgefiihrt. Diethanolamin diente
dabei als Matrix.
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12.6.2 LC-MS-Analyse

Positive-Elektrospray-lonisation (ESI) Massenspektren wurden zur Charakterisierung
der Derivate aufgenommen. Dazu wurde ein Fliissigchromatograph mit einer Nucleosil
120 RP ODS-Séule (250 x 2 mm, 8 pm) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 0,5 ml/min
verwendet, der an ein Finnigan TSQ Quantum Massenspektrometer angeschlossen war.
Die Elektrospray-Spannung betrug 3.8 kV, die Kapillartemperatur betrug 320°C. Als
Trenn- und Hilfsgas wurde Stickstoff verwendet (sheath gas flow rate: 30.1 AU; aux gas
flow rate: 12.0 AU). Die kollisions-induzierte Dissoziationspektren innerhalb des
HPLC-Laufs wurden mit einer Kollisionsenergie von +25 eV, Kollisionsgas Argon, und
einem Kollisionsdruck von 1,0 x 10™ torr (133 mPa) aufgenommen. Die Auswertung
erfolgte mittels Xcalibur 1.3 Software.

Chromatographie-Bedingungen:

Zur Trennung wurde ein Acetonitril-Wasser-Gradient mit einer Flussrate von 0,2
ml/min benutzt.

FlieBmittel A: HO:HCOOH (99,9:0,1)

FlieBmittel B: CH;CN: HCOOH (99,9:0,1)

HPLC-Gradient:

Zeit [min]  FlieBmittel A [%]  FlieBmittel B [%]

0,0 100 0
20,0 50 50
21,0 0 100
26,0 0 100
27,0 100 0
30,0 100 0

12.6.3 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Zur Strukturaufklirung isolierter Substanzen wurden 'H NMR-spektroskopische
Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben iiber Nacht im Exsikkator mit
Phosphorpentoxid (Merck, Darmstadt) getrocknet und in deuteriertem Methanol
(Merck, Darmstadt) aufgenommen. Die "H NMR Spektren wurden mit einem AC-250
Spektrometer (Bruker, Karlsruhe) oder einem Avance 400 Spektrometer (Bruker,
Karlsruhe) aufgenommen und mittels MestRe-C2.3a ausgewertet.
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IIT Ergebnisse

1. Biosynthese der 5-Methylpyrrol-2-carbonsiaure-Gruppe des
Clorobiocins — Versuche zur Expression der Methyltransferase
CloN6

1.1  Einleitung

Clorobiocin und Coumermycin A; tragen eine 5-Methylpyrrolgruppe an Position 3" des
Desoxyzuckers. Parallel zu diesem Strukturmerkmal weist das Gencluster von
Clorobiocin die Gene cloNI-6 auf. Homologe dieser Gene konnten auch im Gencluster
von Coumermycin gefunden werden (couNI-6). Durch Inaktivierungen bzw. durch
biochemische Untersuchungen der Genprodukte konnte nachgewiesen werden, dass
diese Gene an der Biosynthese dieser strukturellen Gruppe beteiligt sind (Freitag et al.,
2005b; Garneau et al., 2005; Garneau-Tsodikova ef al., 2006b; Xu et al., 2002; Xu et
al., 2003). Insbesondere konnte durch Inaktivierung nachgewiesen werden, dass das
Gen cloN6 fiir die Methyltransferase codiert, die die Position 5°°° der Pyrrol-2-
carbonsdure-Gruppe methyliert (Westrich et al., 2003). Jedoch konnte durch diese
Inaktivierung der genaue Zeitpunkt der Methylierung nicht geklart werden. Es wurde
allerdings vermutet, dass die Methylierung als letzter Schritt in der Biosynthese von
Clorobiocin vollzogen wird.

Das Protein CloN6 besteht aus 560 Aminosduren. Es weist eine Identitdt von 94% zu
CouL aus dem Coumermycin A; Cluster auf. Durch weitere Sequenzanalyse konnte N-
terminal eine Cobalamin-Bindungsstelle und in der Mitte des Proteins ein Cystein-
Motiv CxxxCxxC (AS 219-226), das Teil eines Eisen-Schwefel-Clusters sein kdnnte,
gefunden werden (Sofia et al., 2001). Diese Eigenschaft ordnet CloN6 wie auch CouN6
in die ,,BchE-dhnlichen/Methyltransferasen-Untergruppe® nach Sofia et al. (2001) ein.
In der selben Untergruppe befinden sich auch die putativen Methyltransferasen der
Biosynthesegencluster von Fortimicin, Fosfomycin und Bialaphos, fiir die eine Funktion
als Cobalamin-abhidngige Methyltransferasen wahrscheinlich gemacht wurde (Kamigiri
et al., 1992; Kuzuyama et al., 1992; Okumura et al., 1981). Allerdings wurden keine
genaueren  biochemischen  Untersuchungen  {iber  diese = ungewoOhnlichen
Methylierungsreaktionen durchgefiihrt.

Die biochemische Untersuchung der Methyltransferase CloN6 sollte nun ndhere
Erkenntnisse iiber diese ungewoOhnliche C-Methylierungsreaktion der Pyrrol-2-
carbonsdure-Gruppe geben. Auflerdem sollte der Methylierungszeitpunkt geklart
werden.

Dazu wurde cloN6 in verschiedene Expressionsvektoren kloniert und anschlieBend
umfassende Expressionsversuche durchgefiihrt.
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1.2 Versuche zur Uberexpression von CloN6

1.2.1  Klonierung der Expressionskonstrukte und Uberexpressionsversuche in
Escherichia coli

Fiir die Herstellung der Expressionskonstrukte wurden verschiedene Vektoren mit
verschiedenen Tags bzw. mit C- oder N-terminalem His-Tag verwendet. c/oN6 wurde,
wie unter Kapitel 11/7.5.3 beschrieben, mittels PCR aus dem Cosmid clo-BG1 bzw.
DI1AS8 amplifiziert und in die entsprechenden Vektoren einkloniert. Die PCR-Produkte
wurden durch Sequenzierung bestétigt.

In allen verwendeten Vektoren standen cloN6 unter der Kontrolle von IPTG
induzierbaren Promotoren. Zur Optimierung der Expressionsbedingungen wurde mit
unterschiedlichen IPTG Konzentrationen, unterschiedlichen Kultivierungstemperaturen
und verschiedenen Medien gearbeitet (Kapitel I1/8.1.1).

1.2.1.1  Klonierung in pQE70 und Durchfiihrung von Uberexpressionsversuchen

Zur Klonierung in pQE70, der eine Expression mit C-terminalen (His)s-Tag unter
Kontrolle des T5 Promotors ermdglicht, wurde c/oN6 mittels PCR amplifiziert, mit Sphl
und BglIl verdaut, iiber zwei Schritte in pQE70 einkloniert und in E. coli XL1Blue
MRF’ und E. coli BL21(3DE)/pLysS transformiert. Das resultierende Konstrukt tragt
die Bezeichnung pCAS.

Eine Uberexpression eines Proteins konnte mit Hilfe des Konstruktes pCAS unter den
getesteten Bedingungen (Kapitel 11/8.1.1) nicht beobachtet werden (nicht gezeigt). Auch
eine Reinigung blieb erfolglos.

1.2.1.2  Klonierung in pRSET B und Durchfiihrung von
Uberexpressionsversuchen

Die Klonierung in den Expressionsvektor pRSET B gestattet eine Expression des
Proteins mit N-terminalem (His)s-Tag. Dazu wurde c/loN6 per PCR amplifiziert und in
den Expressionsvektor pRSET B hinter den T7 Promotor einkloniert. Das fertige
Konstrukt erhielt die Bezeichnung pSH1. Es folgte eine Transformation in E. coli
XL1Blue MRF" und E. coli BL21(3DE)/pLysS.

Bei Expressionsversuchen mit dem Konstrukt pSH1 konnte das erwartete Protein mit
einer Grofle von 67,9 kDa unter den gewéhlten Bedingungen nicht erhalten werden.
Allerdings wurde in beiden E. coli Stimmen eine Expression eines zu kleinen Proteins
der Grofie ca. 60 kDa beobachtet. Um ein eventuelles Fehlen eines Cofaktors, etwa des
Cobalamins, auszuschlieBen, wurden Expressionen mit einer Supplementierung in LB-
Medium mit Kobalt und/oder Spurenelementelosung und/oder Methylcobalamin
durchgefiihrt. Leider fiihrten auch diese Versuche nicht zum gewiinschten Protein. Es
wurde, wie schon in den vorhergehenden Versuchen, das zu kleine Protein der Grofle
ca. 60 kDa exprimiert (Abb. III.1). Eine Aufreinigung des exprimierten Proteins war
nicht moglich.
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1.2.1.3  Klonierung in pQE31 und pHis8 und Durchfihrung von
Uberexpressionsversuchen

cloN6 wurde auch in den Expressionsvektor pQE31 kloniert, der ebenfalls eine
Expression mit N-terminalem (His)s-Tag gestattet. Allerdings erfolgt hier die
Expression unter Kontrolle des T5 Promotors. Dazu wurde das Plasmid pSH1 mit
BamHI und HindlIIl verdaut und das erhaltene c/loN6-Fragment in pQE31 einkloniert,
was zum Konstrukt pCA7 fiihrte. Zur Uberexpression von CloN6 wurde pCA7 in E.
coli XL1Blue MRF" und E. coli BL21(3DE)/pLysS transformiert.

Fiir eine weitere Expression mit N-terminalem (His)s-Tag wurde c/loN6 hinter den T7
Promotor in den Expressionsvektor pHis8 einkloniert. Dafiir wurde c/oN6 mittels PCR
amplifiziert und in den Expressionsvektor pHis8 einkloniert (erhaltenes Konstrukt:
pCA1l). pCAll wurde zur Durchfiihrung von Expressionsversuchen in E. coli
BL21(3DE)/pLysS transformiert.

Bei den Expressionsversuchen mit den Konstrukten pCA7 und pCA11 wurde ebenfalls
nicht das erwartete Protein CloN6 mit der Grofie 65,7 kDa bzw. 66,7 kDa unter den
gewihlten Bedingungen erhalten. Bei den Expressionsversuchen in LB-Medium mit den
Konstrukten pCA7 in E. coli XL1Blue MRF" und pCA11 in E. coli BL21(DE3)/pLysS
konnte jedoch eine Expression eines etwa 60 kDa groflen Proteins beobachtet werden
(Abb. III.2). Eine Reinigung dieser Proteine war nicht mdglich.
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bei 20°C.
20,1

Diese Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass CloN6 zwar exprimiert wird, jedoch
danach gleich wieder (enzymatisch) degeneriert wird. Da dies mit der Faltung des
Proteins zusammenhingen konnte, wurden Expressionsversuche des Konstruktes pCA7
zusammen mit dem Plasmid pACYCisc, das die Gene des isc-Operons von E. coli
beinhaltet (Grawert et al., 2004), in E. coli XL1Blue unter verschiedenen Bedingungen
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durchgefiihrt (s. Kapitel 11.8.1.1) (Abb. IIl.3a). Grawert et al. konnten zeigen, dass
durch die zusétzliche Expression des isc-Operons die Bildung von Eisen-Schwefel-

Clustern unterstiitzt und die Aktivitdt des resultierenden Proteins erhoht wird (Grawert
et al., 2004).

Gene des isc-Operons aus E. coli:

Abbildung II1.3a: Gene des isc-

@ 455- @;I @ @ m Operons, die in pACY Cisc enthalten

sind; Zeichnung nicht mafstabsgetreu.
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Wie bei Grawert et al. (2004) beschrieben, wurden IscS, IscU und HscB des isc-
Operons stark exprimiert (Abb. II1.3b). Allerdings wurde auller dem ca. 60 kDa grof3en
Protein, das schon bei fritheren Expressionsversuchen des Konstruktes pCA7 beobachtet
wurde, kein Protein in der gesuchten GroBe von 65,7 kDa iiberexprimiert.
AnschlieBende  Reinigungsversuche blieben erfolglos. Auch durch diese
Expressionsversuche wurde CloN6 nicht erhalten.

Um zu kléren, welches Protein der Grofle ~60 kDa bei den Expressionversuchen des
Konstruktes pCA7 exprimiert wurde, wurde das Protein aus dem SDS-Gel isoliert, mit
Trypsin verdaut und mittels MS-Analyse untersucht.

Mit dieser Analyse konnten zehn Fragmente zwischen Pos. 68 und 555 der
Aminoséuresequenz von CloN6 nachgewiesen werden (Abb. I11.4a und Anhang VII.1).
Ab filinf iibereinstimmenden Fragmenten kann von einer Identifikation des Proteins
ausgegangen werden (S. Stevanovic, personliche Mitteilung). Zum vollstdndigen CloN6
Protein fehlen N-terminal jedoch bis zu 67 Aminosduren. Diese Fragmente konnten
auch mit gezielter Suche im MS-Spektrum nicht gefunden werden.

.V VL WV LY LV

f /
Pos. 68 CloN6 Pos. 555
(560 AS) = = nicht detektierbar

Abbildung IIl.4a: Schematische Darstellung der nachgewiesene Fragmente des Trypsin verdauten
Proteins der Expression von pCA7 in E. coli XL1Blue MRF" mittels MS-Analyse. Zeichnung ist nicht
maBstabsgetreu.

Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass CloN6 zwar exprimiert wird, jedoch
sofort wieder in ein kleineres Protein degeneriert wird.
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Das mit MS detektierte Protein (Aminosdure 68-555) hat ein berechnetes Gewicht von
56,5 kDa (vollstindig inklusive (His)s-Tag: 65,7 kDa), was sich ungefihr mit dem
exprimierten Protein der abgeschdtzten Grofe von ca. 60 kDa deckt. Die Differenz
kommt durch Fehler in der Abschitzung der Groe in SDS-PAGE zustande, sowie
durch bis zu 19 zusitzliche Aminosduren des angrenzenden Trypsin-Fragmentes, da die
Abbruchstelle des Proteins nicht eindeutig durch diese MS-Analyse gekldrt werden
kann.

Um vollstindiges, noch nicht degeneriertes Protein zu erhalten, wurden
Expressionsversuche von pCA7 in E. coli XL1Blue MRF" und pCAll in E. coli
BL21(DE3)/pLysS in einem Volumen von je 1 Liter TB Medium mit anschlieBender
Reinigung durchgefiihrt. Bei beiden Versuchen konnte nach der Induktion keine
Uberexpression eines Proteins beobachtet werden. Jedoch konnte nach der
durchgefiihrten Reinigung beim Konstrukt pCA7 eine diinne Bande bei der gesuchten
GroBe von CloN6 von 65,7 kDa erhalten werden (Abb. I11.4b).

Q
§ 555 . 5
E_£52 8 . g El
o3 E 238 = £ = = uate
kDa SE 8= SE = = kDa = 1 2 3 4 5 6 7 8 9
97,0
97,0 66.0 <_65,? kDa
66,0 _ CloN6
45,0
450 S =
- - —
s - 30,0 - e -
30,0 - .
- = 20,1
20,1 14,4 S e’

Abbildung I11.4b: Reinigung der Expression mittels des Konstruktes pCA7 in E.coli XL1Blue MRF" in
TB-Medium bei 20 °C, induziert mit 0,5 mM IPTG.

Eine weitere Optimierung der Expression und Reinigung kdnnte hier zu besseren
Ausbeuten fithren. Eine anschlieBende Reinigung mittels Gelchromatographie konnte
zur Abtrennung der unspezifisch gebundenen Proteine benutzt werden, um reines
CIoN6 Protein zu erhalten.

1.2.1.4  Durchfiihrung von Uberexpressionsversuchen mit GST- bzw. Trx-Tag

Um auszuschlieBen, dass die Expressionsprobleme durch den verwendeten (His)s-Tag
verursacht werden, wurde c/loN6 in einem weiteren Versuch in den Expressionsvektor
pGEX-4T-1 kloniert, um eine Expression mit einem N-terminalem GST-Tag unter
Kontrolle des Tac-Promotors zu ermoglichen. Das resultierende Konstrukt trigt die
Bezeichnung pCA4. Zur Durchfiihrung von Expressionsversuchen wurde pCA4 in E.
coli BL21(3DE)/pLysS transformiert.

Auch hier konnte unter den gewihlten Bedingungen das erwartete Protein mit einer
GroBe 91,2 kDa nicht exprimiert werde. Jedoch wurde auch hier ein zu kleines Protein
der Grofle ~70 kDa exprimiert (Abb. II1.5). Eine Reinigung des erhaltenen Proteins war
nicht méglich.
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Zusétzlich wurde cloN6 in den Expressionsvektor pET32a kloniert, welcher eine
Expression mit einem N-terminalem Thioredoxin(Trx)-Tag gefolgt von einem (His)s-
Tag ermoglicht (S. Keller, D. Lawson, John Innes Center, Norwich; personliche
Mitteilung). Es wurden daraufhin Expressionsversuche in E. coli BL21(DE3)
durchgefiihrt. Leider fiihrten auch diese Expressionsversuche nicht zum gewiinschten,
vollstindigen CloN6 Protein, sondern wieder zu einem degenerierten Produkt (nicht

gezeigt).

1.2.2  Uberexpressionsversuche von CloN6 in Streptomyces lividans T7 und
Saccharomyces cerevisiae

Um Expressionen in anderen Wirtstimmen durchzufiihren, wurde c/oN6 in den
Expressionsvektor pGM9 und in pYES2/NT-C kloniert.

Die Klonierung in den Vektor pGM9 erfolgte durch eine Fusion iiber die HindIII-
Schnittstelle mit dem Plasmid pSH1 (resultierendes Konstrukt: pCA2).

Zur Klonierung in pYES2/NT-C wurde c/loN6 aus dem Plasmid pCA4 mit BamHI und
Notl Verdau isoliert und anschlieBend pYES2/NT-C iiber die gleichen Schnittstellen
einkloniert. Das erhaltene Konstrukt tragt die Bezeichnung pCAS.

Nach Transformation von pCA2 in Streptomyces lividans T7 und Elektroporation von

pCAS in Saccharomyces cerevisiae wurden Expressionsversuche durchgefiihrt (Kapitel
[1/8.1.2 und 8.1.3).

Es konnte keine Uberexpression eines Proteins mit Hilfe des Konstruktes pCA2 in S.
lividans T7 unter den getesteten Bedingungen erzielt werden (nicht gezeigt).

Auch die Uberexpression des erwarteten 71,8 kDa groBen Proteins in Saccharomyces
cerevisiae konnte mit Hilfe des Konstruktes pCAS8 unter den getesteten Bedingungen
(Kapitel 11/8.1.3) nicht erzielt werden (nicht gezeigt). Es wurde auch kein weiteres
Protein tiberexprimiert.
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1.3  Insertion eines (His)s-Tags vor das Gen cloN6

1.3.1 Insertion des (His)s-Tags vor c/loN6 im Cosmid clo-BG1

Als Alternative zur konventionellen Expression wurde eine Insertion eines (His)s-Tags
vor cloN6 im Cosmid clo-BG1 durchgefiihrt. Diese Insertion wird nach heterologer
Expression in Streptomyces coelicolor M512 zwar nicht in einer Uberexpression des
Proteins resultieren, aber das Protein kann mit Hilfe des (His)s-Tags aufgereinigt und
aufkonzentriert werden. AuBerdem bestdtigt der Nachweis von Clorobiocin im
Kulturiiberstand auch die Anwesenheit eines vollstdndigen CloN6 Proteins.

Dazu wurde die Apramycin-Resistenzkassette aac(3)IV mit einem (His)s-Tag mittels
Double-joint-PCR amplifiziert (Kapitel 11/7.5.2). Die PCR wurde mit 3 verschieden
Primern durchgefiihrt (Abb. II1.6-1). Der erste Primer (cloN6insN_for) beinhaltete 35
Basenpaare homolog zu dem Bereich vor cloN6 sowie 21 Basenpaare der
Apramycinkassette. Der zweite Primer (cloN6insN zw) bestand aus Basen der
Apramycinkassette und des (His)s-Tags und bildete nach dem Annealing mit dem
dritten Primer (cloN6NW _rev), der Basen des (His)s-Tags und 39 Basenpaare homolog
zu dem Bereich vor c/oN6 beinhaltete, den reversen Primer.

cloN6insN for cloN6insN AN

Apra > cioN6NW_rev

Abbildung II1.6-1: Schematische Darstellung der verwendeten Primer zur Insertion eines (His)s-Tags vor
cloN6 im Cosmid clo-BG1. Apra = Apramycin-Resistenzkassette.

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt mittels PCR-Targeting in das Cosmid clo-BG1
insertiert, wie in Kapitel 11/9.2 beschrieben, so dass durch diese Insertion der (His)s-Tag
direkt N-terminal vor cloN6 -eingebracht wurde. Die Insertion wurde durch
Sequenzierung bestitigt. Das erhaltene Cosmid trdgt die Bezeichnung clo-CA7.
Anschliefend wurde, wie in Kapitel 11/7.8.1 beschrieben, das modifizierte Cosmid clo-
CA7 in S. coelicolor M512 durch PEG-vermittelte Protoplastentransformation
eingebracht. Die Mutanten, die durch Integration des Cosmides in das Wirtsgenom
entstanden, wurden durch ihre Apramycin- und Kanamycinresistenz selektiert. Die
schematische Darstellung der Integration ist in Abbildung I11.6-2B wiedergegeben. Die
Mutanten wurden mit Southern Blot Analyse auf ihren Genotyp untersucht (Abb. III.6-
2C).
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Abbildung II1.6-2: A) Cosmid-Konstrukte clo-BG1 und clo-CA7, die das Clorobiocincluster und die
®C31 Integrationsfunktion enthalten. B) Schematische Darstellung der Site spezifischen Integration von
clo-CA7 in das Genom von Streptomyces coelicolor M512. X= Xhol Schnittstelle, T3, T7= T3, T7
Promotoren des SuperCosl-Vektors. Angegebene Fragment GroBen resultieren aus dem Xhol Verdau. C)
Southern Blot Analyse der clo-CA7 Integrationsmutante. M= DIG gelabelter DNA Molecular Weight
Marker VII (Roche). Als Sonde wurde gelabletes clo-BG1 Cosmid verwendet. Die genomische DNA
wurde mit Xkol verdaut.
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Abbildung IIL.7: HPLC-Analyse von A) Clorobiocin und den Clorobiocin-Derivate der
Produktionstimme: B) Streptomyces coelicolor M512 mit dem Cosmid clo-CA7, das den (His)s-Tag vor
dem Gen cloNG6 tragt. C) Streptomyces roseochromogenes (AcloN6-67), in der cloN6 inaktiviert wurde.
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1.3.2  Analyse der Sekundirstoffproduktion

Fiir die Analyse der Sekundirstoffproduktion wurden eine Mutante von Streptomyces
roseochromogenes (AcloN6-67) mit dem inaktivierten Gen c/oN6 und vier
Integrationsmutanten von Streptomyces coelicolor M512 mit dem Cosmid clo-CA7 in
Produktionsmedium (s. Kapitel 11/6.2.2.1) kultiviert. AnschlieBend wurden die
Ethylacetatextrakte der Kulturen mittels HPLC analysiert. Als Standard wurde
Clorobiocin verwendet. Die Mutante von S. roseochromogenes (AcloN6-67) mit dem
inaktivierten Gen cloN6 produzierte Novclobiocin 104 (61,2 pg/ml), Novclobiocin 109
(11,1 pg/ml) und Novclobiocin 110 (3,45 pg/ml). Interessanterweise konnte in den
Extrakten der Integrationsmutanten von S. coelicolor M512 mit dem Cosmid clo-CA7
die erwartete Clorobiocin-Produktion nicht nachgewiesen werden. Dafiir produzierten
die Mutanten Novclobiocin 104 (24,2 pg/ml), Novclobiocin 109 (3,9 pg/ml) und
Novclobiocin 110 (0,86 pg/ml) in etwa dem gleichen Verhéltnis wie die cloN6-
Defektmutante (Abb. I11.7). Die Insertion des (His)s-Tags verhinderte die Bildung des
aktiven CloN6 Proteins. Wie schon bei der Inaktivierung von cloN6 durch Westrich et
al. (2003) beobachtet, wurde auch hier durch die fehlende Anwesenheit eines aktiven
CloN6 Proteins der Acyltransfer durch CloN7 stark eingeschrdnkt, was in der hohen
Produktion von Novclobiocin 104 resultiert.

1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsversuche der
Methyltransferase CloN6

Um die Methyltransferase CloN6 biochemisch zu untersuchen, wurde c/oN6 zunichst in
acht verschiedene Expressionsvektoren kloniert und anschlieBend versucht, das Protein
in E. coli, Streptomyces lividans T7 und Saccharomyces cerevisiae zu exprimieren und
zu reinigen. Alternativ wurde versucht, das Protein durch einen N-terminal
eingebrachten (His)s-Tag aus einer Integrationsmutante zu gewinnen. Jedoch blieben
die Experimente erfolglos. Einzig der Versuch CloN6 mit Hilfe des Konstruktes pCA7
in einem Volumen von 1 Liter iiberzuexprimieren konnte erfolgreich sein. Hier zeigte
sich nach der Reinigung eine schwache Bande der gesuchten Grofe in der SDS-PAGE.
Fir eine biochemische Untersuchung des Proteins miisste zusitzlich noch die
Expression und Reinigung optimiert werden, sowie die Identitdt des erhaltenen Proteins
durch MS-Analyse bestitigt werden.

Nach neueren Erkenntnissen (Anderle et al., 2007) ist fiir die Methylierung der Pyrrol-
2-carbonsdure-Gruppe ein Proteinkomplex der Proteine CloN1, CloN6 und CloN7
wahrscheinlich. Das Substrat der Reaktion wurde als Pyrrolyl-2-carboxyl-S-CloN1
identifiziert. Da dieses Substrat zur Untersuchung der Methyltransferasereaktion nicht
zur Verfligung steht, wurde das Projekt an dieser Stelle beendet.
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2. Herstellung neuer Aminocoumarin-Antibiotika

2.1 Einleitung

Das charakteristische Strukturmerkmal der Aminocoumarine ist der 3-Amino-4,7-
dihydroxycoumarin-Ring (= Ring B), der mit dem substituierten Desoxyzucker (= Ring
C) verkniipft ist (Abb. IIL.8). Im Fall von Clorobiocin und Novobiocin ist dieser
Aminocoumarin-Ring mit einer prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure (= Ring A)
verkniipft. Im Gegensatz dazu sind im Coumermycin zwei Aminocoumarin-Ringe mit
einer 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure verkniipft. Es konnte gezeigt werden, dass der
Aminocoumarin-Ring zusammen mit dem substituierten Desoxyzucker essentiell fiir die
Bindung an die B-Untereinheit der bakteriellen Gyrase ist (Lafitte et al., 2002; Lewis et
al., 1996a; Maxwell, 1993; Tsai et al., 1997). Fiir die prenylierte 4-Hydroxybenzoesiure
von Clorobiocin und Novobiocin konnte nur eine schwache Bindung an die Gyrase
nachgewiesen werden (Lafitte et al., 2002; Lewis et al., 1996a; Tsai et al., 1997).
Jedoch konnte beobachtet werden, dass diese Gruppe einen groBen Einfluss auf die
Aufnahme der Aminocoumarine in die Bakterien ausiibt (Lafitte et al., 2002; Lewis et
al., 1996a).
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Abbildung III.8: Strukturformeln der Aminocoumarin-Antibiotika Clorobiocin, Novobiocin und
Coumermycin A;.

Novobiocin ist das einzige Aminocoumarin-Antibiotikum, das bisher eine Zulassung als
Arzneimittel erhalten hat. Es zeigte jedoch neben seiner Toxizitdt gegen eukaryontische
Zellen nur eine geringe Aktivitit gegen Gram-negativen Bakterien (Kirby et al., 1956).
Auch die Tendenz von Staphylokokken zur schnellen Resistenzentwicklung trigt zur
Limitierung der Anwendung bei (Perronne et al., 1987). Dies macht es notwendig, neue
Aminocoumarine herzustellen.
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2.2 Herstellung neuer Novobiocin-Derivate

Da bisher vor allem neue Clorobiocin-Derivate hergestellt wurden (Galm et al., 2004a;
Li und Heide, 2004), sollte nun eine Serie von neuen Novobiocin-Derivaten hergestellt
werden, die verbesserte Eigenschaften im Vergleich zu Novobiocin aufweisen. Die
Grundstruktur der neuen Derivate sollte dabei der Struktur des Novobiocins
entsprechen. Nur die prenylierte 4-Hydroxybenzoesdure (Ring A) sollte durch
verschiedene Ring A-Analoga (RAA) ersetzt werden.

2.2.1 Enzymatische Synthese

Eine Moglichkeit zur Herstellung neuer Novobiocin-Derivate ist die enzymatische
Synthese in vitro. Dafir wurden modifizierte Amidsynthetase-Assays mit den
Amidsynthetasen CloL, CoulL und NovL durchgefiihrt (s. Kapitel 11/8.4). Diese
Amidsynthetasen wurden bereits in fritheren Arbeiten charakterisiert (Galm ef al.,
2004a; Schmutz et al., 2003b; Steffensky et al., 2000a). Es konnte gezeigt werden, dass
die Amidsynthetasen den Transfer der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure (Ring A) auf
die Aminogruppe des Aminocoumarin-Rings (Ring B) bzw. im Fall von CouL den
Transfer der 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure auf die Aminogruppen der zwei
Aminocoumarin-Ringe (Ring B) katalysiert. Durch weitere Untersuchungen konnte
beobachtet werden, dass diese Amidsynthetasen auch eine sehr unterschiedliche
Substratspezifitdt im Bezug auf unterschiedliche Ring A-Analoga zeigen (Galm et al.,
2004a). Zur Herstellung neuer Novobiocin-Derivate sollte nun diese unterschiedliche
Substratspezifitit genutzt werden. Um in einem Schritt ein neues Novobiocin-Derivat
herstellen zu konnen, musste der Amidsynthetase-Assay modifiziert werden. Statt dem
Aminocoumarin-Ring, der das natiirliche Substrat der Amidsynthetasen darstellt, wurde
Novenamin eingesetzt, das aus dem Aminocoumarin-Ring mit der freien Aminogruppe
und dem carbamoylierten Desoxyzucker besteht (Abb. I11.9). Durch diese Modifikation
konnte Novenamin direkt mit Ring A bzw. einem Ring A-Analogon umgesetzt werden
und das entsprechende Novobiocin-Derivat erhalten werden.

Da Novenamin kommerziell nicht erhiltlich ist, wurde zundchst eine chemische
Synthese dieser Substanz durchgefiihrt.

2.2.1.1 Synthese und Strukturaufklirung von Novenamin

Die Synthese von Novenamin und dessen Reinigung sind unter Kapitel 1I/11. im
Methodenteil ausfiihrlich beschrieben. Als Basis der Synthese diente eine Oxazol-
Vorstufe (Oxazolcoumarin), die zuvor durch die Behandlung von Novobiocin mit
Acetanhydrid und Pyridin bei der Synthese von Ring A gewonnen wurde. Durch die
Behandlung der Oxazol-Vorstufe mit Acetylchlorid in wasserfreiem Ethanol wurde das
Oxazol gespalten und es entstand die freie Aminogruppe an Position 3" und die
Hydroxygruppe an Position 4" des Aminocoumarin-Rings (Abb. II1.9). Durch das
anschlieende Losen des erhaltenen Riickstandes in Methanol erfolgte eine teilweise
Deacetylierung des Produktes an der Position 2°". Die Aufreinigung und Isolierung der
entstandenen Produkte erfolgte {iber eine Kieselgelsdule mit anschlieBender Reinigung
{iber eine Sephadexsiule. Mittels 'H NMR wurde sowohl das gesuchte Novenamin in
einer Ausbeute von 3%, bezogen auf die eingesetzte Menge der Vorstufe, als auch eine
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acetylierte Form davon, welche eine Acetylgruppe an Position 2°" des Desoxyzuckers
trdgt, in einer Ausbeute von 4,5% identifiziert. Als ein weiteres Produkt wurde Ring A
in einer Ausbeute von 18%, bezogen auf die eingesetzte Menge der Vorstufe,
identifiziert (Spektren im Anhang VIIL.3). Dies deutet darauf hin, dass die verwendete
Ausgangsubstanz nicht rein war, sondern noch Ring A als Verunreinigung aus dem
ersten Syntheseschritt enthalten war. Des Weiteren kann durch diese starke
Verunreinigung auch die geringe Ausbeute von Novenamin erklédrt werden.
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CH,
CH3;0 o © (o) e} OH
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00O OH Acetanhydrid/ |
NH,
NaOHfEthanoI
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CH, CH,
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NH,

Novenamin Novenamin
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Abbildung I11.9: Synthese von Novenamin ausgehend von Novobiocin.

2.2.1.2 Amidsynthetase-Assays mit Novenamin

Um zu testen, ob Novenamin bzw. acetyliertes Novenamin als Substrat der
Amidsynthetasen CloL, NovL oder Coul akzeptiert wird, wurden Amidsynthetase-
Assays mit Novenamin und der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure (Ring A)
durchgefiihrt. Die Bildung des resultierenden Novobiocin im Assay wurde mittels
HPLC kontrolliert (s. Kapitel 11/12.3).
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Es konnte jedoch bei keinem Assay eine Produktbildung nach Inkubation mit
Novenamin oder acetyliertem Novenamin und Ring A beobachtet werden. Um eine
Hemmung der Produktbildung durch Novenamin bzw. acetyliertem Novenamin in der
verwendeten Konzentration von 1 mM auszuschliefen, wurden Assays mit Ring A und
Ring B in Anwesenheit von Novenamin bzw. acetyliertem Novenamin durchgefiihrt.
Jedoch trat eine Hemmung der Produktbildung erst ab einer Konzentration von 5 mM
auf. Somit resultierte aus dieser Untersuchung, dass Novenamin bzw. acetyliertes
Novenamin nicht von den Amidsynthetasen NovL, CloL und CouL akzeptiert wird. Auf
diese Weise konnen somit keine neuen Novobiocin-Derivate gewonnen werden.

2.2.2  Herstellung neuer Novobiocin-Derivate durch Mutasynthese

Da eine in vitro Herstellung neuer Novobiocin-Derivate nicht moglich war, sollten neue
Derivate durch Mutasynthese in vivo gewonnen werden. Durch Fiitterung synthetischer
Ring A-Analoga an eine in der Biosynthese von Ring A-defekte Mutante des
Novobiocin-Produzenten sollen neue Derivate generiert werden. Diese Methode wurde
schon erfolgreich von Galm et al. (2003) bei der Herstellung neuer Clorobiocin-
Derivate mit dem Clorobiocin-Produzenten durchgefiihrt.

2.2.2.1 Herstellung einer novQ-Defektmutante

2.2.2.1.1 Inaktivierung von novQ in Streptomyces spheroides

Zur Herstellung von Novobiocin-Derivaten wurde eine Inaktivierung des
Prenyltransferase-Gens novQ in Streptomyces spheroides, dem natiirlichen Produzenten
von Novobiocin, durchgefiihrt (s. Kapitel 1I/9.1.2.1). novQ codiert fiir eine
Prenyltransferase, die zur Biosynthese von Ring A notwendig ist.

Dafiir wurde das Cosmid 10-9c, das das komplette Biosynthesegencluster von
Novobiocin enthilt, benutzt. Auf Grund eines fehlenden ori7T im Cosmid 10-9c¢, der zur
Konjugation des Cosmides in S. spheroides notwendig ist, wurde das
Ampicillinresistenz-Gen bla im Cosmid 10-9¢ durch die
Spectinomycin/StreptomycintoriT (aadA) Kassette aus plJ778 ersetzt (s. Kapitel
11/9.1.1). Die Spectinomycin/Streptomycin+oril (aadA) Kassette aus plJ778 wurde
dafiir mit den entsprechenden Primern, die 39 Basenpaare homolog zu dem Bereich vor
und nach dem Ampicillinresistenz-Gen bla waren, per PCR amplifiziert. AnschlieBend
wurde das PCR-Produkt zur Ersetzung der Resistenz im Cosmid 10-9¢ verwendet. Das
erhaltene Cosmid tragt die Bezeichnung nov-CAl.

Um das Gen novQ durch die Apramycinkassette aac(3)IV im Cosmid nov-CAl zu
ersetzen, wurde die Apramycinkassette aus dem Plasmid pUGO019 mit den
entsprechenden Primern, die 39 Basenpaare homolog zu dem Bereich vor und nach
novQ waren, per PCR amplifiziert. Anschlieend wurde das PCR-Produkt zur Ersetzung
von novQ im Cosmid nov-CA1 verwendet. Das erhaltene Cosmid trigt die Bezeichnung
nov-CA2. Das modifizierte Cosmid wurde anschlieBend durch Konjugation in S.
spheroides eingebracht (s. Kapitel 1I/7.8.2). Die Mutanten, die durch homologe
Rekombination entstanden sind, wurden anhand der Apramycinresistenz selektiert und
durch Southern Blot bestitigt (nicht gezeigt). Fiir die Analyse der Sekundérstoffe
wurden drei unabhidngige Mutanten, wie unter Kapitel 11/6.2.2.2 beschrieben, kultiviert.
Um die Bildung der Aminocoumarin-Gruppe und des Desoxyzuckers in den Mutanten
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zu kontrollieren, wurden die Mutanten mit der prenylierter 4-Hydroxybenzoesdure
(Ring A) gefiittert. Als Kontrolle wurden ebenfalls ungefiitterte Mutanten angezogen.
AnschlieBend wurden die Kulturen mittels HPLC analysiert.

Bei den ungefiitterten Mutanten konnte wie erwartet keine Produktion von Novobiocin
beobachtet werden. Nach Zufiitterung konnte {iberraschenderweise auch keine
Novobiocinproduktion detektiert werden. Allerdings konnte ein Peak beobachtet
werden, der die gleiche Retentionszeit aufweist, wie das Aglykon von Novobiocin
(Novobiocinsdure; durchschnittliche produzierte Menge: 24,33 ng/ml) (nicht gezeigt).
Es wurde angenommen, dass durch einen polaren Effekt der Apramycinkassette die
Translation der ,,downstream® von novQ liegenden Gene der Zuckerbiosynthese
novSTUVW beeintrachtigt wird. Um dieses Problem zu Idsen, wurden neue
Inaktivierungsmutanten hergestellt.

Dazu wurde die Apramycinkassette im Cosmid nov-CA2, die von den
Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel flankiert wurde, durch Verdau mit Xbal und
Spel und anschlieender Religation der kompatiblen Enden entfernt. Dabei wurde eine
18 bp ,,in-frame Scar“-Sequenz statt des Genes novQ hinterlassen. Das resultierende
Cosmid wurde als nov-CA4 (AnovQ, apra”) bezeichnet. Darauthin sollte das Cosmid
nov-CA4 in S. spheroides (AnovQ/+apra) konjugiert werden. Jedoch wurden trotz
mehrfacher Konjugationsversuche keine Kanamycin-resistenten single-crossover
Mutanten erhalten werden.

Um eine novQ-Defekmutante zu erhalten, die einfacher zu manipulieren ist, wurden
neue Integrationsmutanten hergestellt.

2.2.2.1.2 Inaktivierung von mnovQ in nov-BG1l und heterologe Expression in
Streptomyces coelicolor M512

Um die Apramycinkassette einfacher entfernen zu konnen, wurde das Gen novQ durch
die Apramycinkassette aac(3)I[V im Cosmid nov-BGl, das das komplette
Biosynthesegencluster von Novobiocin enthdlt, wie oben beschrieben, ersetzt (s. auch
Kapitel 11/9.1.2.2). Das erhaltene Cosmid tragt die Bezeichnung nov-CA12.

Die Resistenzkassette aac(3)IV befand sich in diesem Konstrukt zwischen den
Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel. Um einen polaren Effekt bei dieser
Inaktivierung auszuschlieBen, wurde die Resistenzkassette durch Verdau mit Xbal und
Spel und anschlieBender Religation der kompatiblen Enden entfernt. Dabei wurde eine
18 bp ,,in-frame Scar“-Sequenz statt des Genes novQ hinterlassen. Das resultierende
Cosmid wurde als nov-CA 14 (AnovQ, apra’) bezeichnet.

Die Cosmide nov-CA12 und nov-CA14 wurden, wie unter Kapitel 11/7.8.1 beschrieben,
durch PEG-vermittelte Protoplastentransformation in S. coelicolor M512 eingebracht
und die erhaltenen Mutanten mittels Southern Blot auf ihren Genotyp hin untersucht
(nicht gezeigt). Fiir die Analyse der Sekundirstoffe wurden die Mutanten in
Produktionsmedium kultiviert und mit Ring A gefiittert. Als Kontrolle wurde S.
coelicolor M512 (nov-BG1) sowie ungefiitterte S. coelicolor M512 (nov-CA12) und S.
coelicolor M512 (nov-CA14) Mutanten angezogen.

Die HPLC-Analyse der Integrationsmutante von S. coelicolor M512 mit dem
unmodifizierten Cosmid nov-BG1 zeigte Novobiocin als dominantes Produkt (27,88
png/ml). Dagegen konnte im Medium der ungefiitterten S. coelicolor M512 (nov-CA12)
und S. coelicolor M512 (nov-CA14) Mutanten, wie erwartet, weder Novobiocin noch
anderen Sekundirmetaboliten nachgewiesen werden. Nach Zufiitterung von Ring A zu
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den Mutanten S. coelicolor M512 (nov-CA12) und S. coelicolor M512 (nov-CA14)
wurde jedoch wieder ein dominanter Produktpeak in den HPLC-Chromatogrammen der
beiden Mutanten beobachtet, der die gleiche Retentionszeit wie Novobiocinsdure
aufweist (Abb. II1.10). Dieser Produktpeak der S. coelicolor M512 (nov-CA14) Mutante
wurde daraufhin isoliert und mittels '"H NMR und MS untersucht. Die Substanz konnte
eindeutig als Novobiocinsdure identifiziert werden (Spektrum im Anhang VII.4). Das
erwartete Novobiocin konnte nicht nachgewiesen werden. Ein polarer Effekt der
benutzten Apramycin-Resistenzkassette kann somit als Grund fiir das Ausbleiben der
Novobiocin-Produktion ausgeschlossen werden.
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Abbildung II1.10: HPLC-Analyse der Sekundarstoffproduktion von A) S. coelicolor M512 mit intaktem
Novobiocin-Cluster (nov-BGl1). Isonovobiocin trigt die Carbamoylgruppe an Position 2’ statt an
Position 3"" des Desoxyzuckers und weist eine etwas ldngere Retentionszeit als Novobiocin auf. B) S.
coelicolor M512 mit dem novQ-Defektcluster (nov-CA14) ohne Apramycinkassette. C) S. coelicolor
M512 mit dem novQ-Defektcluster (nov-CA14) nach Zufiitterung von Ring A.

Da der substituierte Zucker essentiell fiir die Hemmung der bakteriellen Gyrase ist
(Lafitte et al., 2002; Lewis et al., 1996a; Maxwell, 1993; Tsai et al., 1997) und somit
zur Gewinnung neuer und aktiver Novobiocin-Derivate unbedingt erforderlich ist,
wurde versucht das Problem des fehlenden Zuckers mittels weiterer
Inaktivierungsexperimente aufzuklaren.

2.2.2.1.3 Inaktivierung von novQ in nov-BGl zum Nachweis des ,translational
coupling“ und heterologe Expression in Streptomyces coelicolor M512

Es folgte eine genaue Analyse der betroffenen Bereiche im Gencluster von Novobiocin.
Die novQ nachfolgenden Gene novR sowie die Gene novSTUVW, die an der
Zuckerbiosynthese beteiligt sind, liegen sehr nah beieinander und iiberlappen sich im
Fall von novQ/novR, novR/novS und novV/novW sogar (Abb. III.11a). Dies deutet auf
ein ,translational coupling* wéihrend der Translation dieser Gene hin.
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Abbildung IIl.11a: Schematische Abbildung von novQ und den ,,downstream™ liegenden Gene der
Zuckerbiosynthese novSTUVW im Novobiocincluster. Die GroBe der intergenischen Bereiche ist
angegeben [bp]. Schema nicht maBstabsgetreu.

Beim ,.translational coupling® liest das Ribosom das Gen 1 bis zum Stopcodon ab und
gleitet dann zum Startcodon des Gens 2, das innerhalb von Gen 1 liegt (Abb. II1.11b)

(Herr et al., 2000). Start
Start Stop
|atG |aTga>

[/

Gen 1 Gen 2

Abbildung IIL.11b: Schematische Darstellung der Uberlappung von Gen 1 und Gen 2 beim ,.translational
coupling*®.

Bei den bisher durchgefiihrten Inaktivierungen von novQ wurde das Gen komplett
gegen die Apramycinkassette ausgetauscht. Durch die Entfernung des Codons vor dem
Stopcodon von novQ, das einen Teil des Startcodons von novR enthilt, konnte jedoch
dieses ,translational coupling® gestort werden. Es konnte somit zum Ausfall der
Translation der Zuckerbiosynthese-Gene novSTUVW kommen, was die bisherigen
Ergebnisse der Sekundirstoffanalyse erklidren konnte.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde eine weitere Inaktivierung von novQ im
Cosmid nov-BG1 durchgefiihrt, wobei diesmal das Stopcodon und das angrenzende,
,upstream® liegende Codon von novQ erhalten blieben.

Dafiir wurde die Apramycinkassette (aac(3)IV) aus dem Plasmid pUGO019 mit den
entsprechenden Primern mittels PCR amplifiziert. AnschlieBend wurde das PCR-
Produkt zur Ersetzung von novQ im Cosmid nov-BGO1 verwendet. Das erhaltene
Cosmid tragt die Bezeichnung nov-CAS5. Auch hier wurde durch Verdau mit Xbal und
Spel und anschlieender Religation der kompatiblen Enden die Resistenzkassette
wieder entfernt. Das resultierende Cosmid wurde als nov-CA7 (AnovQ, apra®)
bezeichnet und mittels PEG-vermittelter Protoplastentransformation in S. coelicolor
MS512 eingebracht. Kanamycin-resistente Klone wurden mittels Southern Blot auf ihren
Genotyp untersucht (Blot s. Kapitel 111/2.4.2).

Fir die Analyse der Sekundirstoffe wurden sieben unabhingige Mutanten in
Produktionsmedium kultiviert und mit Ring A gefiittert. Als Kontrolle wurden
ungefiitterte Mutanten kultiviert.

Die HPLC-Analyse der ungefiitterten Integrationsmutanten zeigte, wie erwartet, keine
Produktion von Novobiocin. Nach Zufiitterung von Ring A zu den Mutanten S.
coelicolor M512 (nov-CA7) zeigte sich, wie schon in den vorangegangen Versuchen,
Novobiocinsdure als Produktpeak (nicht gezeigt).

Somit scheint das Fehlen des Desoxyzuckers nicht mit dem ,,translational coupling® in
Zusammenhang zu stehen.
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2.2.2.1.4  Inaktivierung von novQ in nov-BG1 mittels Frameshift und heterologe
Expression in Streptomyces coelicolor M512

Eine weitere Hypothese, die das Fehlen des Desoxyzuckers erklidren kann, besagt, dass
innerhalb des Genes novQ der Promotor fiir die Gene der Zuckerbiosynthese
novSTUVW liegen konnte. Durch die Inaktivierung von novQ, die bisher durch den
Austausch von novQ gegen die Apramycin-Resistenzkassette durchgefiihrt wurde,
wiirde auch dieser Promotor entfernt werden. Die Gene der Zuckerbiosynthese
novSTUVW wiirden nicht mehr abgelesen werden. Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
wurde eine weitere Inaktivierung von novQ mittels Frameshift im Cosmid nov-BG1
durchgefiihrt. Durch die Entfernung einer Base ,,downstream® des Startcodons von
novQ kommt es zu einem Frameshift, der bewirkt, dass die Transkription nach 443
Basenpaaren abbricht. Der mogliche Promotor wiirde so erhalten bleiben.

Dafiir wurde die Apramycinkassette (aac(3)IV) aus dem Plasmid pUGO019 mit den
entsprechenden Primern per PCR amplifiziert und anschlieBend zur Entfernung einer
Base von novQ im Cosmid nov-BGO1 verwendet. Das erhaltene Cosmid trigt die
Bezeichnung nov-CA6. Durch einen Verdau mit Xbal und Spel wurde die
Resistenzkassette aac(3)[V wieder entfernt. Das resultierende Cosmid tragt die
Bezeichnung nov-CAS8. Mittels PEG-vermittelter Protoplastentransformation wurde
nov-CAS8 in S. coelicolor M512 eingebracht, auf Kanamycinresistenz selektiert und die
erhaltenen Mutanten mittels Southern Blot auf den Genotyp untersucht (nicht gezeigt).

Fir die Analyse der Sekundirstoffe wurden sechs unabhingige Mutanten in
Produktionsmedium kultiviert und mit Ring A gefiittert. Als Kontrolle wurden auch
ungefiitterte Mutanten kultiviert.

Die HPLC-Analyse der ungefiitterten Integrationsmutanten zeigte, wie erwartet, keine
Produktion von Novobiocin. Wie schon in den voran gegangen Versuchen, wurde
Novobiocinsdure nach Zufiitterung von Ring A zu den Mutanten S. coelicolor M512
(nov-CAR) als Produkt erhalten (nicht gezeigt). Eine Produktion von Novobiocin konnte
nicht beobachtet werden.

Auch mit dieser Inaktivierung konnte das Phanomen des fehlenden Desoxyzuckers nicht
geklart werden.

Um eine genauere Aussage treffen zu konnen, ob die Gene der Zuckerbiosynthese nicht
transkribiert werden oder ob ein Problem bei der Translation vorliegt, miisste die RNA-
Bildung der Gene novSTUVW untersucht werden.

2.2.2.1.5  Fazit der Inaktivierung von novQ

Das Ziel der Herstellung der novQ-Defektmutanten war die Produktion von neuen
Novobiocin-Derivate durch Zufiitterung von verschiedenen Ring A-Analoga. Jedoch
wurde die Novobiocinproduktion nach Zufiitterung des natiirlichen Substrates, der
prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure (Ring A), an die verschiedenen novQ-
Inaktivierungsmutanten nicht wieder hergestellt. Es konnte trotz der Herstellung von
verschiedenen Inaktivierungsmutanten nicht gekldrt werden, warum der Desoxyzucker
nicht synthetisiert wird. Das Problem der Biosynthese kdnnte sowohl im Bereich der
Transkription oder als auch im Bereich der Translation liegen.

Deshalb wurde der Versuch der Herstellung von neuen Novobiocin-Derivaten mit den
novQ-Defektmutanten an diesem Punkt eingestellt.
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2.3  Herstellung neuer Clorobiocin-Derivate durch Mutasynthese

Bisher wurden durch Geninaktivierungen, chemoenzymatischer Synthese und
kombinatorischer Biosynthese neue Clorobiocin-Derivate hergestellt (Li und Heide,
2004). Um Clorobiocin-Derivate herzustellen, die unterschiedliche Ring A-Analoga
(RAA) tragen, wurden umfangreiche Untersuchungen zur Substratspezifitit der
Amidsynthetasen CloL, NovL und Coul durchgefiihrt (Galm et al., 2004a; Luft et al.,
2005; Pacholec et al., 2005a; Schmutz et al., 2003b). Nachdem sich durch diese
Untersuchungen gezeigt hatte, dass CloL die grofite Anzahl der angebotenen Ring A-
Analoga akzeptierte, wurde anschlieBend der Clorobiocin-Produzent Streptomyces
roseochromogenes fiir weitere Mutasynthese-Experimente ausgewéhlt, in welchem die
Biosynthese der prenylierten 4-Hydroxybenzoesidure (Ring A) durch Inaktivierung des
Prenyltransferase-Gens cloQ blockiert war (S. roseochromogenes QDCO661) (Pojer et
al., 2003b). Durch Fiitterungsexperimente mit verschiedenen Ring A-Analoga zu S.
roseochromogenes QDCO661 konnten neue Clorobiocin-Derivate isoliert und
identifiziert werden, die die Struktur von Clorobiocin aufwiesen, aber unterschiedliche
Substituenten (Ring A-Analoga) an der Aminocoumarin-Gruppe trugen (Galm et al.,
2004a). Jedoch war diese Methode zur Herstellung neuer Clorobiocin-Derivate limitiert
durch die Substratspezifitdt der Amidsynthetase CloL, die die extern zugegebenen Ring
A-Analoga an die 3-Aminogruppe des Aminocoumarin-Rings kniipft.
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Abbildung II1.12: Strukturen von Clorobiocin, Novobiocin, Simocyclinon D8 und Coumermycin A;; die
Amidbindungen sind grau hinterlegt.

Um diese Limitierung aufzuheben, wurde ein neues Verfahren zur Herstellung von

Clorobiocin-Derivaten mittels Mutasynthese und metabolischem Engineering
entwickelt. Dazu wurden die Amidsynthetasen CouL und SimL, die in der Biosynthese
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von Coumermycin A; und Simocyclinon D8 involviert sind, in eine speziell hergestellte
Mutante des Clorobiocin-Produzenten eingebracht. Beide Enzyme nutzen, wie die
genuine Amidsynthetase CloL, 3-Amino-4,7-dihydroxybenzoesdure als Substrat, jedoch
verwenden sie komplett andere Acylkomponenten wie CloL (Abb. II1.12). Wie man
schon durch Strukturen von Clorobiocin und Novobiocin vermuten kann, sind die
Substratspezifititen von CloL und NovL sehr dhnlich (Galm et al, 2004a), deshalb
wurde NovL fiir diese Versuche nicht ausgewihlt.

Um die Amidsynthetasen leicht in eine cloQ-Defektmutante einbringen zu kénnen und
um eine eventuelle Integration des eingebrachten Amidsynthetase-Gens ins Genom zu
vermeiden, wurden neue Mutanten des Clorobiocin-Produzenten hergestellt, in denen
sowohl die Prenyltransferase cloQ als auch die Amidsynthetase c/oL inaktiviert wurden.
Dazu wurde in Streptomyces roseochromogenes QDCO661 (Pojer et al., 2003b) cloL
und im Cosmid clo-BG1 cloL und cloQ inaktiviert.

2.3.1 Inaktivierung von cloL in Streptomyces roseochromogenes QDCO661

In der bisher fiir Fiitterungen genutzten Mutante S. roseochromogenes QDCO661 ist das
Gen cloQ durch eine Deletion inaktiviert worden (Pojer et al., 2003b). Um diese
Mutante fiir die weiteren Versuche mit verschiedenen Amidsynthetasen nutzbar zu
machen, wurde das Amidsynthetase-Gen cloL durch PCR-Targeting inaktiviert.

Dazu wurde cloL mittels PCR-Targeting im Cosmid DI1AS8 inaktiviert. Unter
Verwendung von Primern mit 39 bp Homologie zu den Bereichen unmittelbar vor und
nach cloL wurde die Apramycinkassette aac(3)[V aus dem Plasmid pUGO019
amplifiziert und anschlieBend zur Ersetzung des Gens cloL verwendet. Das
resultierende Cosmid trégt die Bezeichnung clo-CAl.

Um das Cosmid clo-CA1 mittels Konjugation in die Mutante einzubringen, wurde die
Ampicillinresistenz im Cosmid clo-CA1 durch die Spectinomycin/Streptomycin+oriT
(aadA) Kassette aus plJ778 ersetzt (s. Kapitel 11/9.1.1). Diese Resistenzkassette (aadA4)
wurde dafiir mit den entsprechenden Primern, die 39 Basenpaare homolog zu dem
Bereich vor und nach der Ampicillinresistenz waren, per PCR amplifiziert und
anschlieBend zur Ersetzung der Resistenz im Cosmid clo-CA1 verwendet. Das erhaltene
Cosmid trdgt die Bezeichnung clo-CA®6.

Das Cosmid clo-CA6 wurde anschlieBend durch Konjugation in S. roseochromogenes
QDCO661 eingebracht. Die resultierenden Mutanten S. roseochromogenes CA-L-Q
(AcloLAcloQ +apra), die durch Integration der Apramycinkassette in das Wirtsgenom
entstanden sind, wurden durch ihre Apramycinresistenz selektiert und mittels Southern
Blot auf ihren Genotyp untersucht (nicht gezeigt).

2.3.2  Inaktivierung von c/oQ und cloL in clo-BG1 und heterologe Expression in
Streptomyces coelicolor M512

Zusitzlich wurde das Amidsynthetase-Gen cloL mittels PCR-Targeting im Cosmid clo-
BG1 inaktiviert. Die Apramycinkassette aac(3)IV aus dem Plasmid pUGO19, die
flankiert wird von den Restriktionsschnittstellen fiir Xbal und Spel, wurde per PCR mit
den entsprechenden Primern amplifiziert und anschlieBend zur Ersetzung des Gens cloL
verwendet. Das resultierende Cosmid triagt die Bezeichnung clo-CA2. Da diese
Resistenzkassette auch zur Ersetzung von cloQ im selben Cosmid verwendet werden
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sollte, wurde sie mittels Verdau mit Xbal und Spel und anschlieBender Religation der
kompatiblen Enden wieder entfernt. Anstatt des Gens cloL wurde eine 18 bp ,,in-frame
Scar“-Sequenz hinterlassen. Das resultierende Cosmid wurde als clo-CA3 (AcloL,
apra®) bezeichnet.

AnschlieBend wurde im Cosmid clo-CA3 das Gen cloQ gegen die Apramycinkassette
aac(3)IV, wie fiir cloL beschrieben, ausgetauscht. Um einen polaren Effekt auf die
nachfolgenden Gene der Zuckerbiosynthese auszuschlieBen, wurde die
Inaktivierungskassette wieder entfernt. Das resultierende Cosmid trigt die Bezeichnung
clo-CA5 (AcloLAcloQ, apra®).

Das modifizierte Cosmid clo-CA5S wurde durch PEG-vermittelte
Protoplastentransformation in S. coelicolor M512 eingebracht. Die Mutanten, die durch
Integration des Cosmides in das Wirtsgenom entstanden, wurden durch ihre
Kanamycinresistenz selektiert. Die schematische Darstellung der Integration ist in Abb.
II1.13B wiedergegeben. Die erhaltenen Mutanten wurden mittels Southern Blot Analyse
auf ihren Genotyp untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung III.13E présentiert. Das
Fehlen des Gens cloL ist dabei durch die 16,3 kb Bande anstelle der 17,9 kb Bande, das
Fehlen von cloQ durch die Anwesenheit der 7,6 kb Bande anstatt der 8,4 kb Bande
charakterisiert (Abb. I1I.13C und D).

2.3.3  Fiitterungskontrolle der Mutanten

Um zu testen, ob die Gene der Zuckerbiosynthese noch intakt sind, wurden die
erhaltenen Mutanten der Stimme S. coelicolor (clo-CAS) und S. roseochromogenes
CA-L-Q angezogen und mit Novobiocinsdure gefiittert, wie in Kapitel 1I/10.1
beschrieben. Als Kontrolle wurden ungefiitterte Mutanten beider Stimme angezogen.
Eine Fiitterung mit Ring A war nicht moglich, da die Mutanten durch die Abwesenheit
der Amidsynthetase CloL Ring A nicht mit dem Aminocoumarin-Ring verkniipfen
konnen. Als Kontrolle wurden Mutanten angezogen, die nicht gefiittert wurden.

o W oo S. coelicolor 3 P
=
e A (clo-CA5) N S
HO o o OH >CH‘° o § ° ° OH
CH; CH,
CHy o

Novobiocinsaure e Novclobiocin 102

CHy
Abbildung III.14: Produktion von Novclobiocin 102 nach Zufiitterung von Novobiocinséure zu S.
coelicolor (clo-CAS).

Wie erwartet, konnte im Extrakt der ungefiitterten Mutanten keine Clorobiocin-
Produktion mehr beobachtet werde. Dagegen wurde im Extrakt der gefiitterten
Mutanten beider Stimme das erwartete Novclobiocin 102 (Abb. III.14) nachgewiesen,
was eindeutig die Funktionsfahigkeit der Gene der Zuckerbiosynthese nachweist (nicht
gezeigt). Jedoch unterschieden sich die produzierten Mengen. S. roseochromogenes
CA-L-Q Mutanten produzierten durchschnittlich 5,1 mg/ml Novclobiocin 102. Die
Produktion der S. coelicolor (clo-CAS5) Mutanten lag mit durchschnittlich 7,55 mg/ml
Novclobiocin deutlich hoher. Da dieser Stamm zusétzlich leichter zu manipulieren ist
als der Stamm S. roseochromogenes CA-L-Q (Eustaquio et al., 2005a), wurde S.
coelicolor (clo-CAS) fiir die weiteren Fiitterungsexperimente verwendet.
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Abbildung IIL13: A) Cosmide clo-BG1 und clo-CA5 (AcloLAcloQ, apra®), die das Clorobiocin
Biosynthesegencluster und die ®C31 Integrationsfunktion enthalten. B) schematische Darstellung der
Site spezifischen Integration von clo-CA5 in das Genom von S. coelicolor M512. B= BglII Schnittstelle,
T3, T7= T3, T7 Promotoren des SuperCosl-Vektors. Angegebene Fragment GroBen resultieren aus dem
Bglll Verdau. C) detaillierte Ansicht der Ersetzung der Gene cloL und cloQ durch die Apramycin-
Resistenzkassette, sowie deren Entfernung; D) Gelelektrophorese der resultierenden Cosmide clo-CA3
und clo-CAS5 im Vergleich zu clo-BG1. M= 1 kb DNA Marker (Invitrogen). DNA von clo-BG1, clo-CA3
und clo-CAS wurde mit Bglll verdaut. E) Southern Blot Analyse der clo-CAS Integrationsmutante. M=
DIG gelabelter DNA Molecular Weight Marker VII (Roche). Als Sonde wurde gelabletes clo-BG1
Cosmid verwendet. Die genomische DNA wurde mit BglII verdaut.
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2.3.4  Klonierung der Amidsynthetase-Gene coul und simL in pUWL201 und
Transformation in Streptomyces coelicolor (clo-CAS5)

Um die fremden Amidsynthetase-Gene simL bzw. coul in S. coelicolor (clo-CAS)
einzubringen, wurden sie in den Vektor pUWL201 einkloniert, der eine Expression
unter Kontrolle des konstitutiven ermE* Promotors ermoglicht. Die resultierenden
Plasmide pSH2, das das Gen simL enthélt, und pMS91, das das Gen coul enthilt, sowie
der leere Expressionsvektor pUWL201 wurden mittels PEG-vermittelter
Protoplastentransformation in S. coelicolor (clo-CAS5) eingebracht.

Es wurden Fiitterungsexperimente mit Ring A durchgefiihrt, wie in Kapitel 1I/10.1
beschrieben, um die Funktion der eingebrachten Amidsynthetase zu testen. Wie schon
bei fritheren Untersuchungen beobachtet, wird prenylierte 4-Hydroxybenzoesédure (Ring
A) von den Amidsynthetasen Coul und SimL akzeptiert (Galm et al., 2004a; Luft et al.,
2005; Schmutz et al., 2003b). Als Kontrolle wurden Mutanten angezogen, die nicht
gefiittert wurden, sowie S. coelicolor (clo-CAS) mit leerem Expressionsvektor
pUWL201.

Wie erwartet, wurde im Extrakt der ungefiitterten Mutanten und im Extrakt von S.
coelicolor (clo-CAS5)/pUWL201 keine Clorobiocin-Produktion nachgewiesen. Im
Extrakt der mit Ring A geflitterten Mutanten von S. coelicolor (clo-CAS) mit simL oder
couL wurde, wie erwartet, Clorobiocin als Produkt detektiert (nicht gezeigt).

2.3.5 Untersuchungen zur Erweiterung des Substratspektrums bei
Mutasynthese Experimenten

Die Substratspezifitit der Amidsynthetasen CloL, NovL, CouL und SimL wurde schon
in frilheren Arbeiten untersucht (Galm et al., 2004a; Luft et al., 2005; Pacholec et al.,
2005a; Schmutz et al., 2003b). Galm et al. (2004a) konnte zeigen, dass gereinigtes CloL
verschiedene Ring A-Analoga mit unterschiedlicher Effizienz akzeptiert. Die
Produktausbeuten in diesen Amidsynthetase-Assays in vitro korrelierten mit den
Ausbeuten der neue Aminocoumarine in vivo, welche durch die durchgefiihrten
Mutasynthese Experimente gewonnen wurden (Galm et al., 2004a). Ring A-Analoga,
welche nur sehr schlecht in diesen Assays akzeptiert wurden, wie zum Beispiel 3,5-
Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure, fiihrten in den durchgefiihrten Fiitterungen nicht zur
Produktbildung.

Um zu testen, ob das Einbringen der Amidsynthetasen CoulL und SimL wirklich das
Substratspektrum fiir die Mutasynthese erweitert, wurden in vitro und in vivo
Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu wurden Amidsynthetase-Assays mit 3,5-Dimethyl-
4-hydroxybenzoesdure (RAA 200) (Galm et al., 2004a), Benzoesdure (RAA 600) und
den Amidsynthetasen NovL, CloL, CouL und SimL durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass
3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure hauptsdchlich von Coul akzeptiert wurde und nur
schwach von NovL, CloL und SimL. Benzoesdure dagegen wurde hauptséichlich von
SimL akzeptiert (Abb.III.14).
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Abbildung III.14: Relative Aktivitdten der Amidsynthetasen NovL, CloL, CoulL und SimL mit
Benzoesdure und 3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure (Galm et al., 2004a). Die spezifischen Aktivititen
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Aktivitdt mit Ring A gleich 100% gesetzt.

AnschlieBend wurde 3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesédure und Benzoesdure an vier
verschiedene Mutanten gefiittert. Drei davon wurden durch die Transformation des
Stammes S. coelicolor (clo-CAS5) mit dem leeren Expressionsvektor pUWL201, mit
dem coul Expressionsplasmid pMS91, oder mit dem simL Expressionsplasmid pSH2
erhalten. Der vierte Stamm war die cloQ-Defektmutante S. roseochromogenes
QDCO661 (Pojer et al., 2003b), die das genuine Amidsynthetase-Gen cloL beinhaltet.
Die Extrakte der Mutanten wurden mittels HPLC und LC-MS auf Produktbildung

untersucht (Abb. III.15).
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Abbildung III.15: HPLC-Analyse der Kulturextrakte von verschiedenen S. coelicolor (clo-CAS)
Mutanten sowie von S. roseochromogenes QDCO661 mit bzw. ohne Zufiitterung von 3,5-Dimethyl-4-
hydroxybenzoesdure bzw. Benzoesdure. Die Produktpeaks wurden markiert. Weitere Peaks in den
Chromatogrammen zeigten im LC-MS nicht die gesuchte Masse der neuen Aminocoumarine.
Strukturformeln der neuen Derivate: s.
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Im Extrakt von S. coelicolor (clo-CAS) mit dem leeren Expressionsvektor pUWL201
konnten keine neuen Aminocoumarine detektiert werden. Auch S. roseochromogenes
QDCO661 mit intaktem cloL war nicht fdhig, aus den gefiitterten Substanzen neue
Aminocoumarine zu bilden. Jedoch konnte das erwartete Novclobiocin 201, welches
3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure als Ring A-Analogon trdgt, im Extrakt der
Mutante S. coelicolor (clo-CAS5) mit dem Expressionsplasmid pMS91 gefunden werden,
welches coul enthdlt. Im Gegensatz dazu wurde das neue Aminocoumarin, das
Benzoesdure als Ring A-Analog tragt, nur im Extrakt der Mutante S. coelicolor (clo-
CA5S) mit pSH2 detektiert.

Diese Ergebnisse spiegeln die Ergebnisse der Amidsynthetase-Assays wieder und
zeigen, dass durch die Expression von fremden Amidsynthetasen tatsdchlich das
Spektrum der verwendbaren Substrate fiir Mutasynthese Experimente erweitert werden
kann.

2.3.6 Fiitterung verschiedener Ring A-Analoga an die Mutanten Streptomyces
coelicolor (clo-CAS)/pSH2 und Streptomyces coelicolor (clo-CAS)/pMS91

Zur Produktion neuer Aminocoumarine mit modifiziertem Ring A wurden die Mutanten
S. coelicolor (clo-CAS5)/pSH2 und S. coelicolor (clo-CAS5)/pMS91 verwendet, die die
Amidsynthetase-Gene simL bzw. coul enthalten. Die Fiitterungen wurden mit Ring A-
Analoga durchgefiihrt, die in Amidsynthetase-Assays eine gute Akzeptanz mit SimL
bzw. CouL gezeigt hatten (Galm et al., 2004a; Luft et al., 2005; Schmutz et al., 2003b).
Insgesamt wurden acht verschiedene Ring A-Analoga gefiittert, wobei sechs
verschiedene Ring A-Analoga zu S. coelicolor (clo-CAS5)/pSH2 und zwei zu S.
coelicolor  (clo-CAS)/pMS91  gefiittert wurden (s. Tab. IIL.L1). In den
Fiitterungsexperimenten wurden gewdhnlich 10 mg des entsprechenden Ring A-
Analogons bei Inokulation in 800 ml Kulturmedium der entsprechenden Mutante
zugesetzt. Parallel wurden ungefiitterte Mutanten von S. coelicolor (clo-CAS)/pSH2 und
S. coelicolor (clo-CAS)/pMS91 kultiviert. Sieben bis zehn Tage spiter wurden die
Kulturen extrahiert und die Extrakte mittels HPLC analysiert.

Wie erwartet produzierten die ungefiitterten Mutanten von S. coelicolor (clo-
CAS5)/pSH2 und S. coelicolor (clo-CA5)/pMS91 kein Clorobiocin. Auch fiihrten
Fiitterungsexperimente mit 3,5-Dibrom-4-hydroxybenzoesdure (RAA 290), 4-
Hydroxybenzoesdaure (RAA 500) und 4-Hydroxyzimtsdure (RAA 710) nicht zur
Bildung neuer Clorobiocin-Derivate. In 5 weiteren Experimenten konnten neue Derivate
detektiert werden, die nach Extraktion unter Verwendung einer Sephadex LH-20 Séule
vorgereinigt und mittels HPLC préparativ isoliert wurden (s. Kapitel 11/12.5). Die
Strukturen der isolierten Substanzen wurde durch ESI-MS Analyse und 'H NMR
aufgeklart.
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Tabelle II1.1: Strukturformeln der eingesetzten Ring A-Analoga (RAA).

gefiittert an Ra

S. coelicolor .

(clo-CA5) mit Bezeichnung R, R, R, R,
pMS91 RAA 200 COOH CH, OH CH,
(coul) RAA 290 COOH Br OH Br

RAA 370 COOH H SCH, H
RAA 500 COOH H OH H
RAA 600 COOH H H H
pSH2 Hooc
(simL) RAA 700 —e H H H
HOOC
RAA 710 \=¥ H OH H
HOOC
RAA 730 \ﬁ‘,. OCH, OH H

2.3.7 Identifizierung der produzierten Clorobiocin-Derivate

In Anlehnung an frithere Untersuchungen unseres Arbeitskreises (Eustaquio et al.,
2003a; Galm et al., 2004a; Westrich et al., 2003; Xu et al., 2003) wurden alle neu
identifizierten Aminocoumarine als Novclobiocine bezeichnet. Sie wurden in
Anlehnung an das zum Produkt gefiihrten Ring A-Analogon nummeriert (Tab. III.2).
Die Ergebnisse der ESI-MS Analyse sind in Tabelle II1.3 dargestellt. Die '"H NMR und
MS-Spektren und ihre Auswertung befindet sich im Anhang VIL.5 und VIL6.
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Tabelle II1.2: Chemische Strukturen der isolierten Clorobiocin-Derivate.

)
o
. CH; —
cﬁao —O, Pyr = L N—H
4% cH{
— o 6(;":[3
oR, ©R;
Bezeichnung R, R, R3 Ry
(o]
2 ?
Novclobiocin 201 CHs Cl OH Pyr
Novclobiocin 202 6 Cl Pyr  OH
Novclobiocin 203 . oH H OH  Pyr
CH,
o]

Novclobiocin 371 A3 Cl OH  Pyr
Novclobiocin 372 I Cl Pyr OH
] < ~

0
Novclobiocin 601 2 Cl OH  Pyr
Novclobiocin 602 3 Cl Pyr  OH
Novclobiocin 603 6 4 H OH  Pyr
5
0
Novclobiocin 701 - Cl OH Pyr
Novclobiocin 702 1 Cl Pyr OH
8 - ]
i 2
Novclobiocin 731 PJ\{\C;;IO\CQHS Cl OH  Pyr
" Nou
o]
Novclobiocin 311° 2 L Cl OH  Pyr
Novclobiocin 312° 7" Cl Pyr OH
Novclobiocin 313* e H OH Pyr

*Produkt wurde schon von Freitag et al. (2004) identifiziert.
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Tabelle II1.3: ESI-MS Daten der isolierten Clorobiocin-Derivate, aufgenommen im
positiven Modus.

R;: Ring A-
Analogon
R;: Cl oder H
Pyrrol-Gruppe
| |
Ring C Ring B
Bezeichnung MW  [M+H]' [M-RingC]* [RingA]' [RingCJ" ([;12;:)0:]-+
Clorobiocin 696,2 697,3/699,0 416,1 189,1 282,2 108,0
Novclobiocin 201  656,2 657,3/659,3 n.d. 149,0 282,1 108,0
Novclobiocin 202  656,2  657,3/659,1 n.d. 149,0 282,0 108,0
Novclobiocin 203 6222 623,3 n.d. 149,0 282,1 108,0
Novclobiocin 371  658,1 659,3/661,3 n.d. 151,0 282,1 108,0
Novclobiocin 372  658,1 659,5 n.d. n.d. 281,8 n.d.
Novclobiocin 311  658,2  659,2/661,6 378,3 151,0 282,0 108,0
Novclobiocin 312  658,2 659,2/601,3 n.d. 151,0 n.d. 108,0
Novclobiocin 313 6242 625,3 n.d. 151,0 282,2 108,0
Novclobiocin 601 612,2 613,2/615,3 332,1 105,0 282,1 108,0
Novclobiocin 602 6122 613,2/615,4 n.d. 104,9 282,2 108,0
Novclobiocin 603 5782 579,2 n.d. 105,0 282,1 108,0
Novclobiocin 701  638,2 639,5/641,6 357,9 131,0 282,0 108,0
Novclobiocin 702  638,2 639,2/642,2 n.d. 131,0 2822 108,0
Novclobiocin 731  684,2 685,3/687,1 404,1 177,0 282,1 108,0
x/y zwei Signale, die aus Anwesenheit von Chlor-Isotopen im Molekiil resultieren.

n.d. nicht detektierbar.

Die Amidsynthetase SimL ist fiir diesen Ansatz von besonderem Interesse, da sie viele
Substrate akzeptiert, welche NovL, CloL oder CouL nicht akzeptieren (Galm et al.,
2004a; Luft et al., 2005; Pacholec et al., 2005a; Schmutz et al., 2003b; Steffensky et al.,
2000a). Wie zum Beispiel Benzoesdure, 4-Methylthiobenzoesdure, Zimtsédure oder
Ferulasdure. Bei allen dieser vier durchgefiihrten Fiitterungen zu S. coelicolor (clo-
CAS)/pSH2 wurde das erwartete Clorobiocin-Analogon identifiziert, welches das
zugefiitterte Ring A-Analogon enthielt, sonst aber der strukturell identisch mit
Clorobiocin war (Tabelle II1.2). Auch bei der Fiitterung von 3,5-Dimethyl-4-
hydroxybenzoesdure wurde das erwartete Clorobiocin-Analogon identifiziert. Des
Weiteren wurde bei allen fiinf erfolgreich durchgefiihrten Fiitterungsexperimenten
jeweils ein zweites Produkt in geringerer Menge isoliert. Diese Produkte wiesen die
gleichen Massen auf wie ihr entsprechendes Clorobiocin-Analogon, allerdings zeigten
die '"H NMR Spektren Shifts der Signale der Protonen am C-2"" und am C-3"". Ein
Vergleich mit Literaturdaten zeigte, dass es sich hierbei um Isomere der Clorobiocin-
Analoga handelte, die die charakteristische 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe des
Clorobiocins an Position 2"" anstatt an Position 3"" des Desoxyzuckers aufweisen (Galm
et al., 2004a; Westrich et al., 2003).
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In zwei weiteren Fiitterungsexperimenten mit Benzoesdure und 3,5-Dimethyl-4-
hydroxybenzoesdure wurden Substanzen isoliert, die eine kiirzere Retentionszeit als das
entsprechende Clorobiocin-Analogon aufwiesen. Diese wurden als
,Dechlornovclobiocine identifiziert. Das ESI-MS zeigte eine um 34 Da geringere
Masse im Vergleich zum entsprechenden Clorobiocin-Analogon, was auf den Verlust
eines Chlor-Atoms hindeutet. AuBerdem zeigte sich hier nicht das typische
Isotopenmuster der Chlor-Isotope *>Cl und *’Cl, was den Verlust des Chlor-Atoms
bestitigt. In den 'H NMR Spektren fehlte das Signal, das zum H-6" gehért. Dafiir wurde
ein breites Singulett Signal fiir zwei Protonen detektiert. Ein Zusammenfall der Signale
H-6" und H-8" wurde fiir diese Art von Derivaten schon frither berichtet (Eustaquio et
al., 2003a; Galm et al., 2004a). Diese Beobachtungen zeigten, dass diese neuen
Produkte Novclobiocin 203 und 603 ein Proton anstelle des Chlor-Atoms an Position 8”
der Aminocoumarin-Gruppe tragen.

Tabelle I11.4: Relative Ausbeuten der neuen Clorobiocin-Analoga

Produkte
roduziert ef. ef. erhaltene  erhaltene relative
P gef. get. get. Nov- Produkt- Produkt-
von Menge Menge s Ausbeute
RAA clobiocin mengen  mengen o
Mutante [mg] [mmol] [%o]
mit [ng] [nmol]
200 10 0,060 201 3864,8 5,890 9,78
pMS9I1 202 31324 4,774 7,93
(coul) 203 2999.5 4,821 8,01
370 10 0,060 371 807.,4 1,227 2,06
372 47,1 0,072 0,12
600 10 0,055 601 356,6 0,583 0,71
pSH2 602 1067,2 1,743 2,13
(simL) 603 737,77 1,276 1,56
700 10 0,068 701 4045.0 6,338 9,38
702 669,9 1,050 1,55
731 10 0,052 731 1085,9 1,587 3,08

gef. gefiittert

Bei der Fiitterung von 4-Hydroxybenzoesdure zu S. coelicolor (clo-CA5) mit dem
Expressionsplasmid pSH2 mit simL wurden keine neuen Aminocoumarine identifiziert.
Allerdings wurden die Derivate Novclobiocin 311 (Vanillobiocin), 312
(Isovanillobiocin) und 313 (Declorovanillobiocin) als Produkte beobachtet, was darauf
hindeutet, dass die gefiitterte Vorstufe hydroxyliert und anschlieBend methyliert wurde.
Diese Vanillobiocine wurden schon in fritheren Experimenten beobachtet und
identifiziert (Freitag et al., 2004). Geringe Mengen von ihnen werden auch ohne
Zufiitterung von 4-Hydroxybenzoesdure erhalten, was zeigt, dass der Stamm
Vanillinsdure selbst bilden kann.

Aus den fiinf erfolgreich durchgefiihrten Fiitterungsexperimenten konnten die elf neuen
Clorobiocin-Derivate in Mengen zwischen 47 pg und 4 mg, bezogen auf 10 mg
geflittertes Ring A-Analogon, isoliert werden (Tab. I11.4). Diese Ergebnisse zeigen, dass
durch die Nutzung von fremden Amidsynthetasen effektiv neue Aminocoumarine
hergestellt werden konnen, ohne auf die Akzeptanz der Ring A-Analoga durch CloL
angewiesen zu sein. Dies demonstriert die Niitzlichkeit der Kombination aus
Mutasynthese und metabolischem Engineering.
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2.3.8 Identifizierung neuer, ,,natiirlicher* Derivate

Neben den erwarteten neuen Produkten wurden weitere drei neue Aminocoumarin-
Antibiotika, die die Namen Ferulobiocin, 3-Chlorocoumarobiocin und 8’-Dechloro-3-
chlorocoumarobiocin tragen, isoliert und identifiziert. Diese Substanzen wurden mittels
LC-MS auch in den ungefiitterten Mutanten von S. coelicolor (clo-CAS)/pMS91 mit
coul und S. coelicolor (clo-CA5)/pSH2 mit simL nachgewiesen. Die "H NMR und MS-
Spektren befindet sich im Anhang VII.6.

Identifizierung von Ferulobiocin

Das ESI-MS Spektrum der ersten Substanz wies eine Masse von [M+H]" von m/z=685
auf (s. Tab. II1.5). Wie bei Clorobiocin konnten die charakteristischen Fragmente der
Desoxyzucker-Gruppe (m/z=282) und der 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe
(m/z=108) detektiert werden. Jedoch zeigte sich im MS-Spektrum statt des bei
Clorobiocin vorkommenden Fragmentes bei m/z=189, das die prenylierte 4-
Hydroxybenzoesdure (Ring A) représentiert, und dem Fragment bei m/z=416, das die
Aminocoumarin und die prenylierte 4-Hydroxybenzoesédure reprasentiert, Fragment bei
m/z=177 und m/z=404. Diese Fragmente wiesen auf ein Clorobiocin-Analogon hin, das
aber ein anderes Ring A-Analogon trigt.

Das '"H NMR Spektrum von dieser Substanz bestitigte diese Hypothese. Es zeigte
dieselben Signale wie Clorobiocin fiir die Aminocoumarin-Gruppe, den substituierten
Desoxyzucker und die 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe. Jedoch wurden anstatt
der Signale des natiirlichen Ring A, Signale fiir ein strukturell unterschiedliches Ring
A-Analogons detektiert. Zwei Dupletts bei 6= 7,57 ppm (1 H; 15,8 Hz) und 6= 6,75
ppm (1 H; 15,8 Hz) wiesen auf zwei vinylische Protonen hin, die an Kohlenstoffatome
einer Doppelbindung angebracht sind, und das Singulett bei 0= 3,90 ppm (3 H) wies auf
eine Methoxygruppe hin. Die Signale bei 0= 7,19 (br s, 1 H), 6,80 (d, 1 H) und 7,07 (d,
1 H) zeigten die Protonen eines 1, 3, 4-trisubstituierten aromatischen Ring. Der
Vergleich mit Literaturdaten (Delazar et al., 2004; Ee et al., 2005; Grote et al., 1988)
und Daten, die von kommerziell erhéltlicher Ferulasdure erhalten wurden, zeigten, dass
die NMR Signale perfekt mit denen von Ferulasdure-Derivaten iibereinstimmen (=3-
Methoxy-4-hydroxyzimtsdure). Auch die Ergebnisse der MS-Analyse stimmten mit
diesem Ergebnis iiberein. Dieses Produkt wurde als Ferulobiocin bzw. Novclobiocin
731 bezeichnet und wurde auch durch die Zufiitterung von Ferulaséure zu S. coelicolor
(clo-CA5)/pSH2 erhalten (s. Tab. I11.6).

Identifizierung von 3-Chlorocoumarobiocin

Das ESI-MS Spektrum der zweiten neuen Substanz zeigte eine Masse von [M+H]"
m/z=689, in Kontrast zu Ferulobiocin (m/z=685). Auch das Fragment der Acylgruppe
bei m/z=181 stimmte nicht mit dem Fragment m/z=177 von Ferulobiocin iiberein.
Andererseits zeigte das Spektrum die charakteristischen Peaks des Desoxyzuckers und
der 5-Methylpyrrol-2-carbonséure-Gruppe bei m/z=282 und 108 (Tab. IIL.5).

Das 'H NMR Spektrum dieser Substanz zeigte dieselben Signale des substituierten
Desoxyzuckers und der Aminocoumarin-Gruppe wie Clorobiocin und Ferulobiocin.
Vergleichbar mit dem 'H NMR Spektrum von Ferulobiocin, wiesen zwei Dupletts bei
0= 7,49 ppm (1 H; 15,6 Hz) und J= 6,71 ppm (1 H; 15,6 Hz) auf die Anwesenheit von
zwel vinylischen Protonen hin und die Signale bei 6= 7,56 (br s, 1 H), 7,36 (d, 1 H) und
6,92 ppm (1 H) zeigten wieder die Anwesenheit eines 1, 3, 4, -trisubstituierten
aromatischen Ringes. Jedoch fehlte im Vergleich zu Ferulobiocin das Singulett der
Methoxygruppe bei 6= 3,90 ppm (3 H). Es konnte auch kein weiteres Signal dafiir
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detektiert werden. Dies wies darauf hin, dass die Methoxygruppe an Position 3 (31 Da)
durch ein Chloratom (35 Da) ersetzt wurde. Dieses neue Derivat wurde als Clorobiocin-
Derivat identifiziert, welches 3-Chloro-4-hydroxyzimtsdure trdagt. Es wurde als 3-
Chloro-Coumarobiocin bzw. Novclobiocin 741 bezeichnet (Tab. I11.6).

Identifizierung von 8 -Dechloro-3-chlorocoumarobiocin

Die dritte neue Substanz, die isoliert wurde, wies eine Masse von [M+H]" m/z=655 auf,
also 34 Dalton weniger als 3-Chlorocoumarobiocin, was auf einen Verlust eines
Chloratoms hindeutete (Tab. I11.5). Das "H NMR Spektrum als auch das MS Spektrum
zeigten dieselben Signale, die der 3-Chloro-4-hydroxyzimtsédure zugeordnet wurden.
Allerdings wurden im 'H NMR Spektrum signifikante Unterschiede der Protonen der
Aminocoumarin-Gruppe beobachtet, welche die Anwesenheit von drei anstatt von zwei
Protonen beweisen (6= 7,03 ppm, 2 H; 6= 7,92 ppm, 1 H). Die selben Signale wurden
schon frither bei Aminocoumarinen beobachtet, denen das Chloratom an Position 8" des
Aminocoumarins fehlt (Eustaquio et al., 2003a). Dieses neue Derivat unterscheidet sich
von 3-Chlorocoumarobiocin durch das fehlende Chloratom an Position 8" des
Aminocoumarin-Rings. Es wurde als 8’-Dechlor-3-chlorocoumarobiocin bzw.
Novclobiocin 742 bezeichnet (s. Tab. I11.6).

Tabelle II1.5: ESI-MS Daten der natiirlich vorkommenden Derivate aus S. coelicolor
(clo-CAS)/pMSO91.

. + R + . + . + [Pyrrol-
Bezeichnung MW [M+H] [M-Ring C]" [Ring A]" [Ring C] Gruppe]+
Clorobiocin 696,2 697,3/699,3 416,1 189,1 2822 108.0
Ferulobiocin 684,2 685,3/687,3 404,1 177,0 282,1 108,0
3-Chloro- 688,2 689,3/691,2 n.d. 181,0 282,0 108,0
coumarobiocin
8'-Dechloro-3- (o) 5 55016574 n.d. 181,0 2822 108,0
chlorocoumarobiocin
x/y zwei Signale, die aus Anwesenheit von Chlor-Isotopen im Molekiil resultieren.

n.d. nicht detektierbar.
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Tabelle I11.6: '"H NMR Daten der natiirlich vorkommenden Derivate aus S. coelicolor
(clo-CAS)/pMS91.

Bezeichnung

Clorobiocin

Cl OCH, Ferulobiocin

cl cl 3-Chloro- o
" ou coumarobiocin
Pyrrol-Gruppe
|| | 8°- Dechloro-3
Ring C Ring B H Cl -chloro-
coumarobiocin
8’-Dechloro-3-
Clorobiocin Ferulobiocin 3-Chlor.0 ~ chloro-
coumarobiocin . .
coumarobiocin
Novclobiocin Novclobiocin Novclobiocin
731 741 742
Position 0, Multiplizitit o, Multiplizitat 6, Multiplizitat o, Multiplizitit
(J/Hz) (J/Hz) (J/Hz) (J/Hz)
1-H - 6,75 d (15,8) 6,71 d (15,6) 6,80 d (14,4)
2-H 7,76 d (2,5) 7,57 d (15,8) 7,49 d (15,6) 7,54 d (14.,4)
4-H - 7,19 br® s 7,56 br® s 7,61 br*s
5-H 6,84 d (8,4) - - -
6-H 7,72 dd (8,4; 2.,5) - - -
7-H - 6,80 d (8,2) 6,92 d (8,8) 6,91d(8,2)
7-H2 3,34d(7,1)
8-H 535br't (7,1) 7,07 d (8,2) 7,36 d (8,8) 7,41 d(8,2)
9-OCH3 - 390 s - -
10-H3 1,74 s - - -
11-H3 1,75 s - - -
5-H 7,90d (9,2) 7,90 d (8.,8) 7,89 d (8,6) 7,92 d (8,0)
6'-H 7,33d(9,2) 7,23 d (8,8) 7,19d (8,6) 7,03°
8"-H - - - 7,03
1"-H 5,73 d(1,8) 5,69 br' s 5,68 br's 5,61d(1,6)
2""-H 4,34t (2,8) 4,33 br's 4,33 br's 4,23 br' s
3""-H 5,71 dd (10,3; 5,71 dd (11,6; 5,71 dd (11,0; 5,59 dd (10,0;
2.,8) 2,0) 4,8) 2.,8)
4”-H 3,72d (10,3) 3,71d (11,6) 3,71d (11,0) 3,68 d (10,0)
6""-H3 1,18s 1,19 s 1,19 s 1,20 s
7""-H3 1,35 s 1,35 s 1,34 s 1,37 s
8- 3,52 3,51s 3,51s 3,51s
OCH3
37"-H 6,90 d (3,6) 6,90 d (3,6) 6,90d (3,4) 6,90 d (3,4)
4""-H 5,94 d (3,6) 5,94 d (3,6) 5,94 d (3,4) 5,94 d (3,4)
6""’-H3 2,29 s 2,29 s 2,29 s 2,29 s

o ist in ppm angegeben. Spektren wurden bei 400 MHz in CD;OD aufgenommen.
*br = breites Signal.
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2.3.9 Erweiterung: Amidsynthetase-Assays und Fiitterung von vorgeschlagenen
Ring A-Analoga

Da durch die bisher durchgefiihrten Filitterungsexperimente sehr effektiv neue
Aminocoumarine gewonnen werden konnten, sollten nun gezielt Fiitterungen mit Ring
A-Analoga durchgefiihrt werden, die eine hohere Aktivitit des Endproduktes
wahrscheinlich machen. Deshalb wurden bei der Firma Basilea Pharmaceutica AG,
Basel, Schweiz, durch Molecular Modelling sechs Ring A-Analoga ermittelt, die das
aktive Zentrum der bakteriellen Gyrase besser ausnutzen. Sie sollen durch
Wasserverdringung bzw. einer weiteren Bindung im aktiven Zentrum eine stirkere
Gyrasehemmung verursachen.

Folgende Substanzen wurden vorgeschlagen:
4-Hydroxy-3-(morpholinomethyl)-benzoeséure
3-(Carboxymethylaminomethyl)-4-hydroxybenzoesiure
4-Methoxy-3-pyrazol-1-ylmethyl-benzoesiure
2,3-Dihydrobenzofuran-5-carbonséure
3-[(2,5-Dimethylphenoxy)-methyl]-4-methoxybenzoesdure
3-[(4-Chloro-3-methylphenoxy)-methyl]-4-methoxybenzoesédure

mMmgoOw >

Um zu ermitteln, zu welcher Mutante die Derivate geflittert werden sollten, wurden
Amidsynthetase-Assays mit NovL, CloL, CouL und SimL durchgefiihrt (Abb. II1.16).

E NovL OCloL 1Coul M SimL

1401 " )
i o
iy [I ] :Ia CH,
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Abbildung II1.16: Relative Aktivititen der Amidsynthetasen NovL, CloL, CouL und SimL mit den
vorgeschlagenen Ring A-Analoga. Die spezifischen Aktivititen mit den natiirlichen Substraten der
Enzyme NovL und CloL wurde gleich 100% gesetzt. Im Fall von SimL wurde die Aktivitit mit Ring A,
im Fall von CouL die Aktivitdt mit 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonséure gleich 100% gesetzt. Pyrrol =
3,5-Dimethylpyrrol-2,4-dicarbonsaure.

Substanz B wurden von keiner der Amidsynthetasen akzeptiert. Die Substanzen A, C,
D, E und F dagegen wurden vor allem von CloL und NovL akzeptiert. Substanz D
zeigte zusétzlich eine hohe Akzeptanz durch SimL.

Alle Ring A-Analoga, aufler Substanz B, wurden darauthin an die Mutante S.
roseochromogenes QDCO661 (Pojer et al., 2003b) gefiittert. Diese Mutante sollte die
gefiitterten Analoga durch die Amidsynthetase CloL zu neuen Aminocoumarinen
umsetzen. Substanz D wurde zusétzlich an die Mutante S. coelicolor M512 (cloCAS5)
mit pSH2 gefiittert, welches das Amidsynthetase-Gen simL beinhaltet.
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Bei keiner der Fiitterungen wurde eine Produktbildung beobachtet. Auch eine
Wiederholung der Fiitterungen und eine Optimierung der Extraktionsmethode brachten
keinen Erfolg.

Ein Grund fiir die fehlgeschlagenen Fiitterungsversuche konnte sein, dass diese
vorgeschlagenen Ring A-Analoga sich strukturell deutlich von den bisher gefiitterten
Ring A-Analoga unterscheiden und ein deutlich groferes Volumen aufweisen. Dies
konnte ein Problem bei der Aufnahme in das Bakterium darstellen.

2.4  Herstellung von Hybrid-Aminocoumarin-Antibiotika durch
Mutasynthese

24.1 Einleitung

Durch die bisherigen Methoden wurden erfolgreich neue Clorobiocin-Derivate
hergestellt. Zusédtzlich sollten nun auch so genannte Hybrid-Aminocoumarine
hergestellt werden. Diese neuen Aminocoumarine weisen strukturelle Merkmale des
Clorobiocins und des Novobiocins auf, d.h. dass entweder die Position 8 des
Aminocoumarin-Rings bei der Grundstruktur von Clorobiocin statt eines Chloratoms
eine Methylgruppe aufweist bzw. dass die Position 3" des Desoxyzuckers bei der
Grundstruktur von Novobiocin mit der 5-Methylpyrrol-2-carbonséure-Gruppe statt der
Carbamoylgruppe verkniipft ist.

Kiirzlich wurden umfangreiche Untersuchungen zur Struktur-Gyrasehemmung und
Struktur-Topoisomerase IV Hemmung durchgefiihrt (Flatman et al., 2006). Dabei
wurden Clorobiocin, Novobiocin und ihre abgeleiteten Hybrid-Aminocoumarine
getestet. Clorobiocin zeigte eine 10-fach hohere Gyrasehemmung und eine 70-fach
hohere Topoisomerase IV Hemmung als Novobiocin. Das Hybrid-Aminocoumarin, das
an Position 8 des Aminocoumarins chloriert war und an Position 3" des
Desoxyzuckers die Carbamoylgruppe des Novobiocin trug, zeigte eine 11-fach
schwichere Gyrasehemmung und eine 70-fach geringere Topoisomerase IV Hemmung
als Clorobiocin. Im Gegensatz dazu zeigte aber das Hybrid-Aminocoumarin, welches an
Position 8" des Aminocoumarin-Rings die Methylgruppe des Novobiocins aufwies und
gleichzeitig an Position 3°° des Desoxyzuckers die 5-Methylpyrrol-2-carbonsiure-
Gruppe des Clorobiocins beinhalten, im Vergleich zu Clorobiocin eine nur 2,5-fach
geringere Gyrasehemmung und eine 6-fach geringere Topoisomerase IV Hemmung.
Dies zeigt, dass solche Derivate zwar schwicher aktiv sind als Clorobiocin, dennoch
eine hohere Aktivitit aufweisen als Novobiocin.

Beruhend auf diese Ergebnisse sollten Derivate generiert werden, die an Position 8" des
Aminocoumarin-Rings die fiir Novobiocin charakteristische Methylgruppe tragen, aber
an Position 3"° des Desoxyzuckers die S5-Methylpyrrol-2-carbonsidure-Gruppe des
Clorobiocins aufweisen. Aullerdem sollte auch hier die prenylierte 4-
Hydroxybenzoesdure (Ring A) durch andere Analoga ersetzt werden.

Um diese Hybrid-Aminocoumarine herstellen zu kdnnen, wurde eine neue, zweistufige
Fiitterungsmethode entwickelt (Abb. I11.17). In einer ersten Stufe der Fiitterung wurden
Novobiocinsdure Analoga, die Aglyka der gesuchten Verbindungen, in einer Mutante
des Novobiocin-Produzenten hergestellt, die die charakteristische Methylgruppe des
Novobiocins an Position 8" des Aminocoumarin-Rings trugen und gleichzeitig einen
modifizierten Ring A aufwiesen. Dafiir wurde eine novQ-Defektmutante des
Novobiocin-Produzenten benutzt, bei der aulerdem die Gene der Zuckerbiosynthese
durch Downstream-Effekte inaktiv waren. In einem zweiten Fiitterungsschritt wurde ein
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Extrakt der Novobiocin-Mutante, der die Aglyka der neuen Derivate beinhaltete, an die
cloQcloL-Defektmutante S. coelicolor (clo-CAS5) (s. Kapitel 111/2.3.1) des Clorobiocin-
Produzenten gefiittert, die das Aglykon mit dem substituierten Desoxyzuckers
verkniipft.

o
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Abbildung II1.17: Schematische Darstellung der Fiitterung in zwei Stufen.

2.4.2 Herstellung der Novobiocin-Mutante: Inaktivierungen von novQ und
heterologe Expression in Streptomyces coelicolor M512

Um die erste Stufe der Fiitterung durchzufiihren, wurde eine Mutante des Novobiocin-
Produzenten verwendet, in der das Gen novQ, das fiir die Prenyltransferase codiert,
inaktiviert wurde. Durch Downstream-Effekte waren ebenfalls die Gene der
Zuckerbiosynthese inaktiv.

Fiir diese Fiitterungen wurde die novQ-Defektmutante S. coelicolor (nov-CA7)
verwendet, die schon in Kapitel I11.2.2.2.1.3 beschriecben wurde. Die erhaltenen
Kanamycin-resistente Klone wurden mittels Southern Blot auf ihren Genotyp untersucht
(Abb. III.18). Die Deletion des Gens novQ war durch das Verschwinden der 3,8 kb
Bglll-Bande im Vergleich zum Cosmid nov-BG1 und dem Entstehen einer 2,9 kb BglII-
Bande ersichtlich.
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Abbildung IIL18: A) Cosmide nov-BGl und nov-CA7 (AnovQ, apra’), die das Novobiocin
Biosynthesegencluster und die @C31 Integrationsfunktion enthalten. B) schematische Darstellung der
Site spezifischen Integration von nov-CA7 in das Genom von S. coelicolor M512. B= BglII Schnittstelle,
T3, T7= T3, T7 Promotoren des SuperCosl-Vektors. Angegebene Fragment Grofen resultieren aus dem
BglIl Verdau. C) Gelelektrophorese des resultierenden Cosmids nov-CA7 im Vergleich zu nov-BG1. M=
1 kb DNA Marker (Invitrogen). DNA von nov-BG1 und nov-CA7 wurde mit Bg/lI verdaut. D) Southern
Blot Analyse der nov-CA7 Integrationsmutante. M= DIG gelabelter DNA Molecular Weight Marker VII
(Roche). Als Sonde wurde gelabletes clo-BG1 Cosmid verwendet. Die genomische DNA wurde mit Bglll
verdaut.
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2.4.3 Durchfithrung von zweistufigen Fiitterungen

Zur Herstellung von Hybrid-Aminocoumarinen wurden zweistufige Fiitterungen
durchgefiihrt (Abb. I11.17). Im ersten Schritt der Fiitterung wurden sieben verschiedene
Ring A-Analoga (s. Tab. II1.7) an die Mutante S. coelicolor (nov-CA7) gefiittert. Diese
Mutante verwendet das im Novobiocincluster enthaltene, genuine NovL, um die neuen
Novobiocinsdure Analoga herzustellen. Von den gefiitterten Ring A-Analoga war
bekannt, dass sie von NovL akzeptiert werden (Galm et al., 2004a; Steffensky et al.,
2000a).

Tabelle I11.7: Strukturformeln der gefiitterten Ring A-Analoga (RAA).

0
o B
R2
Rs
R,
NN
Eseite

H
Bezeichnung R, R,
RAA 210 OH H
RAA 220 OH H
RAA 240 E\TJk( OH H
H o
RAA 250 g\T’l* OH H
H
RAA 270 Cl OH H
RAA 280 Br OH H
RAA 380 CH, NH, H

In den Fiitterungsexperimenten wurden gewdhnlich 10 mg des entsprechenden Ring A-
Analogons bei Inokulation in 500 ml Kulturmedium der entsprechenden Mutante
zugesetzt. Als Kontrolle wurde die ungefiitterte Mutante von S. coelicolor (nov-CA7)
kultiviert. Sieben bis zehn Tage spiter wurden die Kulturen extrahiert und die Extrakte
mittels HPLC analysiert.

Wie erwartet produzierte die ungeflitterte Mutante keine Novobiocinsdure. Auch die
Fiitterung von 3-Chlor-4-hydroxybenzoesdure (RAA 270) zu S. coelicolor (nov-CA7)
fiihrte nicht zur Bildung neuer Derivate. In den sechs weiteren Experimenten konnten,
wie erwartet, neue Novobiocinsidure Analoga detektiert werden.

Die entsprechenden Extrakte der Kulturen wurden in einem weiteren Fiitterungsschritt
an die Clorobiocin-Mutante S. coelicolor (clo-CAS) gefiittert. Durch die Verwendung
der cloQcloL-Defektmutante S. coelicolor (clo-CAS) war es moglich, Extrakte des
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ersten Fiitterungsschrittes zufiittern. Diese Mutante kann noch eventuell vorkommende
Reste des Ring A-Analogons im Extrakt nicht zu neuen Produkten umsetzten, da keine
Amidsynthetase zur Verknilipfung des Ring A-Analogons und Ring B zur Verfiigung
steht. Gewdhnlicherweise wurde Extrakt mit etwa 1 mg des entsprechenden
Novobiocinsdure Analogons in 200 pl Ethanol zu 80 ml Kulturmedium von S.
coelicolor (clo-CAS5) zum Zeitpunkt der Inokulation ins Produktionsmedium
zugefiittert. Nach weiteren sieben bis zehn Tage wurden die Kulturen extrahiert und die
Extrakte mittels HPLC analysiert.

Die Fiitterung des Novobiocinsdure Analogons mit 3-Ter-valerylamino-4-
hydroxybenzoesdure (RAA 250) an S. coelicolor (clo-CAS) fiihrte nicht zur Bildung
neuer Derivate. Alle weiteren fiinf durchgefiihrten Fiitterungen zu S. coelicolor (clo-
CAD5) fiihrten zur Produktbildung. Die neuen Derivate wurden mittels HPLC préparativ
isoliert (s. Kapitel 1I/13.5) und die Strukturen durch ESI-MS Analyse und 'H NMR
aufgeklart.

2.44 Identifizierung neuer Hybrid-Aminocoumarine

Alle neuen Substanzen wurden auch hier als Novclobiocine bezeichnet. Die Ergebnisse
der ESI-MS Analyse sind in Tabelle II1.9 dargestellt. Die 'H NMR und MS-Spektren
befinden sich im Anhang VIL.5 und VIIL.6.
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Tabelle II1.8: Chemische Strukturen der isolierten Derivate.

o
CH:.O Pyr= :"_ : N—H
3 2 CH3
IR, oRs o
Bezeichnung R, R, R; Ry
Novclobiocin 217 P . CH; OH Pyr
Novclobiocin 218 CH; Pyr OH
Novclobiocin 219 ) . . CH;, OH OH
Novclobiocinsdure 219A 5 CH; - -
Novclobiocin 225 0 CH; OH Pyr
Novclobiocin 226 A CH; Pyr OH
Novclobiocin 227 ; 8 CH; OH OH
Novclobiocinsiure 228" s o CH; - -

o H CH;
A A
Novelobiocin 241° ‘)%I:I % o OoH Py
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Cl OH Pyr

Novclobiocin 281°? s)\q

Br
CH
7
NHz

Novclobiocin 386 e CH; OH  Pyr
Novclobiocin 387 CH; Pyr OH

5
(o]
2
6
5
o]
2
6
5
[+]
2
[}

H
e CH; OH OH
H

Novclobiocin 204 ;JL ; c
(o]

BCH,

Novclobiocin 314
Novclobiocin 315

o
7
6 OH
5
Novclobiocin 604 0 ) CH; OH Pyr
Novclobiocin 606 3 CH; OH OH
Novclobiocinsdure 607" o ’ CH; - -
5
o]
ape
5
:
8 &
7

CH; OH Pyr
CH; OH OH

Novclobiocin 701°
Novclobiocin 703
Novclobiocin 704
Novclobiocinsdure 705"

Cl  OH Pyr

CH3 OH PyI'

CH; OH OH
H - -

? Produkt wurde schon von Galm et al. (2004a) identifiziert.

® produkt wurde schon im Rahmen der Herstellung der Clorobiocin-Derivate identifiziert.
" Novclobiocinsiuren fehlt der Desoxyzucker.
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Tabelle II1.9: ESI-MS Daten der isolierten Derivate, aufgenommen im positiven
Modus.

R;: Ring A-
Analogon
Rj: Cl, H oder
b CH;
|
Pyrrol-Gruppe J| ‘
Ring C Ring B
. + R + . + . + [Pyl’l’Ol-
Bezeichnung MW [M+H] [M-Ring C]" [Ring A]" [Ring C] Gruppe|*
Clorobiocin 696,2 697,3/699,0 416,4 189,1 2822 108,0
Novclobiocin 204 529,2 530,2 356,1 149,0 - -
Novclobiocin 217 650,2 651,4 370,1 163.,0 282,1 108,0
Novclobiocin 218 650,3 651,4 370,2 163,0 282,1 n.d.
Novclobiocin 219 5432 5443 370,2 163,0 - -
Novclobiocinsiure
219A 369,1 370,1 - 163,0 - -
Novclobiocin 225 6482 6493 368,1 161,0 282,1 108,0
Novclobiocin 226 6482 6493 368,2 161,0 282.4 108,0
Novclobiocin 227 541,2 5423 368,2 161,0 - -
lz\lzogcloblocmsaure 367.1 368.1 i 161.,0 ) )
Novclobiocin 241 713,2  714,3/716,5 n.d. n.d. 282,0 107,9
Novclobiocin 281 706,1  707,2/709,3 n.d. n.d. 2822 108,2
Novclobiocin 314 6382 639,3 358,1 151,0 282,1 108,0
Novclobiocin 315 531,2 532,2 358,1 151,0 - -
Novclobiocin 386 621,2 6223 341,2 134,0 282,1 108,0
Novclobiocin 387 621,2 622,3 341,1 134,0 2822 108,0
Novclobiocin 604 592,2 593,2 312,1 105,0 282,1 108,0
Novclobiocin 606 485,2 486,2 312,1 105,0 - -
16\1(;);7clob10c1nsaure 311.1 312,0 i 105.0 ) )
Novclobiocin 701 6382 639,3/641,4 358,0 131,0 2822 108,0
Novclobiocin 703 618,2 619,3 338,2 131,0 2822 108,0
Novclobiocin 704 511,2 512,6 338,1 131,0 - -
1:(?gclobloc1nsaure 323.1 3240 i 131,0 ) )
x/y zwei Signale, die aus Anwesenheit von Chlor-Isotopen im Molekiil resultieren.

n.d. nicht detektierbar.
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In drei erfolgreichen Fiitterungen konnte das erwartete direkte Hybrid-Aminocoumarin
isoliert werden (Tab. III.8A). Diese Derivate beinhalten die Methylgruppe des
Novobiocins an Position 8" des Aminocoumarin-Rings und die 5-Methylpyrrol-2-
dicarbonséure Gruppe des Clorobiocins an Position 3"" des Desoxyzuckers sowie die
gefiitterten Ring A-Analoga.

Die Fiitterung von Ring A-Analoga mit polaren Seitenketten bzw. mit einem Bromatom
fiihrte jedoch zu Aminocoumarin-Antibiotika, welchen die Methylgruppe an Position 8°
fehlt. Diese neuen Produkte wiesen stattdessen ein Chloratom an dieser Position auf.
Die Strukturen konnten eindeutig durch ein fehlendes Signal eines Protons der
Aminocoumarin-Gruppe im 'H NMR und durch die Massenanalyse nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Novobiocinsdure Analoga
schlechte Substrate der Methyltransferase NovO sind, welche normalerweise das nicht-
polare Derivat 1 als natiirliches Substrat benutzt (s. Abb. III.17). Die resultierenden
Novobiocinsdure Analoga scheinen auflerdem gute Substrate fiir die Halogenase Clo-hal
(Eustaquio et al., 2003a) des Clorobiocin-Produzenten S. coelicolor (clo-CAS) zu sein.
Jedoch ist diese Annahme spekulativ, da bisher keine biochemische Untersuchung
dieser Halogenase durchgefiihrt wurde.

Daneben wurden auch die korrespondierende ,,Isonovclobiocin® identifiziert. Diese
Substanzen tragen die 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe an Position 2° anstatt an
3" des Desoxyzuckers. Im '"H NMR zeigte sich diese Verschicbung durch eine
Signalverschiebung des Protons an C-2°° von 4,28 ppm im direkten Hybrid-
Aminocoumarin zu 5,37 ppm im Isonovclobiocin und des Protons an C-3"" von 5,67
ppm zu 4,41 ppm im Isonovclobiocin-Derivat, welche schon in fritheren Arbeiten
beobachtet wurde (Galm et al., 2004a; Westrich et al., 2003). Die Analyse der Massen
der Derivate bestitigte diese Ergebnisse.

Aus zwei Fitterungsexperimenten wurden Substanzen isoliert, denen die 5-
Methylpyrrol-2-carbonsiure-Gruppe vollstindig fehlte. In den 'H NMR Spektren
fehlten die Signale fiir diese Gruppe. Auflerdem war die Masse der Derivate um 107 Da
niedriger als das entsprechende Derivat mit der 5-Methylpyrrol-2-carbonsiure-Gruppe.

Bei einigen Fiitterungsexperimenten wurde das Aglykon identifiziert, das aus dem
ersten Fiitterungsschritt stammt. Es wurde nicht vollstindig in das jeweilige Hybrid-
Aminocoumarin umgewandelt. In den 'H NMR Spektren fehlten die Signale des
substituierten Desoxyzucker. Diese Ergebnisse wurden auch durch die Detektion der
entsprechenden Massen bestétigt.

2.44.1 Erweiterung der zweistufigen Fiitterungen durch die Nutzung von
fremden Amidsynthetasen

Die bisher dargestellten Experimente zeigen, dass sowohl durch die Expression einer
fremden Amidsynthetase als auch durch die Strategie einer zweistufigen Fiitterung neue
Aminocoumarin-Antibiotika hergestellt werden konnen. Als weitere sinnvolle
Erweiterung wurden nun diese beiden Strategien miteinander verkniipft. Dazu wurden
die Plasmide pMS91, welches das Amidsynthetase-Gen coul beinhaltet, und pSH2,
welches das Amidsynthetase-Gen simL beinhaltet, mittels PEG-vermittelter
Protoplastentransformation in S. coelicolor (nov-CA7) eingebracht. AnschlieBend
wurden, wie bei Kapitel 111.2.4.3 beschrieben, drei Ring A-Analoga zur Mutante mit
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dem Plasmid pSH2 mit simL gefiittert (Tab. II1.10), von denen bekannt war, dass sie als
Substrat von SimL aber nicht von NovL akzeptiert werden (Luft et al., 2005). Zu S.
coelicolor (nov-CA7) mit pMS91 wurde 3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure gefiittert.
Die resultierenden Novobiocinsdure Analoga wurden extrahiert und ohne weitere
Aufreinigung an S. coelicolor (clo-CAS) gefiittert.

Tabelle II1.10: Strukturformeln der gefiitterten Ring A-Analoga (RAA).

R1 Rz
; R;

gefiittert an Ra
S. coelicolor .

(nov-CA7) mit Bezeichnung R, R, R, R,
PMSIT  pAA 200 COOH CH, OH CH,
(coul)

RAA 310 COOH OCH, OH H
PSHZ = pAA 600  COOH H H H
(simlL)

HOOC

RAA 700 \=¥. H H H

In allen drei Fiitterungsexperimenten an die Mutante, die das Plasmid pSH2 mit dem
Amidsynthetase-Gen sim/L enthilt, wurden die erwarteten Aminocoumarin-Antibiotika
erhalten (Tab. II1.8B und Tab. II1.9). Die Fiitterung mit Zimtsdure resultierte zusétzlich
in einem weiteren Produkt, welches als ein Derivat identifiziert werden konnte, das statt
der erwarteten Methylgruppe an Position 8" des Aminocoumarin-Rings ein Chloratom
enthielt. Nach der Fiitterung von Benzoesdure und Vanillinsdure (3-Methoxy-4-
hydroxybenzoesdure) konnte das erwartete 8 -methylierte Produkt detektiert werden,
sowie ein Derivat, dem die 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe fehlte. Nach der
Fiitterung der Benzoesdure wurde zusitzlich das Aglykon isoliert.

Des Weiteren wurde nach Zuflitterung von Zimtsdure ein Novobiocinsdure Analogon
isoliert, das an Position 8" des Aminocoumarin-Rings nicht die Methylgruppe des
Novobiocins aufwies.

Die Fiitterung von 3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesdure zur Mutante mit CoulL fiihrte zu
einem Produkt, dem die 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe vollsténdig fehlte.

2.4.4.2 Zusammenfassung der resultierenden Produkte der zweistufigen
Fiitterungen

Die neue Fiitterungsmethode in Kombination mit der Nutzung von fremden
Amidsynthetasen fiihrte nach Zufiitterung von 11 Ring A-Analoga zur Bildung von 19
neuen Hybrid-Aminocoumarinen, die die gefiitterten Substrate enthielten. Die
Ausbeuten variierten dabei von 10 pg bis 1,1 mg, je nach geflittertem Ring A-
Analogon. Die relativen Ausbeuten liegen zwischen 0,04 % bis 5,6 % bezogen auf die
gefiitterte Menge Ring A-Analogon im ersten Fiitterungsschritt (Tab. III.11). Je
dhnlicher das Ring A-Analogon dem genuinen Ring A war, desto mehr Produkt wurde
erhalten. Ein Problem dieser Fiitterungen konnte die Aufnahme der geflitterten
Novobiocinsdure Analoga in den Clorobiocin-Produzenten darstellen.
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Tabelle I11.11: Relative Ausbeuten der neuen Derivate.

of of erhaltene erhaltene relative
gef. get. sel. Nov- Produkt- Produkt-
Menge  Menge . Ausbeute
RAA [meg] [mmol| clobiocin  mengen mengen (%]
[ng] [umol]

210 12 0,067 217 988,17 1,520 5,59
218 274,99 0,423 1,55
219 99,07 0,182 0,67
219A 15,81 0,043 0,16
220 12 0,067 225 798,01 1,231 4,40
226 304,78 0,470 1,68
A 227 14,52 0,027 0,10
228 119,05 0,324 1,16
240 10 0,045 241 770,88 1,081 2,01
280 12 0,056 281 10,10 0,014 0,04
380 10 0,066 386 484,80 0,780 1,18
387 240,38 0,387 0,58
200 20 0,120 204 40,87 0,077 0,06
310 10 0,060 314 524,31 0,822 1,38
B 315 555,38 1,046 1,76
600 10 0,082 604 72,28 0,122 0,15
606 441,92 0,911 1,11
607 90,78 0,292 0,36
700 10 0,068 701 177,05 0,277 0,41
703 154,48 0,250 0,37
704 1197,92 2,343 3,47
705 62,35 0,421 0,62

gef. gefiittert

2.5 Untersuchung der Aktivititen der neuen Aminocoumarin-Antibiotika

2.5.1 Einleitung

Die Aminocoumarine Novobiocin und Clorobiocin bestehen aus einer 3-Dimethyl-4-
hydroxybenzoesdure (Ring A), die mit einer 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarin-Gruppe
(Ring B) verkniipft ist. Die Hydroxygruppe an Position 7" wird wiederum mit einem
substituierten Desoxyzucker verkniipft. Novobiocin trigt an diesem Desoxyzucker eine
Carbamoylgruppe wihrend Clorobiocin eine 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure an dieser
Position aufweist. Untersuchungen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung (Hooper et al.,
1982; Reusser und Dolak, 1986) zeigten, dass Ring B und der substituierte
Desoxyzucker essentiell fiir die antibakterielle Aktivitdt sind. Auch die Substituenten an
Position 3" des Desoxyzuckers verdndern signifikant die Bioaktivitdt der Substanzen.
Im Gegensatz zur Carbamoylgruppe des Novobiocins besetzt die 5-Methylpyrrol-2-
carbonsdure des Clorobiocins eine zusitzliche hydrophobe Tasche im aktiven Zentrum
der bakteriellen Gyrase und verdriangt dabei zwei Wassermolekiile (Lewis et al.,
1996b), was zu einer stirkeren antibakteriellen Aktivitat fithrt. Ring A trégt im Kontrast
zu Ring B und dem substituierten Desoxyzucker nur schwach zur antibakteriellen
Aktivitit bei (Lafitte ef al., 2002). Er interagiert durch hydrophobe Bindungen mit der
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bakteriellen Gyrase. Jedoch beeinflusst Ring A die Aufnahme der Substanzen in die
Bakterienzelle positiv (Laurin et al., 1999; Reusser und Dolak, 1986).

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der Aminocoumarine ist die Verwendung im
onkologischen Bereich. Novobiocin wurde in Kombination mit alkylierenden
Substanzen in Phase I/Il Studien erfolgreich getestet (Eder et al., 1991; Ellis et al.,
1991). Auch konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von Novobiocin in
Kombination mit Etoposid oder Teniposid die intrazellularen Konzentrationen dieser
zwei Topoisomerase II-Hemmer durch die Hemmung von ATP-abhingigen
Transportern erhdhen kann. Zusétzlich konnten kiirzlich durchgefiihrte Untersuchungen
zeigen, dass Novobiocin an die ATP-Bindungsstelle am C-Terminus von Hsp90 bindet.
Bei Hsp90 handelt es sich um ein Hitzeschockprotein, das fiir die Stabilisierung von
verschiedenen onkogenen Proteinkinasen verantwortlich ist (Marcu et al., 2000b; Marcu
et al.,2000a).

Durch die Durchfiihrung der einstufigen und zweistufigen Fiitterungen wurde eine
Reihe von neuen Aminocoumarinen erhalten. Um neue Antibiotika oder Zytostatika zu
identifizieren, wurde nun in einem ersten Schritt der Wirkungsmechanismus der neuen
Derivate mittels Reporter-Gene-Assay untersucht. Des Weiteren wurden die
antimikrobiellen und DNA-gyraseinhibitorischen Aktivititen bestimmt und die
toxischen Eigenschaften untersucht. Um Voraussagen iiber die einzelnen Aktivititen
neuer Derivate treffen zu konnen, wurde die Moglichkeit untersucht, die Aktivititen
mittels berechenbaren Bindungsenergien zu bestimmen. Dazu wurden die experimentell
erhaltenen Werte der Gyrasehemmung mit berechneten Werten verglichen, die durch
Docking Studien erhalten wurden.

2.5.2  Untersuchung des Wirkungsmechanismus der neuen Derivate durch
Reporter-Gene-Assays

33 Aminocoumarine, einschlielich Clorobiocin und Novobiocin sowie der drei
bekannten Vanillobiocine (Novclobiocin 311, 312 und 313) (Freitag et al., 2004) und
dem bekannten Novclobiocin 241 (Galm et al., 2004b; Galm et al., 2004a), wurden auf
ihren Wirkungsmechanismus in Reporter-Gene-Assays untersucht.

Dazu wurde der gyr4A Promotor sowie der su/4 Promotor von E. coli benutzt, welcher
,upstream® eines Luciferase-Operons von Photorhabdus luminescens in pACYC184
kloniert wurde (M. Stieger; Basilea Pharmaceutica, Basel, Schweiz; personl.
Mitteilung).

Nach Exposition von verschiedenen Konzentrationen der Aminocoumarine wurden die
Lumineszenz und die Absorption der Kulturen bestimmt. In Abb. III.19A sind als
Beispiel die Ergebnisse des Experiments mit dem gyr4 Promotor und der Exposition
von Novobiocin bzw. Novclobiocin 701 dargestellt. Ein Beispiel des Experiments mit
sul4 Promotor und der Exposition von Novobiocin bzw. Novclobiocin 225 ist in Abb.
I11.18B dargestellt.
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Abbildung I11.18: Ergebnisse der Reporter-Gene-Assays mit A) dem gyr4 Promotor nach Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen von Novobiocin bzw. Novclobiocin 701, einem neuen direkten
Clorobiocin-Derivat. B) Ergebnisse mit dem su/4 Promotor nach Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von Novobiocin bzw. Novclobiocin 225, einem neuen direkten Hybrid-Aminocoumarin.

Beide Versuche zeigten dhnliche Ergebnisse. Niedrige Konzentrationen von Novobiocin
bzw. dem neuen Aminocoumarin zeigten keinen Effekt auf das bakterielle Wachstum
und nur einen geringen Effekt auf die Lichtemission. Die hochste Konzentration von
Novobiocin sowie der neuen Aminocoumarine hemmte sowohl das Wachstum als auch
die Lichtemission. Aber interessanterweise wurde bei Konzentrationen, welche das
Wachstum verlangsamen aber nicht vollstindig unterdriicken, bei beiden Promotoren
ein Anstieg der Lichtemission beobachtet. Die gleichen Resultate wurden mit
Clorobiocin, den direkten Clorobiocin-Derivaten und den direkten Hybrid-
Aminocoumarinen sowie mit den Dechlornovclobiocinen, die an Position 8  der
Aminocoumarin-Gruppe unsubstituiert sind, und Isonovclobiocinen, die die 5-
Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe an Position 2" anstatt an Position 3" des
Desoxyzuckers tragen, der erhaltenen Substanzen erzielt (nicht gezeigt). Substanzen, die
keine 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe am Desoxyzucker aufweisen, zeigten
keine Wachstumshemmung oder Lichtemission (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
zeigen, dass, mit Ausnahme der Derivate ohne 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe
am Desoxyzucker, alle getesteten Derivate den gleichen Effekt auf die verwendeten
Promotoren und damit den Wirkungsmechanismus aufweisen, wie die natiirlichen
Produkte Clorobiocin und Novobiocin.
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2.5.3  Untersuchung der gyraseinhibitorischen Aktivitiit der neuen Derivate

Um die Aktivititen genauer zu untersuchen, wurden die Aminocoumarine auf ihre
gyrasechemmende Effekten in vitro untersucht. Dazu wurden zwei unterschiedliche
Verfahren angewendet: der ATPase-Assay und der Triplex-Assay.

Mittels ATPase-Assay wurden 33 Aminocoumarine untersucht, einschlielich
Clorobiocin und Novobiocin sowie der drei bekannten Vanillobiocine (Novclobiocin
311, 312 und 313) (Freitag et al., 2004) und dem bekannten Novclobiocin 241 (Galm et
al., 2004b; Galm et al., 2004a). Der ATPase-Assay beruht auf der ATPase-Aktivitit der
Untereinheit B der bakteriellen Gyrase und deren Hemmung durch Aminocoumarin-
Antibiotika. Der Assay-Puffer enthielt ATP, welches durch die B-Untereinheit der
bakteriellen Gyrase in anorganisches Phosphat umgewandelt wurde, sowie verschiedene
Konzentrationen der zu testeten Derivate. Durch Zugabe der Gyrase B-Untereinheit
wurde der Assay gestartet. Nach der Inkubation wurde Malachitgriin Reagenz
dazugegeben und die nicht-enzymatische Hydrolyse von ATP durch Zugabe von
Natriumcitrat unterbunden. Das freie Phosphat wurde in einem Phosphomolybdat-
Malachitgriin-Komplex gebunden, die Absorption bestimmt und der ICsp-Wert
berechnet (Tab. II1.12).

Von 23 Aminocoumarinen, die in einer ausreichenden Menge vorhanden waren, wurden
anschlieBend mittels Triplex-Assay weitere ICsp-Werte bestimmt. Der Triplex-Assay ist
ein ,,high-throughput* Assay, welcher auf der Hemmung der Supercoiling-Aktivitit der
bakteriellen Gyrase beruht. Es wurde dafiir eine Mischung aus Gyrase A und Gyrase B-
Untereinheit von E. coli benutzt.

Erste Ergebnisse dieser Testungen zeigten, dass die Ergebnisse beider Assays dhnlich
sind. Dies beruht darauf, dass auch beim Triplex-Assay die ATPase-Aktivitit der
Gyrase B-Untereinheit gehemmt wird. Clorobiocin zeigte in beiden Assays, wie
erwartet, eine deutlich hohere Aktivitit als Novobiocin. Bei den neuen gestesteten
Aminocoumarinen zeigte besonders Novclobiocin 201, das 3,5-Dimethyl-4-
hydroxybenzoesdure als Ring A-Analogon trigt, und Novclobiocin 601 eine hohe
Aktivitdit im Bereich von Clorobiocin. Novclobiocin 601 trdgt als Ring A-Analogon
Benzoesdure. Interessanterweise zeigte auch das Derivate 701, das als Ring A-Analogon
Zimtsdure tragt, eine hohe Aktivitit. Dies demonstriert, dass das verwendete Ring A-
Analogon sehr variable gewdhlt werden kann ohne das groBe Verluste in der
Gyrasehemmung zu befiirchten sind. Wichtiger ist die Substitution an Position 8" des
Aminocoumarin-Rings. Derivate, die ein Proton an dieser Stelle tragen, zeigten eine
deutlich verminderte Aktivitit in diesen Assays. Dagegen war kein signifikanter
Unterschied bei Derivaten zu erkennen, die entweder ein Chloratom oder eine
Methylgruppe an dieser Position aufwiesen. Novclobiocin 311, das ein Chloratom
aufweist, und Novclobiocin 314, das eine Methylgruppe an dieser Stelle trigt, zeigten
kaum Unterschiede in den ICsp-Werten (122 nM versus 86 nM im ATPase-Assay bzw.
22 nM versus 25 nM im Triplex-Assay).

Auch die Substitution an Position 3" bzw. 2" des Desoxyzuckers spielt eine grofle
Rolle fiir die gyrasechemmende Aktivitdt eines Aminocoumarins. Derivate, die an
Position 3°" eine Pyrrolgruppe tragen, waren deutlich aktiver als Derivate, die diese
Gruppe an Position 2" aufweisen (Isoformen). Derivate ohne einen Substituenten an
Position 3" bzw. 2°" zeigten im ATPase-Assay eine vernachldssigbare Aktivitit (ICso
>10000 nM)
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Tabelle 1I1.12: Effekte verschiedener Aminocoumarine auf die E. coli DNA-Gyrase in
vitro ermittelt mittels ATPase-Assay bzw. Triplex-Assay.

ATPase Assay Triplex-Assay
Bezeichnung ICsy [nM] ICs) [nM]
Clorobiocin 73 <5
Novobiocin 154 200
Novclobiocin 201 65 17
Novclobiocin 202 376 320
Novclobiocin 203 229 120
Novclobiocin 204 >10000 n.d.
Novclobiocin 217 84 19
Novclobiocin 218 758 140
Novclobiocin 219 >10000 n.d.
Novclobiocin 225 116 34
Novclobiocin 226 2787 460
Novclobiocin 241 73 41
Novclobiocin 311 122 22
Novclobiocin 312 891 460
Novclobiocin 313 185 75
Novclobiocin 314 86 25
Novclobiocin 315 >10000 n.d.
Novclobiocin 371 84 20
Novclobiocin 372 280 n.d.
Novclobiocin 386 152 44
Novclobiocin 387 784 190
Novclobiocin 601 72 <5
Novclobiocin 602 297 110
Novclobiocin 603 219 50
Novclobiocin 604 131 n.d.
Novclobiocin 606 >10000 n.d.
Novclobiocin 701 90 34
Novclobiocin 702 598 1200
Novclobiocin 703 106 n.d.
Novclobiocin 704 >10000 n.d.
Novclobiocin 731 263 43
Novclobiocin 741 137 32
Novclobiocin 742 276 280

n.d. Testung nicht durchgefiihrt

254 Vergleich der gyraseinhibitorischen Aktivitit mit berechneten
Bindungsenergien

Die vorldufigen ICsp-Werte aus den ATPase- und Triplex-Assays wurden in
Zusammenarbeit mit der Firma Basilea Pharmaceutica AG, Basel, Schweiz, mit
berechneten Bindungsenergien der Molekiile zur Untereinheit B der bakteriellen Gyrase
verglichen, um eine weitere Mdglichkeit der Voraussage der Aktivitéten zu iiberpriifen.
Dazu wurde ein Modell der E. coli GyrB 24 kDa Doméne benutzt. In einem ersten
Schritt wurde Clorobiocin in diese Doméne gedockt. AnschlieBend wurden 16
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verschiedene Strukturen der zuvor getesteten Derivate in gleicher Weise in diese
Doméne gedockt und die Energien mit Hilfe der Moloc-Software ermittelt.

Fiir Derivate, die die 5-Methylpyrrol-2-carbonsidure-Gruppe an Position 3" des
Desoxyzuckers tragen, konnte das Dockingmodell von Clorobiocin genutzt werden.
Dagegen wurde fiir Derivate, die die 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe an Position
2" anstatt an Position 3"" des Desoxyzuckers tragen, kein passender Bindungsmodus
gefunden. Diese Derivate wurden von der Berechnung ausgeschlossen.

Tabelle I11.13: Berechnete Bindungsenergien

vdW vdW H-bond H-bond rep rep EO Eopt E E E
Bezeichnung H,O prot. H,0 prot. -H,0 prot. (vac) (vac) (strain) (uncorr) (corr)
Clorobiocin -42 -39,1 -12,7 -19,6 0,1 7,0 75,0 59,0 16,0 -68,5 52,5

Novclobiocin 201 -4,2 -36,2 -122 -194 0,2 6,9 83,0 63,0 20,0 -64,9  -44,9
Novclobiocin 203 -4,3 -33,7 -122 -193 0,2 6,5 81,0 64,0 17,0 -62,8 45,8
Novclobiocin 217 -4,1 -37,3 -125 -196 0,1 7,0 76,0 61,0 15,0 -66,4 -51,4
Novclobiocin 219 -39 -243 -10,5 -164 0,6 3,8 48,0 34,0 14,0 -50,7  -36,7
Novclobiocin 225 -4,2 -374 -12,7 -196 0,1 7,1 76,0 60,0 16,0 -66,7 50,7
Novclobiocin 311 -4,1 -36,5 -12,7 -19,7 0,1 6,7 77,0 650 12,0 -66,2  -54,2
Novclobiocin 313 -4,2 -340 -12,7 -19,7 0,1 64 76,0 650 11,0 -64,1  -53,1
Novclobiocin 314 -4,1 -36,7 -12,7 -196 0,1 7,0 79,0 650 14,0 -66,0  -52,0
Novclobiocin 371 -4,5 -36,6 -10,7 -19,8 0,01 6,9 83,0 63,0 20,0 -64,7  -44,7
Novclobiocin 386 -4,2 -36,6 -12,7 -196 0,1 7,0 78,0 64,0 14,0 -66,0  -52,0
Novclobiocin 601 -4,2 -355 -93 -19,6 0,00 6,7 72,0 63,0 9,0 -61,9  -52,9
Novclobiocin 603 -4,3 -33,0 -9,3 -19,6 0,01 6,3 71,0 64,0 7,0 -59,9 -52,9
Novclobiocin 604 -4,2 -35,7 -9,3 -19.5 0,1 7,0 78,6 63,9 14,7 -61,6  -46,9
Novclobiocin 701 -4,6 -34,8 -9,6 -194 03 6,9 67,0 61,0 6,0 -61,2 55,2
Novclobiocin 731 -4,7 -358 -154 -19.2 0,5 7,5 74,8 64,0 10,8 -67,1  -56,3
Novclobiocin 741 -4,7 -354 -13,0 -189 09 7,6 729 619 11,0 -63,5 52,5

vdWH,O: favorisierte vdW Interaktionsenergie zu Wassermolekiilen.

vdW Prot: favorisierte vdW Interaktionsenergie zu Protein.

H-bond: Wasserstoffbindungsenergie zu Wassermolekiilen (H-bond H,0) und Protein (H-bond prot.).
rep-H,0, rep prot: repulsive Energie zu H,O bzw. Protein.

E(vac): Konformationsenergie vor und nach Optimierung des Derivates in Vakuum.

E(strain): Differenz zwischen EO(vac) und Eopt(vac).

E(corr): Ligand/Protein-Interaktionsenergie E(uncorr) korrigiert fiir anpassungsfahigen Stamm.
Energien sind in Moloc-Energie-Einheiten angegeben.

Die berechneten Bindungsenergien E(corr) der einzelnen Derivate bewegten sich alle im
selben Bereich (Tab. III.13), was durch den geringen Effekt der modifizierten 3-
Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesdure zur Bindung an die Gyrase zu erkldren ist (Lafitte
et al., 2002). Nur die Bindungsenergie von Novclobiocin 219 fiel mit -36,7 Moloc-
Energie-Einheiten hoher aus. Das bedeutet, dass dieses Derivat nur eine schwache
Gyrasehemmung zeigt. Dieses Derivat trdgt keine 5-Methylpyrrol-2-carbonséure-
Gruppe am Desoxyzucker und zeigte auch im ATPase-Assay nur eine vernachlédssigbare
Aktivitit (ICso > 10000 nM). Novclobiocin 371 zeigte sowohl im ATPase-Assay als
auch im Triplex-Assay eine hohe Aktivitit. Allerdings wies dieses Derivat in der
Berechnung nur eine Bindungsenergie im unteren Bereich auf.

Dies zeigt, dass die errechneten Werte nur einen Anhaltspunkt fiir die mogliche
Aktivitit eines neuen Derivats geben konnen. Eine genaue Voraussage ist nicht
moglich.
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2.5.5 Antibakterielle Aktivitit der ,natiirlichen* Derivate gegen Bacillus
subtilis

Die drei isolierten ,natlirlichen® Derivate Ferulobiocin (Novclobiocin 731), 3-
Chlorocoumarobiocin (Novclobiocin 741) und 8’-Dechloro-3-chlorocoumarobiocin
wurden auf ihre wachstumshemmende Aktivitit gegeniiber Bacillus subtilis ATTC
14893 im Vergleich zu Clorobiocin im Agar-Diffusionsassay untersucht. Die
antibakteriellen ~ Aktivitditen =~ wurden  durch  Auswertung der  erzielten
Hemmhofdurchmesser quantifiziert.

Menge relative Aktivitit

Bezeichnung [nmol] [%]
Clorobiocin o). Tee 100
Ferulobiocin 3.3
3-Chloro- o o o 59
coumarobiocin :

16 32 64
8 -Dechloro-3-chloro- . RO O 1.4
coumarobiocin e :

32 64 128

Abbildung III1.20: Antibakterielle Aktivitdt von Clorobiocin, Ferulobiocin, 3-Chlorocoumarobiocin und
8’-Dechloro-3-chlorocoumarobiocin. Der Bioassay wurde mit Bacillus subtilis ATTC 14893
durchgefiihrt. Fiir Strukturen siehe Tabelle III.7. Die relative Aktivitit von Clorobiocin wurde 100%
gesetzt.

Alle drei Derivate zeigten antibakterielle Aktivitat, jedoch deutlich schwiécher als das
sehr aktive Clorobiocin (Abb. I11.20). 8 -Dechloro-3-chlorocoumarobiocin zeigte eine
schwiichere Aktivitit als die zwei anderen Derivate. Dies ist in Ubereinstimmung mit
fritheren Beobachtungen, welche einen 80-90% Aktivititsverlust von Substanzen
beschreiben, denen das Chloratom an Position 8 des Aminocoumarin-Rings entfernt
wurde (Eustaquio et al., 2003a; Galm et al., 2004b).

2.5.6 Minimal inhibitorische Konzentration (MIC) der neuen Derivate
gegeniiber klinisch relevanten Mikroorganismen

Fiir 13 Aminocoumarine, einschlieSlich Novobiocin, Clorobiocin, Novclobiocin 241
(Galm et al., 2004b) und Vanillobiocin (Novclobiocin 311) (Freitag et al., 2004; Galm
et al., 2004b), wurden MIC-Werte gegeniiber acht klinisch relevante Gram-positiven
und sieben Gram-negativen Bakterien bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle II1.14
zusammengefasst.

Besonders niedrige MIC-Werte waren bei den Staphylokokken zu beobachten, was auch
die hohe Aktivitdit der Aminocoumarine gegeniiber Gram-positiven Bakterien
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widerspiegelt. Unter allen getesteten Derivaten war Clorobiocin gegeniiber dieser
Auswahl der Teststimme das aktivste Derivat. Von den neuen Aminocoumarinen
wiesen die Novclobiocine 217 und 225, beides Hybrid-Aminocoumarine, die eine 3-
Propyl-4-hydroxybenzoesidure bzw. eine 3-Propenyl-4-hydroxybenzoesidure Gruppe
trugen, die niedrigsten MIC-Werte auf.

Novclobiocin 203, ein  Clorobiocin-Analogon, das eine 3,5-Dimethyl-4-
hydroxybenzoesdure Gruppe trug und statt einem Chloratom an Position 8" des
Aminocoumarin-Rings ein Proton aufwies, zeigte im Vergleich zum chlorierten Derivat
201 hohere MIC-Werte.

Auch gegen Staphylococcus aureus ATCC43300, einen Methicillin-resistenten Stamm,
und Staphylococcus aureus ATCC29213 waren die getesteten Derivate aktiv. Einer der
weiteren untersuchten Staphylokokken Stimme war resistent gegen Novobiocin
(Staphylococcus aureus 80CRS). Dieser Stamm zeigte gegen die getesteten neuen
Aminocoumarine ebenso wie gegen Novobiocin keine Sensitivitit. Nur gegen
Clorobiocin wurde ein niedrigerer MIC-Wert (4 pg/ml) erhalten.

Alle drei getesteten Streptococcus pneumoniae Stdmme waren Novobiocin und
Clorobiocin sensitiv. Sie reagierten auch sensitiv gegeniiber den neuen getesteten
Derivaten. Die zwei getesteten Enterokokken-Stdmme, E. faecalis und E. faecium,
waren resistent gegen Novobiocin und die neuen Aminocoumarine. E. faecalis reagierte
jedoch gegeniiber Clorobiocin sensitiv.

Von den sieben untersuchten Gram-negativen Mikroorganismen waren E. coli DC2 und
Pseudomonas aeruginosa K799/61, beides hyperpermeable Stimme, die einzigen, die
sensitiv gegeniiber Clorobiocin, Novobiocin und den neuen Aminocoumarinen
reagierten. Thre entsprechenden Wildtyp-Stimme (E. coli UB1005 und Pseudomonas
aeruginosa K799/WT) wiesen keine Sensitivitdt auf, was darauf hindeutet, dass die
Aufnahme der Aminocoumarine der limitierende Faktor bei dieser Gruppe von
Mikroorganismen ist.

Allgemein konnte beobachtet werden, dass die getesteten Stimme immer sensitiver
gegeniiber Clorobiocin reagierten als gegen Novobiocin.
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Tabelle I11.14: Effekte verschiedener Aminocoumarine auf das Wachstum ausgewihlter Mikroorganismen.

Wachstumshemmung (MIC [ug/ml]) von:

Enterococcus Enterococcus  Staphylococcus Streptococcus .o , Klebsiella Pseudomonas
. . . Escherichia coli . .
faecalis faecium aureus pneumoniae pneumoniae aeruginosa
Bezeichnung ATCC29212 | ATCC19434 |80CRS ‘2*92?(3: /2;3%8 ‘:;6?(9: SL3T36‘ TUPELO 9592(2: UBI1005 DC2| ATCC27736 ‘;72(;(33 K799/WT K799/61
Clorobiocin 4 >32 4 <0,06 <0,06 | 0,25 1 1 32 >32 2 16 8 16 <0,06
Novobiocin >32 >32 >32 0,25 0,25 1 2 2 >32 >32 4 >32 >32 >32 1
Novclobiocin 201 16 >32 32 0,125 0,25 4 8 8 >32 >32 16 >32 >32 >32 1
Novclobiocin 203 16 >32 >32 4 4 8 16 16 >32 >32 >32 >32 >32 >32 8
Novclobiocin 217 16 >32 32 <0,06 <0,06 2 2 4 >32 >32 8 >32 >32 >32 0,5
Novclobiocin 225 8 >32 16 <0,06 <0,06 1 2 2 >32 >32 8 >32 >32 >32 0,5
Novclobiocin 241* 32 >32 >32 2 4 4 8 16 >32 >32 16 >32 >32 >32 1
Novclobiocin 311* 16 >32 32 1 1 2 4 8 >32 >32 32 >32 >32 >32 1
Novclobiocin 314 8 >32 >32 <0,06 0,25 1 2 4 >32 >32 16 >32 >32 >32 2
Novclobiocin 371 32 >32 32 0,125 0,25 2 4 16 >32 >32 8 >32 >32 >32 2
Novclobiocin 386 8 >32 >32 1 1 4 4 4 >32 >32 >32 >32 >32 >32 4
Novclobiocin 701 16 >32 >32 0,25 1 8 16 16 >32 >32 32 >32 >32 >32 4
Novclobiocin 731 32 >32 >32 0,5 0,5 8 8 16 >32 >32 16 >32 >32 >32 2

* Derivate wurden schon von Galm et al. (2004b) bzw. Freitag et al. (2004) untersucht.
Mikrobiologischer Empfindlichkeits-Breakpoint < 4 ng/ml (G.E. Zurenko, personliche Mitteilung), dariiber gelten die Stimme als resistent.
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2.5.7  Toxizitit der neuen Derivate gegeniiber eukaryontischen Zellen

Fiir 26 Derivate, inklusive Clorobiocin und Novobiocin, wurden toxikologische
Untersuchungen durchgefiihrt, um das Profil der Substanzen abzurunden. Dazu wurden
Untersuchungen mit Namalwa Zellen durchgefiihrt. Diese Zellen stammen aus einem
menschlichen Burkitt-Lymphom, das durch das Epstein-Barr-Virus ausgelost wurde.
Nach Anzucht und Inkubation in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen der
Aminocoumarine wurde der ECsp-Wert bestimmt (Tab. II1.15 und Abb. II1.21).

Tabelle I11.15: ECso-Werte aller getesteter Derivate.

Bezeichnung ECs [pM]
Clorobiocin 14
Novobiocin >50
Novclobiocin 201 45
Novclobiocin 202 38
Novclobiocin 203 45
Novclobiocin 217 27
Novclobiocin 218 27
Novclobiocin 225 26
Novclobiocin 226 23
Novclobiocin 241 20
Novclobiocin 311 0,5
Novclobiocin 312 16
Novclobiocin 313 8
Novclobiocin 314 37
Novclobiocin 315 46
Novclobiocin 371 19
Novclobiocin 386 26
Novclobiocin 387 25
Novclobiocin 601 55
Novclobiocin 602 48
Novclobiocin 603 1
Novclobiocin 606 23
Novclobiocin 701 61
Novclobiocin 702 23
Novclobiocin 703 2
Novclobiocin 731 46
Novclobiocin 741 46
Novclobiocin 742 17

Novobiocin war in diesen Untersuchungen die untoxischste Substanz (ECso >50 uM).
Clorobiocin zeigte im Vergleich dazu eine relativ hohe Toxizitdt gegen diese Zellen
Fiir die getesteten Derivate mit einer 5-Methylpyrrol-2-carbonséure-Gruppe an Position
3" bzw. an Position 2°" des Desoxyzuckers konnte interessanterweise kein Unterschied
in der Toxizitdt festgestellt werden. Allerdings scheint ein ausschlaggebendes
Strukturmerkmal fiir die Toxizitdt das verwendete Ring A-Analogon zu sein. Polare
Gruppen in der Seitenkette der 4-Hydroxybenzoesédure-Einheit flihrten zu Produkten mit
einer Toxizitdt im Bereich von Clorobiocin (Novclobiocin 241, 311, 371, 386). Auch
Novclobiocin 217 und 225, die beide Alkyl-Seitenketten am Ring A-Analogon besitzen,
zeigten ECso-Werte in diesem Bereich.
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Interessanterweise zeigten Derivate mit Benzoesdure oder Zimtsdure als Ring A-
Analogon (z.B. Novclobiocin 601, 602 und 701), sowie Derivate mit 3,5-Dimethyl-4-
hydroxybenzoesdure als Ring A-Analogon (Novlobiocin 201, 202 und 203) eine
deutlich geringere Toxizitdt gegen diese Zellen. Auch Derivate, die als Ring A-
Analogon Zimtsdure-Derivate tragen (Novclobiocin 731, 741 und 742), zeigten eine
geringe Toxizitdt. Innerhalb dieser Zimtsdure-Derivate konnte man jedoch wieder die
Tendenz erkennen, dass Derivate, die eine Seitenkette an der Zimtsdure tragen,
toxischer waren als Derivate mit Zimtsdure ohne Seitenkette.
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Abbildung II1.21: Vergleichsdiagramm von ECso-Werten ausgewahlter Derivate.
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IV Diskussion

1. Untersuchungen zur Methyltransferase CloN6

Gene, die hohe Ahnlichkeit zur Gruppe der sieben Gene cloNI-7 im Clorobiocincluster
aufweisen, wurden nicht nur im Coumermycin-Cluster (Wang et al., 2000) sondern
auch im kiirzlich publizierten Phenalinolacton-Cluster gefunden (Diirr et al., 2006).
Beide Substanzen beinhalten wie Clorobiocin eine 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-
Gruppe. Fiir die Gene cloNI-7 des Clorobiocinclusters bzw. die Homologen couNI-7
des Coumermycin-Clusters konnte gezeigt werden, dass sie flir die Biosynthese und
Ubertragung der 5-Methylpyrrol-2-carbonsiure bendtigt werden (Freitag et al., 2005c¢;
Garneau et al., 2005; Garneau-Tsodikova et al., 2006a; Westrich et al., 2003; Xu et al.,
2003).

Inaktivierungsexperimente im Clorobiocincluster zeigten, dass das Gen cloN6 in der
Biosynthese von Clorobiocin fiir die Methylierung der Pyrrol-2-carbonsdure an Position
5 verantwortlich ist (Westrich et al., 2003). Bisher wurde vermutet, dass CloN6 diese
Methylierung durchfiihrt nachdem an den Desoxyzucker die Pyrrol-2-carbonséure-
Gruppe im letzten Schritt der Biosynthese von Clorobiocin iibertragen wurde (Westrich
et al., 2003). Allerdings konnte durch diese Inaktivierung nicht geklirt werden, ob diese
Methylierung tatsdchlich zu diesem Zeitpunkt stattfindet. Um diese Unklarheit zu
beseitigen, sollte c/loN6 exprimiert und biochemisch untersucht werden.

cloN6 wurde in acht verschiedene Expressionsvektoren kloniert und
Expressionsversuche in E. coli, Saccharomyces cerevisiae und Streptomyces lividans T7
durchgefiihrt. Es wurde schon in frilheren Arbeiten dariiber berichtet, dass die
Uberexpression eines Proteins aus Streptomyceten mit Eisen-Schwefel-Cluster, wie es
CloNG6 ist, schwierig sein kann und oft einen Wechsel des Expressionsvektors oder eine
Optimierung von Expressionsbedingungen erfordert (Heinzelmann et al., 2001). Bei
fiinf Konstrukten wurde eine Uberexpression eines zu kleinen Proteins beobachtet, das
im Falle des Konstruktes pCA7 (cloN6 in pQE31) mittels massenspektrometrischer
Analyse als das degenerierte CloN6 Protein identifiziert wurde, bei dem bis zu 67
Aminosduren N-terminal abgespalten wurden. Durch weitere Optimierung der
Expression mit dem Konstrukt pCA7 und anschlieender Reinigung konnte eine geringe
Menge eines Proteins detektiert werden, das die erwartete Grof3e von CloN6 aufwies.
Um wirklich sicher zu sein, dass es sich um das erwartete, vollstdndige Protein CloN6
handelt, miisste in einem weiteren Schritt eine massenspektrometrische Analyse
erfolgen.

Diese groBen Schwierigkeiten bei der Uberexpression deuten darauf hin, dass es auler
dem Eisen-Schwefel-Cluster noch ein weiteres, elementares Problem bei der Expression
der Methyltransferase CloN6 geben muss, das bisher ungeklart ist.

In der Zwischenzeit wurden Ergebnisse zur biochemischen Untersuchung der
Acyltransferase CloN7 publiziert (Garneau-Tsodikova et al., 2006a). CloN7 zeigte
dabei keine klare Priferenz zum methylierten oder unmethylierten Substrat (Garneau-
Tsodikova et al, 2006a). Auch durch diese Untersuchungen konnte somit der
Methylierungszeitpunkt nicht geklédrt werden.

Ein weiterer Versuch zur Expression von CloN6 war die Klonierung eine (His)s-Tags
N-terminal vor das c/loN6 Gen im Cosmid clo-BG1 mit anschlieBender heterologen
Expression in S. coelicolor M512. Erstaunlicherweise resultierte dies in der
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Inaktivierung von cloN6. Ebenfalls war eine starke Beeintrachtigung des von CloN7
katalysierten Acyltransfers zu beobachten. Dieses Phdnomen wurde auch bei der
Inaktivierung von cloN6 von Westrich et al. (2003) beobachtet. Dies deutet darauf hin,
dass CloN7 die Anwesenheit von CloN6 zur vollen Aktivititsentfaltung bendtigt.

Diese Beobachtung konnte durch Fiitterungen mit Pyrrol-2-carboxyl-SNAC (Pyrrol-2-
carboxyl-N-acetylcysteaminthioester) an die cloNI-, cloN2- bzw. cloN7-Defektmutante
bestétigt werden, die in der Zwischenzeit durchgefiihrt wurden (Anderle et al., 2007).
Diese Fiitterungen resultierten im Fall der c/loN2- und cloNI-Defektmutante in der
Bildung von Novclobiocin 109, das strukturell auf Clorobiocin beruht, jedoch durch die
Abwesenheit der Methylgruppe an der Pyrrol-2-carbonsdure charakterisiert ist. Dies
deutet stark darauf hin, dass die Methylierung durch CloN6 nicht nach dem Acyltransfer
auf Novclobiocin 104 stattfindet (Abb. IV.1). Eine weitere Bestitigung dieser Theorie
erfolgte bei diesen Untersuchungen durch den Nachweis von 5-Methylpyrrol-2-
carbonsdure, die nur im Extrakt von S. coelicolor (clo-BG1) nachgewiesen werden
konnte (Anderle et al., 2007).

Somit deutet alles darauf hin, dass die Methylierung durch CloN6 wahrscheinlich bei
der Ubertragung auf den Desoxyzucker stattfindet und damit ein Komplex der Enzyme
CIloN1/CloN6/CloN7 notwendig ist (Abb. IV.1).

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden keine weiteren Versuche zur Uberexpression und
Identifizierung von CloN6 durchgefiihrt, da bei einer biochemischen Charakterisierung

der Methylierungsreaktion sowohl die Proteine CloN6 und CloN7, als auch das
Substrat, Pyrrolyl-2-carboxyl-S-CIloN1, vorhanden sein miissen (Abb. IV.1).
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Abbildung IV.1: Hypothetisches Schema zur Ubertragung und Methylierung der Pyrrol-2-carbonséure in
der Biosynthese von Clorobiocin.
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2. Herstellung neuer Aminocoumarine
2.1  Herstellung von Novobiocin-Analoga

2.1.1  Herstellung neuer Novobiocin-Analoga durch eine biochemische Methode

Von Galm et al. (2004a) wurden unterschiedliche Clorobiocin-Analoga hergestellt. In
weiteren Versuchen sollte nun eine Reihe von Novobiocin-Analoga hergestellt werden,
die dhnlich wie die Clorobiocin-Analoga, unterschiedliche Ring A-Analoga aufweisen.
Um diese Novobiocin-Analoga schnell und sauber herzustellen, wurde ein
biochemischer Ansatz gewdhlt. Dieser Ansatz vermeidet eine zeitintensive
Kultivierung, die Extraktion aus dem Medium und die aufwindige Reinigung, wie es
bei der Herstellung neuer Derivate mittels Mutasynthese der Fall ist (Galm et al.,
2004a). Dabei sollten verschiedene Ring A-Analoga mit Novenamin unter Einsatz von
verschiedenen Amidsynthetasen verkniipft werden und somit neue Novobiocin-Analoga
hergestellt werden. Die Amidsynthetasen NovL und CloL verkniipfen die 3-Amino-4,7-
dihydroxycoumarin Gruppe (Ring B) mit der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure (Ring
A), wihrend CouL zwei 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarin Gruppen mit der 3-
Methylpyrrol-2,4-dicarbonsdure verkniipft (Galm et al., 2004a; Schmutz et al., 2003b;
Steffensky et al., 2000a). NovL, CloL und CoulL weisen eine Homologie von 80-86%
auf Aminosdureebene auf, dennoch sind sie in ihrer Substratspezifitit sehr
unterschiedlich (Galm et al., 2004a). Dieser Unterschied in der Substratspezifitét sollte
zur Produktion neuer Novobiocin-Analoga genutzt werden.

O,_©O OH
7’ Novobiocin Novenamm
NH} |~.|H2

Abbildung IV.2: Strukturen von Novobiocin und Novenamin.

Um direkt das entsprechende Novobiocin-Analogon zu gewinnen, wurde Novenamin
statt 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarin (Ring B) als Substrat in der Reaktion eingesetzt
(Abb. 1V.2). Allerdings wurde in den Versuchen mit den verschiedenen
Amidsynthetasen, dem natiirlichen Substrat (Ring A) und Novenamin keine
Novobiocin-Bildung beobachtet. Dies kann man dadurch erklaren, dass das verwendete
Novenamin durch den substituierten Desoxyzucker deutlich grof3er ist als das natiirliche
Substrat 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarin. Auf Grund dieses Groenunterschieds zum
natiirlichen Substrat ist die Amidsynthetase nicht fahig, die Aminogruppe des
Novenamins mit der Carboxylgruppe der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure zu
verkniipfen.
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2.1.2  Herstellung von neuen Novobiocin-Analoga durch Mutasynthese

Da durch den biochemischen Ansatz keine neuen Novobiocin-Analoga produziert
werden konnten, sollten durch Mutasynthese Experimente in Anlehnung an die von
Galm et al. (2004a) hergestellten Clorobiocin-Analoga neue Novobiocin-Derivate
hergestellt werden. In der von Galm et al. (2004a) fiir die Herstellung von Clorobiocin-
Analoga erfolgreich genutzten Mutante des Clorobiocin-Produzenten war das Gen cloQ,
das fiir die Prenyltransferase codiert, durch Deletion inaktiviert worden.

In Anlehnung daran wurde im Novobiocin-Produzenten Streptomyces spheroides das
Gen novQ inaktiviert. Wie erwartet produzierte diese Mutante anschlieBend kein
Novobiocin mehr. Allerdings fiihrte die durchgefiihrte Kontrollfiitterung mit dem
natiirlichen ~ Substrat, der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure, nicht zur
Wiederherstellung der Produktion von Novobiocin, sondern zur Produktion des
Aglykons, der Novobiocinsdure (Abb. IV.3).

OH 4 o
N
Abbildung 1V.3: Struktur von Novobiocinsdure.
HO o~ o OH

CHs
Novobiocinsiure

Ein Problem dieser Inaktivierung konnte ein polarer Effekt der verwendeten
Apramycinkassette sein, der die Ablesung der nachfolgenden Gene der
Zuckerbiosynthese behindern. Deshalb wurde novQ im Cosmid nov-BG1 inaktiviert,
die verwendete Apramycinkassette wieder entfernt und heterolog in Streptomyces
coelicolor M512 exprimiert. Produktionsuntersuchen von Streptomyces coelicolor
M512 mit komplettem heterolog exprimiertem Novobiocin-Biosynthesegencluster
zeigten dhnliche Mengen an produziertem Novobiocin wie im natiirlichen Produzenten
Streptomyces spheroides (Eustaquio et al., 2005a). Jedoch fiihrte auch hier die
Fiitterung von Ring A nicht zur Wiederherstellung der Produktion von Novobiocin,
sondern zur Produktion von Novobiocinséure.

Damit konnte ein polarer Effekt der Apramycinkassette als Problem ausgeschlossen
werden. Eine genaue Analyse der betroffenen Bereiche in den Genclustern von
Novobiocin und Clorobiocin zeigte zwei Auffélligkeiten. Im Gencluster von
Clorobiocin befindet sich vor cloQ, das mit cloR tiberlappt, ein intergenetischer Bereich
von 1000 bp und nach c/oR von 829 bp. Im Gegensatz dazu befindet sich im Gencluster
von Novobiocin nur ein intergenetischer Bereich von 29 bp vor novQ. Nach novR
befindet sich kein intergenetischer Bereich. Die Gene novQ und novR, sowie novR/novS
und novV/novW iiberlappen sich. Die Uberlappung deutet auf ein ,translational
coupling® hin, das durch die Entfernung des Startcodons von novR nicht mehr
stattfinden kann. Oppenheim et al. berichtet iiber zwei verschiedene Modelle, die das
durch die Inaktivierung von novQ entstandene Problem beim ,translational coupling*
beschrieben (Oppenheim und Yanofsky, 1980). Beide setzten voraus, dass Gen 1, hier
novQ, mit Gen 2, hier novR, liberlappt und dass der Translationstartpunkt des zweiten
Gens in Abwesenheit der mRNA des ersten Gens nur ein schwacher Bindungs- und
Startpunkt fiir Ribosomen ist. Das erste Modell geht davon aus, dass durch das Fehlen
der mRNA des ersten Gens die restliche mRNA der folgenden Gene in einer
Konformation vorliegt, die eine effiziente Bindung des Ribosoms nicht erlaubt, da die
Sekundir- bzw. Tertidrstruktur verdndert ist. Beim zweiten Modell wird das zweite Gen
vom gleichen Ribosom bzw. einer Komponente des gleichen Ribosoms (z.B. 30S
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Untereinheit) translatiert wie das erste Gen. Nur wenn mRNA von diesem Gen vorliegt,
wird die mRNA des zweiten Gens und den folgenden Genen effizient translatiert.

Auch ein Problem wihrend der Transkription konnte ein Grund fiir das Fehlen des
Desoxyzuckers sein. Wenn innerhalb von novQ ein uns unbekannter Promotor liegt und
dieser durch die Inaktivierung von novQ entfernt wird, wiirden die folgenden Gene der
Zuckerbiosynthese nicht mehr transkribiert werden.

Sowohl Probleme wihrend des ,,translational couplings* als auch ein Problem wéhrend
der Transkription wiirden den Ausfall der Gene der Zuckerbiosynthese erkldren. Um
diese Theorien zu priifen, wurden zwei weitere Inaktivierungen von novQ durchgefiihrt.
Dabei wurde novQ mittels eines Frameshifts inaktiviert, welche einen eventuell
vorhandenen Promotor nicht beeintrachtigen sollte. Bei der zweiten Inaktivierung wurde
novQ wieder entfernt, dhnlich wie es schon bei der vorangegangenen Inaktivierung
gemacht wurde, jedoch wurden zwei Codons am Ende von novQ erhalten, um ein
eventuell vorliegendes ,translational coupling zu erméglichen. Nach Kultivierung,
Fiitterung mit dem natiirlichen Substrat und Analyse der Sekundéirstoffe zeigte sich
jedoch, dass beide Mutanten nicht fahig waren, Novobiocin zu produzieren. Bei beiden
Fiitterungen wurde wieder das Aglykon Novobiocinsdure gebildet. Es konnte somit
keine Aussage getroffen werden, ob bei der Inaktivierung von novQ ein Problem der
Transkription oder der Translation hervorgerufen wurde. Weitere Untersuchungen zur
Bildung der RNA und der Proteine der Gene der Zuckerbiosynthese konnte hier néhere
Informationen bringen.

Somit konnte trotz umfangreicher Experimente die Wiederherstellung der
Novobiocinproduktion nach Zufiitterung von Ring A nicht erreicht werden. Damit ist
auch die Herstellung von neuen Novobiocin-Derivaten gescheitert.

2.2 Herstellung von Clorobiocin-Derivaten und Hybrid-Aminocoumarin-
Antibiotika

In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Mutasynthese ein wichtiges
Instrument zur Herstellung neuer Aminocoumarin-Antibiotika ist (Galm et al., 2004a).
Diese Methode war jedoch limitiert durch die Substratspezifitit der Amidsynthetase
CloL, welche die gefiitterten Ring A-Analoga mit der Aminocoumarin-Gruppe
verkniipft. Deshalb konnte nur eine begrenzte Auswahl an Ring A-Analoga erfolgreich
fiir diese mutasynthetische Herstellung neuer Aminocoumarine benutzt werden.

Durch die Expression der Amidsynthetasen SimL und CouL, welche andere Substrate in
ihrem natiirlichen Biosyntheseweg nutzen, konnten eine Reihe von neuen
Aminocoumarin-Antibiotika hergestellt werden, die nicht durch den bisher genutzten
Stamm gewonnen werden konnten. Somit konnte die Limitierung durch die Nutzung der
natiirlichen Vielfalt der Biosynthesegene und Enzyme von unterschiedlichen Stémmen,
die strukturell verwandte Antibiotika produzieren, aufgehoben werden.

In den fritheren Fiitterungsexperimente wurde eine Mutante des Clorobiocin-
Produzenten Streptomyces roseochromogenes DS 12.976 verwendet (Galm et al.,
2004a). Zur Produktion der neuen Clorobiocin-Derivate wurde jedoch ein heterologer
Produzentenstamm mittels stabiler Integration eines modifizierten Novobiocin- bzw.
Clorobiocin-Clusters in das Genom von Streptomyces coelicolor M512 hergestellt. Die
genetische Manipulation von Biosynthesegenclustern mittel A RED-vermittelter
Rekombination (Gust et al., 2003) und der anschlieBenden heterologen Expression von
diesen Clustern in z.B. dem vollsequenzierten Genom von Streptomyces coelicolor
(Bentley et al.,, 2002) vergroBert die Moglichkeiten, Cluster und Stdmme fiir
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mutasynthetische Experimente zu konstruieren. Es ist spekulativ, ob durch Mutagenese
oder direkte Evolution der Amidsynthetasen nochmals der Bereich der durch
Mutasynthese hergestellten Aminocoumarin-Antibiotika erweitert werden kann.

Wie in den in Kapitel 111.2.3 und II1.2.4 beschrieben wurde, konnte die Struktur der
substituierten Benzoesdure Gruppe durch das gefiitterte Ring A-Analogon gewéhlt
werden, auBBerdem wurde die Struktur der substituierten Aminocoumarin-Gruppe und
des substituierten Desoxyzuckers durch die Wahl des passenden konstruierten
Produzentenstamm bestimmt.

Zweifelsfrei ist es verlockend, die Anzahl der Strukturen der Antibiotika, die durch eine
begrenzte Anzahl von mutasynthetischen Fiitterungsexperimente bisher zugénglich sind,
zu erhohen. Eine Moglichkeit die Vielfalt an Produkten zu erhéhen, ist zuerst eine
groBBere Charge eines gewdhlten substituierten Aminocoumarin, das mit einem extern
zugefiitterten Ring A-Analogon verkniipft wurde, herzustellen und dann weitere
Aliquots dieser ersten Charge zu einer Reihe anderer gentechnisch verdnderte Stimme
zu fiittern, die verschiedene substituierte Desoxyzucker an diese Gruppe anbringen.
Durch die zweistufigen Fiitterungen konnte bewiesen werden, dass eine solche Strategie
tatsidchlich erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Die Verwendung von zwei
heterologen Expressionsstimmen mit passend verdnderten Novobiocin- bzw.
Clorobiocin-Cluster fiihrte zu ,,hybrid* Antibiotika, welche das Substitutionsmuster von
Novobiocin in der Aminocoumarin-Gruppe und das Substitutionsmuster von
Clorobiocin im Desoxyzucker aufwiesen, wihrend die Struktur des Ring A-Analogons
durch die Fiitterung des entsprechenden Derivates gewéhlt werden konnte. Diese
zweistufige Strategie konnte einfach mit der Expression einer anderen Amidsynthetase
in der ersten Stufe kombiniert werden, wodurch wiederum der Bereich der zugédnglichen
Strukturen erweitert wurde. Da keine Reinigung zwischen der ersten und zweiten Stufe
notwendig ist, ist diese Methode sehr bequem. Jedoch sind die Gesamtausbeuten dieser
Methode geringer als die Ausbeuten der einstufigen Fiitterungen. Nach der Fiitterung
von 10 mg eines Ring A-Analogons konnten mittels der einstufigen Methode etwa 4 mg
eines Aminocoumarin-Antibiotikums gewonnen werden. Bei der zweistufigen Methode
waren es nur 1,2 mg.

Durch die Expression einer anderen Amidsynthetase konnte die Limitierung durch die
Substratspezifititen von CloL oder NovL aufgehoben werden. Jedoch wurde eine
weitere Limitierung innerhalb der zweistufigen Fiitterungen beobachtet, welche durch
die Substratspezifitit der 8'-C-Methyltransferase NovO resultiert (Pacholec et al.,
2005¢). Besonders wenn Ring A-Analoga mit polaren Seitenketten gefiittert wurden,
war die Methylierung der produzierten Aminocoumarine ineffizient. Es bleibt
abzuwarten, ob dieses Problem geldst werden kann, z.B. durch die Expression einer
anderen Methyltransferase, wie CouO aus der Coumermycinbiosynthese (Li et al.,
2002).

Wenn 8 -unsubstituierte Novobiocinsdure Analoga an den zweiten Stamm gefiittert
wurden, welcher die aktive Halogenase Clo-hal der Clorobiocinbiosynthese enthielt,
wurden an Position 8" halogenierte Produkte beobachtet. Diese Beobachtung unterstiitzt
die Hypothese von Pacholec et al. (Pacholec et al., 2005c), welche besagt, dass 8'-
Desmethylnovobiocinsdure das natiirliche Substrat von Clo-hal sein konnte, obwohl
bisher eine biochemische Untersuchung von Clo-hal noch fehlt. 8" halogenierte
Produkte werden nicht vom Stamm S. coelicolor (nov-CA7) gebildet, der fiir die erste
Stufe der zweistufigen mutasynthetischen Experimenten benutzt wurde, noch produziert
S. coelicolor (clo-CAS5) nach Zufiitterung von Ring A oder Ring A-Analoga
halogenierte Produkte.

Diese Experimente zeigen, dass die Effizienz und Vielseitigkeit von Mutasynthese
Experimenten durch die Nutzung von Ergebnissen aus dem Bereich der funktionellen

128



IV Diskussion

Genomanalyse, speziell im Bereich der Antibiotikabiosynthese, und durch die
Herstellung von passend modifizierten bakteriellen Produzentenstimmen signifikant
gesteigert werden kann

2.2.1 Neue ,,natiirliche* Derivate auf Basis von 4-Hydroxyzimtsiure

Bei der Herstellung von neuen Clorobiocin-Derivaten wurden, neben den erwarteten
Produkten, weitere drei neue Aminocoumarinantibiotika beobachtet, die
erstaunlicherweise auch ohne Zufiitterung von Ring A-Analoga gebildet wurden. Nach
Isolierung und anschlieBender Strukturaufklirung zeigte sich, dass es sich hierbei um
Clorobiocin-Analoga handelte, die substituierte Coumarsidure Derivate anstatt der
prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure trugen, die in der Anwesenheit von aktivem CloQ
gebildet wird. Diese drei neuen Aminocoumarin-Antibiotika wurden bisher in der
Literatur nicht beschrieben.

Die neuen Derivate wurden in Extrakten der cloQ-Defektmutante S. coelicolor (clo-
CAS5) mit dem Plasmid pMS91 bzw. mit dem Plasmid pSH2, das das Amidsynthetase-
Gen coul. bzw. simL enthdlt, beobachtet, jedoch nicht im Extrakt der bisher
verwendeten cloQ-Defektmutante S. roseochromogenes QDCO661. Das ist in
Ubereinstimmung mit den Substratspezifititen von CloL, CouL und SimL, die zeigten,
dass substituierte p-Coumarsduren von CoulL und SimL akzeptiert werden konnen,
jedoch nicht von CloL. Die Tatsache, dass solche substituierte p-Coumarsdure-Derivate
von S. coelicolor (clo-CAS5) gebildet wurde, war eine Uberraschung, da die Biosynthese
von Clorobiocin detailliert untersucht wurde (Li und Heide, 2006), und sie keine p-
Coumarsdure-Derivate als Vorstufen aufweist. Auch wurden solche Derivate noch nicht
als Produkte von Streptomyces coelicolor beschrieben.

Coumarséure-Derivate gehdren zu den am meisten vorkommenden Biomolekiilen der
Erde, denn sie bilden das Lignin der Pflanzen. In Actinomyceten jedoch sind diese
Derivate sehr selten. Vor kurzem wurde berichtet, dass auch einige Actinomyceten
Phenylalanin-Ammonium-Lyasen (PAL) und Tyrosin-Ammonium-Lyasen (TAL) fiir
die Biosynthese von Zimtsdure- und Coumarsédure-Derivate beinhalten (Berner et al.,
2006; Moore et al., 2002). Jedoch wurden bisher weder im Biosynthesegencluster von
Clorobiocin noch im komplett sequenzierten Genom von S. coelicolor (Bentley et al.,
2002) PAL oder TAL Gene beschrieben. Durch eine Blast-Analyse konnte jedoch ein
Gen, SCO4932, im Genom von S. coelicolor gefunden werden, dass 32% Identitédt zur
Tyrosin-Ammonium-Lyase Sam8 von Saccharothrix espanaensis (Berner et al., 2006)
aufweist. SCO4932 ist im Moment annotiert als Histidin-ammonium-Lyase. Es besteht
die Moglichkeit, dass SCO4932 in der Bildung der beobachteten Coumarséure-
Derivaten beteiligt ist.

Interessanterweise wurden auch halogenierte Derivate detektiert, die durch
Halogenierung an Position 3 von p-Coumarsdure bzw. Tyrosin resultieren. Die
Halogenase Clo-hal des Clorobiocinclusters kann in diese Halogenierung involviert
sein. Bisher ist unklar, welches Substrat Clo-hal bevorzugt. Jedoch ist auch im Genom
von S. coelicolor die Halogenase SCO1275 enthalten, die hohe Ahnlichkeit mit FAD-
abhingigen Halogenasen zeigt (van Pée, 2001).

Die gebildeten Produkte wurden in geringen Mengen auch im Extrakt von ungefiitterten
Mutanten beobachtet. Jedoch sind die Ausbeuten hdoher, wenn Ring A-Analoga
zugefiittert wurden, was auf eine Induktion von Enzymen der Clorobiocinbiosynthese
hindeutet.
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Die Identifizierung von drei neuen Aminocoumarinantibiotika zeigt, dass bei
Mutasynthese Experimenten auch die Bildung von nicht erwarteten Derivaten auftreten
kann. Deshalb sollten Produktionskontrollen von solchen Mutasynthese Experimenten
nicht nur auf Basis von Bioassays durchgefiihrt werden, sondern zusitzlich eine
chemische Analyse der Produkte erfolgen.

3. Bioaktivitiaten der neuen Derivate

27 neue und 4 schon bekannte Aminocoumarin-Antibiotika, die durch Mutasynthese
Experimente erhalten wurden, wurden auf ihre Bioaktivititen untersucht. Dabei wurde
die DNA-gyraseinhibitorische Aktivitit und ATPase Hemmung bestimmt und diese
Werte mit errechneten Werten verglichen wurden. Des Weiteren wurden von den
aktivsten Substanzen MIC-Werte gegen eine Auswahl von klinisch relevanten
bakteriellen Teststimmen bestimmt. Um ein vollstdndiges Profil der Substanzen zu
erhalten, wurden auch die toxischen FEigenschaften gegen eukaryontische Zellen
untersucht.

Als erstes wurde jedoch der Wirkungsmechanismus der neuen Substanzen mittels
Reporter-Gene-Assay  bestimmt.  Reporter-Gene-Fusionen wurden schon in
verschiedenen Bereichen erfolgreich benutzt, um Expressionen von Genen in
Mikroorganismen zu untersuchen (Silhavy, 2000). Als Reportergene fiir die
Untersuchung in prokaryontischen und eukaryontischen Zellen werden vor allem die
Luciferasegene benutzt, da dies ein einfacher Ansatz fiir die Detektion darstellt (Hakkila
et al., 2002). Kiirzlich wurden die Gene luxCDABE von Photorhabdus luminescens als
Reportergene fiir E. coli beschrieben (Van Dyk et al., 2001), welche es ermoglichen, die
Lichtemission ohne Zelllyse und Substratzugabe zu messen (Meighen, 1991). Zur
Bestimmung der Wirkmechanismen der neuen Derivate wurde der sul/4- und der gyr4-
Promotor benutzt. Es konnte beobachtet werden, dass diese Promotoren durch alle
aktiven neuen Substanzen als auch von Novobiocin und Clorobiocin induziert wurden.
Interessanterweise wurde auch der gyr4-Promotor durch die Anwesenheit eines aktiven
Aminocoumarin-Antibiotikums induziert, obwohl nachgewiesen wurde, dass die
Aminocoumarine an der B-Untereinheit der bakteriellen Gyrase angreifen (Maxwell,
1999), was auf einen komplexeren Wirkmechanismus hindeutet.

In einem weiteren Schritt in Richtung Charakterisierung der Derivate wurden die
inhibitorischen Eigenschaften im Bezug auf die Hemmung der ATPase-Aktivitit bzw.
der Hemmung der bakteriellen Gyrase untersucht.

Der ATPase-Assay beruht auf einer bereits publizierten Methode (Rowlands et al.,
2004). Allerdings wurde anstatt dem beschriebenen Hsp90 Protein GyrB benutzt und
auch der Reaktionspuffer dementsprechend angeglichen. Die Hemmung der bakteriellen
Gyrase wurde mittels Triplex-Assay bestimmt (Maxwell et al., 2006).

Bei beiden Testverfahren war Clorobiocin deutlich aktiver als Novobiocin. In
Ubereinstimmung mit Hooper et al. (1982) und Galm et al. (2004b) zeigten Derivate
ohne 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe keine nennenswerte Hemmung der
bakteriellen Gyrase. Interessanterweise zeigten Derivate mit Benzoesdure bzw.
Zimtsdure auch hohe Aktivitdten im Bereich von Clorobiocin, was deutlich macht, dass
die Struktur von Ring A deutlich verdndert werden kann, ohne gréfere Verluste im
Bereich der gyrasehemmenden Aktivitdt in Kauf nehmen zu miissen.
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In einem weiteren Ansatz wurden die erhaltenen ICsp-Werte aus dem ATPase- bzw.
Triplex-Assay mit errechneten Bindungsenergien zur E. coli Gyrase B-Untereinheit
verglichen. Durch ein zuverldssiges Modell konnte schon vor der Synthese bzw. vor
dem Mutasynthese Experiment eine Voraussage iiber die Aktivitit des Produktes
gegeben werden. Ungliicklicherweise zeigte der Vergleich der experimentell erhaltenen
Werte mit den errechneten Werten nur eine geringe Korrelation. Ein Problem stellte die
geringe Differenz der experimentell bestimmten ICso-Werte dar. Solche kleinen
Differenzen sind typischerweise sehr schwer mit computergestiitzten Methoden zu
16sen.

Ein weiterer Schritt zur Vervollstandigung der Profile der identifizierten Derivate war
die Bestimmung der MIC-Werte. Derivate, die nur minimale strukturelle
Verianderungen zum natiirlichen Ring A aufwiesen, zeigten die hochsten Aktivititen
gegen Staphylokokken. Interessanterweise zeigten die Produkte Novclobiocin 217 und
225, die an Position 8" des Aminocoumarin-Rings eine Methylgruppe tragen, die
gleichen antibakteriellen Aktivititen gegen Staphylococcus aureus ATCC 29213 wie
die von Galm et al. hergestellten, fast identischen Derivate Novclobiocin 211 und 221,
die an dieser Position ein Chloratom tragen (Galm et al., 2004b). Diese Position scheint
also nicht ausschlaggebend fiir antibakterielle Aktivitt zu sein.

Es zeigte sich, dass keines der getesteten Derivate eine ausreichende Aktivitit gegen
Gram-negative Bakterien besitzt. Die Ursache dafiir liegt wohl in der Aufnahme der
Derivate in die bakterielle Zelle (el Falaha et al., 1983). Die Ausnahme bilden die
Stimme E. coli DC2, der sensitiv gegen Clorobiocin und Novobiocin sowie, in
geringerem Umfang, auch gegen Novclobiocin 217, 225 und 371 reagierte, und P.
aeruginosa K799/61, der sensitiv gegen Clorobiocin, Novobiocin, Novclobiocin 217
und 225 reagierte. Diese Sensitivitit resultiert bei diesen Stimmen aus einer
hyperpermeablen Membran (Angus et al., 1987; Rocque et al., 1988). Diese Ergebnisse
bestitigen die Beobachtungen von Galm et a/ (2004a).

Interessanterweise zeigte Novclobiocin 701, das als Ring A-Analog Zimtsdure tragt und
sowohl im ATPase- als auch im Triplex-Assay eine gute gyrasechemmende Aktivitét
zeigte, bei der Bestimmung der MIC-Werte keine besondere Aktivitit. Dies deutet auf
ein Problem bei der Aufnahme des Derivats hin.

Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Entwicklung von neuen Substanzen zur
Anwendung am Menschen ist ihre Toxizitdt gegen eukaryontische Zellen. Einerseits
sollten neue Aminocoumarine, die als Antibiotika eingesetzt werden sollen, eine geringe
Toxizitdt aufweisen. Andererseits wird in neuerer Zeit immer mehr der Einsatz der
Aminocoumarine als Zytostatika untersucht, was eine hohere Toxizitdt der Derivate
gegen cukaryontische Zellen erfordert. Aufgrund dieser gespaltenen Sichtweise spielt
die Toxizitdt gegen eukaryontische Zellen eine zentrale Rolle bei der Charakterisierung
von neuen Aminocoumarinen. Denn auch Aminocoumarine mit schwacher Hemmung
der bakteriellen Gyrase und schwacher antibakterieller Aktivitit konnten als
Zytostatikum interessant sein.

Novobiocin war bei diesen Untersuchungen das untoxischste Derivat. Clorobiocin war
im Vergleich dazu mindestens 4-mal toxischer. Dies konnte ein Grund sein, dass
Novobiocin aber nicht Clorobiocin als Antibiotikum eine Zulassung besitzt, obwohl
Clorobiocin eine deutlich bessere antibakterielle Aktivitit besitzt. Fiir neue Derivate, die
ein Zimtsdure-Derivat bzw. Benzoesdure als Ring A-Analogon aufwiesen, wurde im
Allgemeinen eine niedrigere Toxizitét beobachtet als fiir Derivate mit Alkyl-Seitenkette
am Ring A Analogon, welche ECso-Werte im Bereich von Clorobiocin aufwiesen. Die
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Ergebnisse der neuen Aminocoumarine zeigen, dass das Ring A-Analogon einen groflen
Effekt auf die Toxizitdt gegen eukaryontische Zellen ausiibt.

Durch die umfassende Testung der Derivate konnte gezeigt werden, dass der Ring A
eine wichtige Rolle im Bezug auf die Gyrasehemmung, antibakterielle Aktivitét und der
Toxizitdt gegen eukaryontische Zellen spielt. Des Weiteren wurde demonstriert, wie
wichtig es ist, nicht nur eine Eigenschaft eines neuen Derivates zu testen, sondern dass
es notwendig ist, Profile anzufertigen, die ein besseres Verstindnis der Eigenschaften
eines neuen Derivates ermoglichen. Nur durch solche Profile wird es mdglich sein, neue
Derivate fiir eine Weiterentwicklung auszuwéhlen, um eine Anwendung am Menschen
zu ermdglichen.
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V Zusammenfassung

Die Aminocoumarin-Antibiotika Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; sind
potente Hemmer der bakteriellen Gyrase. Bisher blieb allerdings die klinische
Anwendung auf Grund der schlechten Wasserloslichkeit, ihrer geringen Aktivitit gegen
Gram-negative Bakterien sowie ihrer relativ hohen Toxizitdt gegeniiber eukaryontischen
Zellen eingeschrinkt. Auch ihr potentieller Einsatz als Zytostatika wird diskutiert und
untersucht. Um die bisherigen Einschrinkungen der Anwendung als Antibiotikum zu
tiberwinden und die Anwendung als Zytostatika zu untersuchen, ist es notwendig, neue,
strukturell modifizierte Aminocoumarine herzustellen und deren Eigenschaften zu
untersuchen.

Clorobiocin tridgt am Desoxyzucker eine 5-Methylpyrrol-2-carbonséure-Gruppe, die
essentiell fir die Hemmung der bakteriellen Gyrase ist. Die Biosynthese dieser
wichtigen Einheit des Molekiils wurde in fritheren Arbeiten durch Inaktivierungen und
biochemischen Untersuchungen der Gene cloNI-N7 (bzw. couNI-N7) aufgeklart. Das
Gen cloN6 codiert fiir die Methyltransferase, welche die Methylgruppe auf die Position
5 der Pyrrol-2-carbonsdure iibertrdgt. Seine Sequenz wies unter anderem ein putatives
Eisen-Schwefel-Cluster und eine putative Cobalamin-Bindungstelle auf. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte versucht werden, die Methyltransferase CloN6 biochemisch zu
untersuchen. Dazu wurde das Gen c/oN6 in verschiedene Expressionsvektoren kloniert
und es wurden  Expressionsversuche  durchgefiihrt. Bei  fiinf  dieser
Expressionskonstrukte konnte nach Expression eine iiberexprimierte Proteinbande
beobachtet werden, die allerdings eine geringere als die erwartete Gro3e aufwies. Durch
tryptischen Verdau und LC-MS-Analyse wurde das exprimierte Protein als das gesuchte
CloN6 Protein identifiziert, dem allerdings bis zu 67 Aminosduren N-terminal fehlten.
Auch durch das Einbringen eines N-terminalen (His)s-Tags vor das Gen cloN6 konnte
das vollstdndige Protein nicht gewonnen werden.

Da nach neueren Erkenntnissen fiir die Methylierung der Pyrrol-2-carbonsiure-Gruppe
ein Proteinkomplex der Proteine CloN1, CloN6 und CloN7 notwenig ist und das
Substrat der Reaktion, Pyrrolyl-2-carboxyl-S-CloN1, nicht zu Verfligung steht, wurde
das Projekt an dieser Stelle beendet.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Herstellung neuer Aminocoumarine. Die
Aminocoumarine Novobiocin und Clorobiocin enthalten eine prenylierte 4-
Hydroxybenzoesdure (Ring A), die durch die Amidsynthetasen NovL bzw. CloL mit
dem 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarin verkniipft werden. Diese Amidsynthetasen sowie
die Amidsynthetase Coul aus dem Coumermycin-Cluster und SimL aus dem
Simocyclinon-Cluster wurden schon in fritheren Arbeiten iiberexprimiert und
charakterisiert. Auf Grund dieser Untersuchungen sollten nun neue Novobiocin- und
Clorobiocin-Derivate  hergestellt ~werden, die statt der prenylierten 4-
Hydroxybenzoesdure (Ring A) ein Analogon dieser Einheit tragen. AuBlerdem sollten
Hybrid-Aminocoumarine hergestellt werden, die Strukturmerkmale von Clorobiocin
und Novobiocin aufweisen und ebenfalls Analoga der prenylierten 4-
Hydroxybenzoeséure tragen.

Bei der Herstellung von Novobiocin-Analoga wurde zunédchst eine enzymatische
Herstellung angestrebt. Dazu wurde Novenamin synthetisiert, das aus dem
substituierten Desoxyzucker und dem 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarin-Ring besteht.
Um die Akzeptanz des Novenamins in Amidsynthetase-Assays zu testen, wurde es
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zusammen mit der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure (=Ring A) in Amidsynthetase-
Assays eingesetzt. Jedoch konnte bei keiner der eingesetzten Amidsynthetasen eine
Produktbildung beobachtet werden. Novenamin wurde im Assay nicht als Substrat
akzeptiert.

Um durch Mutasynthese neue Novobiocin-Derivate herzustellen, wurden auch
verschiedene  novQ-Defektmutanten  hergestellt, die keine prenylierte 4-
Hydroxybenzoesdure mehr herstellen konnten. novQ wurde dabei sowohl in
Streptomyces  spheroides als auch in einem Cosmid, das das gesamte
Biosynthesegencluster von Novobiocin enthielt, auf verschiedene Weisen inaktiviert.
Anschliefend wurden die modifizierten Cosmide in Streptomyces coelicolor M512
heterolog exprimiert. Jedoch trat bei allen diesen Inaktivierungen eine Beeintrichtigung
der Zuckerbiosynthese auf, wodurch nach Zufiitterung von Ring A nur Produkte ohne
Desoxyzucker resultierten. Somit wurden durch diese Methode keinen neuen
Novobiocin-Derivate gewonnen.

Erfolgreiche Mutasynthese-Versuche gelangen schlielich mit neuartigen, genetisch
modifizierten Stimmen mit cloQ-defektem Clorobiocincluster.

Zur Herstellung neuer Clorobiocin-Derivate wurde bisher eine Mutante von
Streptomyces roseochromogenes benutzt, die die prenylierte 4-Hydroxybenzoesdure (=
Ring A) nicht synthetisieren kann. Durch Fiitterung von Ring A-Analoga zu dieser
Mutante konnten von Galm et al. neue Clorobiocin-Derivate gewonnen werden (Galm
et al., 2004a). Diese Methode war allerdings limitiert durch die Substratspezifitit der
Amidsynthetase CloL. Durch das Herstellen eines heterologen Clorobiocin-
Produzenten, in dem die Biosynthese der prenylierten 4-Hydroxybenzoesdure blockiert
war und zusitzlich das Gen fiir die Amidsynthetase cloL inaktiviert wurde, war es
moglich die fremde Amidsynthetase coul aus dem Coumermycin-Cluster bzw. simL
aus dem Simocyclinon-Cluster einzubringen. AnschlieBend wurden 8 Ring A-Analoga
gefiittert, die nicht von der natiirlichen Amidsynthetase CloL akzeptiert wurden. Durch
diese Methode war es moglich, 11 neue Clorobiocin-Derivate préparativ zu isolieren,
die mittels '"H NMR und ESI-MS identifiziert wurden. Des Weiteren wurden drei
Substanzen priparativ isoliert, die nicht durch die Zufiitterung entstanden waren. Diese
Derivate wurden als Clorobiocin-Derivate identifiziert, die statt der prenylierten 4-
Hydroxybenzoesédure eine Ferulasdure im Fall von Ferulobiocin bzw. eine 3-Chloro-4-
hydroxyzimtsdure bei 3-Chlorocoumarobiocin und 8 -Dechloro-3-chlorocoumarobiocin
trugen.

Um Hybrid-Aminocoumarine herzustellen, wurde eine weitere, neue Methode
entwickelt. Hybrid-Aminocoumarine beinhalten strukturelle Merkmale des Novobiocins
und Clorobiocins. Diese Derivate sollten ebenfalls einen modifizierten Ring A
aufweisen. Dazu wurde eine Mutante des Novobiocin-Produzenten, die nur die 3-
Amino-4,7-dihydroxycoumarin-Gruppe produzierte, mit verschiedenen Ring A-Analoga
gefiittert, von denen bekannt war, dass sie von NovL akzeptiert werden. Die
resultierenden Aglyka wurden anschlieBend an eine Mutante des Clorobiocin-
Produzenten gefiittert, die ebenfalls inaktiv in der Biosynthese der prenylierten 4-
Hydroxybenzoesdure (Ring A) sowie im Amidsynthetase-Gen cloL war und die die
Aglyka mit dem Desoxyzucker verkniipfte.

Diese Methode wurde anschlieBend durch das Einbringen der Amidsynthetase-Gene
coul bzw. simL in die Novobiocin-Mutante erweitert. Dadurch war es mdglich,
zusitzlich zu den von NovL akzeptierten Ring A-Analoga, Ring A-Analoga zu fiittern,
die von CouL oder SimL akzeptiert werden. Auch diese resultierenden Aglyka wurden
in einem zweiten Schritt an die Mutante des Clorobiocin-Produzenten gefiittert.
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Die neu entstanden Hybrid-Aminocoumarine, die am Aminocoumarin-Ring eine
Methylgruppe des Novobiocins und am Desoxyzucker die 5-Methylpyrrol-2-
carbonsdure-Gruppe des Clorobiocins aufwiesen, wurden préparativ isoliert und mittels
'H NMR und ESI-MS identifiziert. Durch die Fiitterung von 11 Ring A-Analoga
wurden 19 neue Aminocoumarine gewonnen.

Die neuen Derivate wurden auf ihre gyrasehemmende Aktivitdt, ihre antimikrobielle
Aktivitdit  gegeniliber = verschiedenen = Gram-positiven und  Gram-negativen
Mikroorganismen und auf ihre Toxizitit gegen eukaryontische Zellen untersucht.
AuBerdem wurde der Wirkungsmechanismus analysiert. Dieser wurde durch Reporter-
Gene-Assays untersucht. Alle getesteten Derivate wiesen dabei, wie erwartet, den
gleichen Effekt auf die Lichtemission und das Zellwachstum auf. Nur Derivate, die
keine 5-Methylpyrrol-2-carbonsdure-Gruppe am Desoxyzucker trugen, zeigten keinen
Einfluss auf die Lichtemission und das Wachstum der Bakterien.

Die gyrasehemmende Aktivitdit wurde sowohl mittels ATPase-Assay als auch mittels
Triplex-Assay untersucht. Interessanterweise zeigten erste Untersuchungen, dass auch
Derivate, die keine Seitenkette am Ring A-Analogon aufweisen, eine gute Hemmung
der bakteriellen Gyrase verursachen. Dies demonstriert, dass das verwendete Ring A-
Analogon sehr variable gewdhlt werden kann ohne das groBe Verluste in der
Gyrasehemmung zu befiirchten sind.

Im Gegensatz dazu war bei der Bestimmung der minimal inhibitorischen Konzentration
(MIC) der Derivate, die keine Seitenkette am Ring A-Analog aufwiesen, keine
besonders hohe Aktivitit gegen einer der getesteten Stimme zu beobachten. Dagegen
zeigten Derivate, die an der 4-Hydroxybenzoesdure eine Alkylgruppe tragen und damit
der natiirlichen Struktur des genuinen Ring A sehr dhnlich sind, Aktivitidten im Bereich
zwischen Novobiocin und Clorobiocin.

In einem weiteren Schritt wurde die Toxizitét der Derivate gegen eukaryontische Zellen
bestimmt. Es zeigte sich, dass Novobiocin von allen getesteten Derivaten, die
untoxischste Substanz war. Clorobiocin war dagegen deutlich toxischer. Bei den neuen
Derivaten zeigten Derivate, die keine Seitenkette am Ring A aufwiesen, und Derivate,
die Zimtsaure-Derivate als Ring A trugen, eine geringe Toxizitit.

Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig es ist Derivate auf verschiedene Weisen zu testen.
Aminocoumarine mit geringer Toxizitdt und einer guten Gyrasehemmung ermoglichen
eine Anwendung als Antibiotika. Dagegen konnten Aminocoumarine mit hoher
Toxizitét und geringer Gyrasehemmung potentielle Zytostatika darstellen.
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VII Anhang

1. Tryptischer Verdau und LC-MS-Analyse des exprimierten
CloN6-Fragmentes

Tabelle VII.1: Ergebnisse der MS-Analyse des mit Trypsin verdauten Proteins der GroBe ~60 kDa der
Expression von pCA7 in E. coli XL1Blue MRF".

delt\?[l;tsl::te M; (berechnet) Stl:::'iitljl(l)ll:le Peptide
980,57 979,56 68-75 HPDLDVER
2036,25 2035,24 175-192 VETTGFSHKPATDYNNVR
1691,00 1690,00 281-294 MHTYLDAVHDLGYR
1713,97 1712,97 338-351 GTYTMAEMEEWIPR
1860,14 1859,13 359-373 GVMIWFFIGMPYQDR
1333,79 1332,79 378-388 DTVTYSEHLIR
1292,76 1291,75 433-442 QAMVEPLWYR
1379,8 1378,8 455-466 GIQDVSYEAIER
1540,94 1539,93 495-508 LLAEMDHALSLDGR
1636,95 1635,94 543-555 WFDDVTVPEEMIR

Tabelle VIL.2: N-terminal fehlende Fragmente in der MS-Analyse des exprimierten Proteins der Grofie
~60 kDa der Expression von pCA7 in E. coli XL1Blue MRF".

Position

M; (berechnet) Start-Ende Peptide
1595,80 1-13 MFLLHAPSVYDFR
3574,70 16-46 DDILFAYLSDSDSVNVTSVYEMYPIGWEFSIK
2402,18 47-67 QQLADHDFDCQIVNIASLMLK
ESI-MS Spektrum
R e R
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VII Anhang

2.  Nomenklatur der Novclobiocine
Ring A Analoga NC/NCA®
Wessjohann bzw. . . Publikation/ | Publikation/ Tpstung
N Chemische Bezeichnung | .. . . ) (interne
Abkiirzung Dissertation | Dissertation .
Bezeichnung)
3,5-Dimethyl-PHB 3,5-Dimethyl-4- 200 201 22
hydroxybenzoeséure 202 23
203 24
204 25
XSG 079 3-Propyl-4- 210 217 16
hydroxybenzoeséure 218 17
219 18
219A -
MAD 610 3-Propenyl-4- 220 225 19
hydroxybenzoesdure 226 20
227 -
228 -
MAD 166 3-Isobutyrylamino-4- 240 241 21
hydroxybenzoesdure
MAD 167b 3-Ter-valerylam1r}o-4- 250 i
hydroxybenzoeséure
3-Chlor-PHB 3-Chlor-4- 270
hydroxybenzoesdure
MAD 379 3-Bromo-4- 280 281 -
hydroxybenzoeséure
3,5-Dibrom-PHB 3,5-Dibromo-4- 290
hydroxybenzoesdure
Vanillinsdure 3-Methoxy-4- 310 311 11
hydroxybenzoesédure 312 12
313 13
314 14
315 15
4-Methylthiobenzoe- 4-Methylthiobenzoe- 370 371 9
sdure séure 372 10
3-Methyl-4- 3-Methyl-4- 380 386 7
aminobenzoeséure aminobenzoesédure 387 8
4- 4-
Dimethylaminobenzoe- Dimethylaminobenzoes- 390
séure séure
3-Methylpyrrol-2,4- 3-Methylpyrrol-2,4-
) . . . 400
dicarbonsdure dicarbonsdure
3,5-Dimethylpyrrol-2,4- | 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-
: : . : 410
dicarbonsiure dicarbonsiure
4-Methylpyrrol-2,3- 4-Methylpyrrol-2,3-
) . . . 420
dicarbonsdure dicarbonsdure
. 3,5-Dimethylpyrrol-2,4-
3,5-Dimethylpyrrol-2,4- dicarbonsiure-4- 430

dicarbonsdure-4-ethylester

ethylester
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Ring A Analoga NC/NCA*
. . L o Testung
Wessjohann bzw. Chemische Publikation/ | Publikation/ .
Abkiirzung Bezeichnung Dissertation | Dissertation (11.1terne
Bezeichnung)
4-
PHB Hydroxybenzoesédure 500
Benzoeséure Benzoesédure 600 601 1
602 2
603 4
604 5
606 6
2,3-Dihydroxybenzoe- | 2,3-Dihydroxybenzoe- 610
sdure sdure
3,4-Dihydroxybenzoe- | 3,4-Dihydroxybenzoe- 620
sdure sdure
3,4- 3,4-
Dihydroxyphenylessig- | Dihydroxyphenylessig 630
séure séure
3-(3,4- 3(3.,4-
Dihydroxyphenyl)- Dihydroxyphenyl)- 640
propionsdure propionsdure
Zimtsdure Zimtsdure 700 701 26
702 27
703 28
704 29
705 -
p-Coumarsdure p-Coumarsdure 710
Kaffeesdure Kaffeesdure 720
Ferulasédure Ferulasédure 730 731 34
3-Chlor-4- 3-Chlor-4- 740 741 32
hydroxyzimtséure hydroxyzimtséure 742 33

¥ NC bzw. NCA: Novclobiocine bzw. Novclobiocinsduren
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3. 'H NMR-Spektren sowie '"H NMR-Daten der Produkte aus der
Novenaminherstellung

"H NMR Novenamin

W7 [ h-g?
j"“|_"r‘d| 108
K-8
1
|
H-A" h-2! ; ||
W3 B
| he'

Fa -1 SH
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'H NMR Ring A

:_-‘ ol
[} Ir r m\t-__h:c\l 1

Die in der Tabelle aufgefiihrten 'H NMR-Daten wurden in d4-Methanol bei 250 MHz
aufgenommen. Die chemische Verschiebung wurde in ppm angegeben. Das
Losungsmittelsignal von Methanol (3,30 ppm) wurde als Referenz verwendet.

8, Multiplizitit (J/Hz)

Position Novenamin acet. Novenamin Ring A
2-H - - 7,72.d (3,7)

5-H - - 6,76 d (8,3)

6-H - - 7,69 dd (2.,5; 7.,5)
7-H2 - - 3,30 d (7,5)

8-H - - 532br" t (7,4)
10-H3 - - 1,71 s

11-H3 - - 1,74 s

5"-H 7,77 d (8,8) 7,76 d (8,8) -

6'-H 7,14 d (8,8) 7,12.d (8,8) -

8'-H3 2.28s 2.29s -

1"-H 5,54d (2,5) 5,61d(2,5) -

2""-H 4,21t(2,7) 542° -

3"-H 5,32dd (2,5;7,5) 542° -

4""-H 3,75 d (5,0) 542° -

6""-H3 1,14 s 1,19s -

7""-H3 1,33 s 1,37 s -

8 '-OCH3 |3,55s 351s -

10"’-H3 - 2,145 -

“br = breites Signal
°Komplexe, iiberlappende Signale, J nicht bestimmbar.
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4. MS- und 'H NMR-Spektren sowie 'H NMR-Daten von

Novobiocinsaure

Die MS-Daten wurden mittels FAB-negativer Analyse gewonnen

"H NMR Novobiocinsiure

| | | .
/

LA I 2 Jh /| ATULA 4

-w}"n i\ v (" S W “-‘M'I‘J E.JAH

MS-Spektrum

/ L o

: fabneg23® (05-JUN-03 16:16:19)

Scans: 1>24
Anderle 272 negative Ionen 1!
5 - Client:
Base: 255,17 s: 160.01 > 1499.99 WPeaks: 1386
Peak: 1000.0 mmu Bity: 4677167 RIC: 45927388
Scan T @ 0.2) min (FAR -Q3IMS LMR UP LR} 4.7E+D
— 255.2
80+
60
40
3231
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437.1
339.2 410.3  143g.4  493.5
_JL AL 4 AI.
=) " ' Y Y v y T
200 300 400 500 600 700

Date: Thu Jun 5 16:18:53 2003 ICIS: 8.3.0 SP2 for OSF1 (V4.0) build 38-238 from 26-Aug-98
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Die in der Tabelle aufgefiihrten "H NMR-Daten wurden in d4-Methanol bei 250 MHz
aufgenommen. Die chemische Verschiebung wurde in ppm angegeben. Das
Losungsmittelsignal von Methanol (3,30 ppm) wurde als Referenz verwendet.

0, Multiplizitét (J/Hz)
Position Novobiocinsdure
2-H 7,80 d (2.5)
5-H 6,86 d (7,5)
6-H 7,79dd (3,75; 6,25)
7-H2 3,36 d (7,5)
8-H 5,40br s
10-H3 1,75 s
11-H3 1,75 s
5"-H 7,68 d (8,83)
6'-H 6,82 d (8,77)
8'-H 2,27 s
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MS- und 'H NMR-Spektren der neuen Novclobiocine aus

einstufiger und zweistufiger Fiitterung

Novclobiocin 201

'H NMR Spektrum
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Novclobiocin 202

'H NMR Spektrum
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Novclobiocin 203

'H NMR Spektrum
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g 2 ggeIsses
A S RRzm=3=D
o I S S

Novclobiocin 204

'H NMR Spektrum
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Novclobiocin 217

'H NMR Spektrum
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Novclobiocin 218

'H NMR Spektrum
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8.386
7.821
—17.798

Novclobiocin 219

'H NMR Spektrum

| 55

3

7.785
7.7132
7.710
—7.177
7.155
6.826
-6.805
5.553
~5.549
4.172
4.163
4.148
4.140
4.077
4.071
an
~2.641
2,620
2.602
227
665
646
1.321
1.279
103
~0.964
0.946

XSG079P2

Curret Diwta Parametern
‘ NAME  Auglo-2005-chan

EXPHO 2
PROCNG 1

F2 - Aoquission Paremessrs
Tier nan

| - Processing parameisn
] 32768
| SF  400.1800809 MHz
wow (]
| || 558 )
| - R
i | | PG 1o
[ | | l 10 KR plot parmtars.
(4] | .| | [ 14 i ) o e
o - | g \ [ 1250 em
| | |1} | L i |f !‘w 11.000 po
o 1 | 1 r [

i | I ) \
] p A I / e X I \'l 1 ¥ Vv
| P S| TN e LN AV \.Lr Wt NN N
B L LA LA LA L L L L L L LA L B
it 0 73 10 3 6 55 50 4 a0 1 i 3 H 18 10 08 ae a8
LC-MS/MS-Analyse
X5G078P2 20.06.2006 21.:07:20 X5G078P2
RT 000.30061
e nw T e o
L nass
3 eoonn
s "o e AT IT MO4 DS TR
,m:.l_ . uE api W WX g e B
IW= b ;: t\:"ew
= g o
.
4
I -
01988 18 I 7 an 4 3 U0 WM WTT el AR M WA IR V01 W 1AM TN J067 F3i) 1 e A
e L T L L e e T T T T T S A ®= ¥ =™ = »
Tierm i)
X5GOTEP2 1703 RT: 2528 AV 1 NL: 7.73E7
T: + csid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
100 | 5443
80|
60
40
} 5453
e 20
5463
ol ATAE 4935 4914 4068 SO74 5183 8234 F276  BAOM ||| U 6623 E707 6785 648 6884 S48 E1L7 E205 G200 B33 a7

470 480 480 500 510 620 530 540 550 80 570 580 500 600 &10 620 630 640 650
miz

XSGO70P2 #1602-1710 RT: 25,12-25,38 AV: 10 NL: 6.40E6
F: +c8id=-10,00 Full ms2 544,21@-25,00 | 50.00-555,00]
1630

100
i
i%
g 40|
: 20
ol i1 970 1148 1430 1752 2081 2250 2835 2723 3039 529.1 5437
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

miz

161



VII Anhang

Novclobiocinsiaure 219A

'H NMR Spektrum

z Eﬁﬁ:é’-l‘n"gﬁg = © Ex & 224
1 b R A R S i s B = L] vl f e
| f
| |
/ |- XSGO79P1
Curren Data Pararmetens
| HAME
EXPNG T
PROCHO 1
F2 - ACQuaton Parsmetsns
Dua_ 20080830
Tima 153
PROBHD" 8 Dl 1967
2930
O ass38
SOVENT  We0D
NS %0
o8 2
S 148 Hz
FORES 0026314 s
| Aﬂm .\m&;{;‘
[ oW 0,400 usec
DE 600 usec
| TE 00K
-] 1 o
AR Pp—
| NUCT H
a " 11.30 unec:
| [ da [ 2] 200
! SFOY 400 1AT4T 2 MH2
" | 5 22788
| | et Z.E SF 400.1000858 MM
i TS o f o [
31 9 r 558 o
= l 8 T i %' ke
T 28] 2.2 o e 100
= ey | L 10 WA ot parareters
cx 2000 em
cY 1250 cm
Lald 11.000 ppm
| ¥ a0 78 iz
| > 1,000 poem
| | f| F2 400,16 He
PEMCM 0 80000 ppmvom.
| Vi OWECM 20000808 hzem
1 f | 1 | L | 1“.
| AV | \ W Nl \J
SRS | S L (— e U R i —
ST e S I T e N e LA B m e m s B e B B S o s ey s e e B B
' ' ] 3 . ) H 1 0
LC-MS/MS-Analyse
XSGOTEP1 20.08.2006 20.36:35 XSGOTEP1
RT C00-30
sam AL 2eTES
00| . To e P4
200000, ) e
150000 - REE
a an M
100000 | na B
500001 s . Y Tt B8 i ! ELEUE LR
ol— ; ; )
"o el ?&l + 5 w00
1 Full
E m stz e
1 T e
! = T
o
=
QO DY 308 Z3e a8 400 567 400 TOT TAS 808 Bt RS LN e A e e s
] ' 2 1 H 5 [l 7 s W R N e I T R )
Vvt ()
XSGOTOP1 #1675 RT: 24,79 AV 1 NL: 514E6
T: + ¢ sid=-10,00 QIMS [ 100,00-1500,00]
100 | W
)
E .
60 |
% 4153
40 ETER] R
] s s 2001 3832 3892 4033 4183 4234 4442 asss ag84
20 (3282 3438 i [ aema " B 4812 AT14 4824 4894 5114
1 1 | 1 | 1 1 | 1
320 330 340 350 360 370 380 380 400 410 420 440 450 460 470 480 480 500 510
miz
XSGO79P1 #1676 RT: 24,80 AV: 1 NL: 1.07E6
Fi +cid=10,00 Full ms2 370,128-25,00 | 50.00-380,00)
1630
100 |
£ 6o
2
E 40
& 20
550 720 B58 1000 1071 1210 1352 1622 | 1660 1933 2021 2263 2392 2457 2737 W02 N2 378 /21 3r03
80 80 100 120 140 180 180 200 220 240 280 280 300 320 40 380
miz

162




VII Anhang

Novclobiocin 225

o e [al v i
§ Q3883583838 a8 gz
o Ll ol il - - Lol e
| { ! i

MAD610P3

NAME  5ep01-2006-chan
S e

LC-MS/MS-Analyse

MADS10P3 20.06.2006 23:41.08 MADS10P3
AT £,00- 3003
00000

ma e n e
00000

45
28 ane R TAAZ 1388 1081 1748 1835 1807 1T 2028 2160 mw zm MO B8 B AN Al

mer L

PIAAN T Av AN ANgm A B3 EM_ Im v oo
1 E] 3 4 & e 7 P8 w1

AB s e wmge 4T teTe 1338 230 N @M

I e A T Y
T )

MADG10P3 #1715 RT: 2553 AV- 1 NL: 3.02E7

T: + csid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]

it 6493

" m N M B B ¥ N ¥ W

m.
60 |
Ew' Ieso,.u

e 20

] 6473 6514 gooa
o 78 3952 4423 4855 5054 535 5634 6156 P cnp re0s tmae a7 ses
400 450 500 550 800 850 700 0

750 800 850 800 950 1000 100
mz
MADG10P3 #1707-1720 RT. 2542.26.72 AV: 11 NL: 0.96E6
F: + ¢ 5id=-10,00 Full ms2 648,23@-25,00 | 50,00-880,00]
100 i 1810
i
3
! 282.1
£ 43
§ 20 1260 S 3881
ol T3 870 | 0 7o te30 243 © ¢ 282 3172 22 30z 4138 4521 4662 4971 6238 6634 5080 6262 6568
50 100 150 200 250 200 350 400 450 500 550 800 850
mz

163



VII Anhang

Novclobiocin 226

'H NMR Spektrum

2 SERTEIBEEY 2:53593nfagzgzass

] rl-lg-r-r-ri-l_-?pudo R T R R R
| | } : [
/ 17 S y |
1 / y i e ~ 4

38 |
i
Jl"u'
LI Bt LA L L L CELER (L LA LSO N I B L LN LA SRR LB L ERLNL B2 LA LISL BN LA LIG B LA S WL O LY L
It &0 1 1 s [ 55 50 s an 3 e 4 20 s 1] s 0 o5
MADE10P4 21.06.2006 00:11:55 MADG10P4
AT 660395
850 o axnes
-wem: e
00000 |
Toomon,
1em00s | 2 20m
1 3 am AT 1886 1133 1A08 1SS IRIT 0TI IS TN M Boh T Mgy %M
B e —_— e = e
100 \ CF .0
Fut g
E = feye o]
500,805 008 b8
m e
o 8
- o7
o O78 N I 34440 508 SE T30 78T B30 4m0 1000 VIS 1iab IZED 1341 G488 AND VM WIS Wi M3 MO 1M 3 3 M08 B8 I M2

FIEAE e Bl P H 8% 18 ¢ W 13 M 1w W oW W o3 M @ B M

T [y
MADG10P4 #1727 RT: 2570 AV: 1 NL: 1 46E6
T: + csid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]

® W T W™ W™ B

100, B49,3
80
60 6473 508
o 40 1
g | o2 8022 7024
20 5103 gagz 5511 | 5643 6218 g3ss | 6631 grog ! 7324 7008
T ikl , ailh gttt gl , 7619 7878 U030 pasp B340 ssos 875 E916 0188
oL LA TR L BALLIEE L A Ll a1 1L L T I LRI A [A113 | T PR TR S U Y
520 540 550 580 E00 Gz G40 660 680 T00 T20 40 T60 TBO 800 az20 840 BB0 BBO 800 820
miz
MADG10P4 #1728 RT: 2572 AV: 1 NL: 3,14E5
F: + ¢ sid=-10.00 Full ms2 649,23-25,00 | 50,00-660,00]
P 108,0
80|
{ 1400
80|
g | 2642
E 40| 16811
Baxd ™ 2141
| 629 1881 2323 2824 ada2
gi%8a | 1954 1233 | 2044 oL [T 3005 3610 T 4036 4208 4522 4739 4894 5234 6631 6142 6259 6497
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 850
miz

164



VII Anhang

Novclobiocin 227

'H NMR Spektrum

8 goEB¥3ER8§ 8% ©% CESRcERECREsnns 883
0 e e e L= T\p i vvvvvyimmnmﬁéddﬂ' _—
f ! I
J ..I ¥ | {
|| W ]
|
21 trles
| — [19]gs 08 | [ 1o 1 |
o [ W — ! f T
| | ' ! ] i ‘ |
|| . '"
I 1
___/M .z'_..-/..._.f \_J_../lz/ I\/v___,'@.)
T T T T[T T T[T T 7T RSN R RN R SRR A R R AR R EEn B
o { = 70 (] L1 i1} t1] EES an a3 o0 25 10 (£ (L) o8 oo 403
LC-MS/MS-Analyse
MADE10P2 20.06 2006 231023 MADB10P2
i 00- 36 oamE
s L3 m‘z’m
so0x0 ue e
40000 nar TASS a7 M o 39S
am -l war 218
gy I s Wi, ™ b 3 P
-t - o 7 LT
o, bl -
; wl S g8 00 |
1 30.00-88 6] s
L
is
e
ni, Tl AT LIS w11 AT ram
] i - *™ WX OBONR W
MADB10P2 #1677 RT: 2490 AV: 1 NL: 1,19E7
T: + ¢ 5id=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00}
100 | 5423
i
:
| 6746
2w m.l
20! 5434
7
® a7 aaa |3an.a %911 4152 4232 4413 4575 4553 4835 g5 5265 544 5705 ons 8148 g 0508 6726 8 5_‘, 7026 s
01.;. i i sl wpulltns TS e - s al pebtoipt il 1au s
340 m 380 4W m IMO 450 480 SW 520 540 m SW 000 620 8-‘0 030 080 ?oo T20
MADE10P2 #1660-1682 RT: 24,80-2497 AV: 7 NL: 92065
F: + csid=-10.00 Full ms2 542, 19§-25,00 [ 50,00-555,00]
161,0
100
g =
i o
20|
1 3682
711 852 1052 1292 1431 : 256 agrg 3804 T 4614 4818 5033 5254 5386
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
miz

165



VII Anhang

Novclobiocin 228

'H NMR Spektrum

=3 o o !
£ EEIBE f4¥E g2z giac 2z
o e SOEEY Yoo "itlriwiu-i a0
| | |:.r
i Iri |
|
| |
it
l 2]
! ‘
| |

|
1] ‘
s [
[ |

| |
||I ‘
¥ 1 |
H! ; 1
11| I |

|

-.J/ UVJ -'L.Jw ; Id'\.,_,J

I B
L] 0w

L K e o |

15 70 68

2T am

L

MADS10P1 #1657 RT: 24,52 AV: 1 NL: 4,50E7
T: + ¢ sid=-10,00 03“5[1WN-15WW]

100

MADG10P1 #1650-1866 RT: 24,41-2485 AV: §
F: + ¢ 3id=-10,00 Full ms2 368,11@-25,00 [ 50,

100 |
.
o
2 40
20
|57.0 704 791

ol 211
B0 B0

100 120

TA18
“ ]

3o

AL AHEEL

R NI ELSU R R R MR

50

LNLEL I B R R L
&0

3

2

LC-MS/MS-Analyse

20.06.2006 22:39.37 MADS10P 1

) agse

AT A T inoe WM R

'\-J'M

TTTT
20

e

IRERRN BAR

1.280

1o

£y

BT

a0 1738 s s ;18 TP am

R RS

0.506

0.896

|

400 1600453 Witz
M

3s%g8

a
|

a3r3ee

L LA BLELELELE WU

as o0

M ;e mmw 2 mw
)

12 2508 a10a

M e

% B T u
Tima e}

W =m

3891

4824 5112 5285 ey 5705

403.2

n =

6067 ©

n N

14,5

x =

6465 8587

T ®» ™

6046 085 738

4

400

500 550
miz

NL: 4.26E6

00-280,00]

161.0

1930 454p)

160

1720 1789 2002 2080 2222

180 200 220
miz

247.2 2550

140 240 260

166

2672 2064 2093

280

300

320

274

3501 3682

340 360

380



VII Anhang

Novclobiocin 241

'H NMR Spektrum

is}nu’b.cc‘u %

LC-MS/MS-Analyse

MAD166P2

21.06.2006 00:42:40 MAD185P3
AT 000 - X0
m b
ooa0o | T
prenes) e
im
00000 |
i ELETS o T uam 828 1808 1139 ST 8SY IATO 3013 20 ISR TTE 22 ML L s e e mee
ey " 5 Foer
| | Bare Puas
-y
o
i -
LT TRE VST S TR ; e ST ST 0BT VLM U230 1278 Vads 138 A2 WD T2 WM 1AM 1963 FOGD A5 Ty F04 MK 1
] ' z E] H 5 ] T " L PR AN AR WAEF ARG T TR TR AR AR VIR TR R Y A T T T R R
—— - - o Toos fuiy
MAD1BEP3 #1677 RT: 2496 AV: 1 NL: 8.02E6
T: + c5id=-10,00 ©3MS [ 100.00-1500,00)
100 723
a0l
g 1 | 7143
)
3 4822
o 4827 | 7153
4328 4835 s ™o
2 g4 4653 | 4383 585 577 sro5 6145 6508 O 1 m-‘r&f "% 1927 20 8787 916 0617 ¥4 yoopp
omnlimu.u.kam;ul TITIY NPT IFUMIPES (PR T ¥ T (T P VO il - N 1L o L ol
400 450 500 550 600 50 700 750 800 850 900 850 1000
miz
MAD16GP3 #1687 RT: 25,11 AV: 1 NL: 459E7
T: + csid=-10,00 Q3MS [ 100.00-1500,00]
2820
100, i
g =
o
3 107.8 -~
2%
2 1
2w 2831 _— 7164
|| 1252 1s6e 2498 2031 3164 assa 4082 4330 4az4 4994 a5 sa0e 5847 6285 6505 grz9 7iza | TV
P A eyl e 4 G L T i O B B L SO o R il i il W %
100 150 200 250 00 350 400 450 500 550 500 850 00 750

miz

167



VII Anhang

Novclobiocin 281

'H NMR Spektrum

= Laeg - R e o - o o - o> e ~ o e
§2 3283883888 gIRAEsgE 3 28 RE8%
o o8 SR OSSN i - el ———
I 1 f |
| . | MAD379P4
|
‘ Cumen! Data Parameters
NAME  Aug18-3005-chan
EXPNO 1
1
| Tema nar
‘ FASBHD. 8 mm Do 1301
| PUPAOG a3
| ™ assan
I bl
05 2
SWH  mTe s HE
FIORES Q128304 He
| AQ - 3pseae
[ ]
ow B0 400 uvec
| e 600 usec
| | | TE 00K
| | o | DOO0000
| | Y sasssnnn CHANNEL f1 essmeen
HUCH H
| | By 11.30 usex
| PLY 3,00 At
| | SFOL 4201824712 MHz
J F7- Processing parameers.
22788
| | | | B L OO OB Wb
| | |4 ] 558 %'
[ 42 “f ; 8 030k
1 | L ] BE) =) o
2217 4 ] | PR ¥ e 100
| BTE 127 ! 0. | | 10 MMR picl paramaters
: X | | I ox 2000 om
1 ” | I' | Ir 54 1280 cm
) ] FIP 11.000 pem
| ' F1 4401 TE He
| H ’ (| Fap 1,000 ppm
1114 | | 17 | | I -
| 1 | 1 1
I| || J f J‘ | |I i L" \J HJU { v | 1 HIEM  240.08802 Hefom
o \ b | | \ LN
S MU’ WV { o LJ-JJu ; M/ V' Mt
TTT TTT T[T T T [TTTIT[TToIT] TTTT T I TTTT] L L LI B L R RLELEL L R R R REEENENERERE RS
® s 1w 15 10 85 &0 55 5 a5 ©w s 13 1 L3 10 as i
LC-MS/MS-Analyse
MAD3TSP4 21.06.2008 01:13.26 MAD3T9P4
AT 000 -0
arn L 88084
o0 il i)
A0 Frt 2541 347 2006 THO8 TS0
g | w
J000 LHE -]
. 2 3T TR
10: - J—— yasy Tass Te1w 087
o, nw TCF < v nan 80
1 il
o Tar e |
E “
© on
i n{ M . 1388 ns
,:- 19 gy 3M AN vy B gamore M B3 M 1234 1502 1479 MEN WD 1980 T T2 2 438 B s a0 maw m
e e e A N L L e i i i)
T gy
MAD3TSP4 #1687 RT: 2514 AV: 1 NL- 156E6
T: + £sid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00)
100 7142
80
| 707.2
60| 7051 7163
g ‘D
: SEHT 870, 5154 gag7 7175 7314 7580
e | 5844 sea7 | | 61,1
DI 17D AT ST T Mgl | phf o]
550 600 700 750 850
miz
MAD370P4 #1684 RT: 2524 AV: 1 NL: 240E4
F: + ¢ sid=-10.00 Full ms2 707,06-25,00 [ 50.00-715.00]
2802
50 08,2
fo
230 2822
gm 1992
10 560 1238 o
1703 1002 1247 1539 1843 2024 2598 |77 3170 3872 3808 4119 4468 4696 5085 6332 5470 6833 6200 6398 6900 7050
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 850 600 850 700
miz

168



VII Anhang

Novclobiocin 311

'H NMR Spektrum

KaffeeP1N [ .
g 8% $ Zagk 2 22
- e S di T T
/ |
f / }
/ /
|
1
3]z ;
il [ 20 ]
||_L1.'|
! iz
[ 1,| 1 o )/ o] [ 1
i , 1 1
h’ " AT
L A
| \ \
i 1 | “ “‘ l l|L IJ “}L A\W,I;J\
_JL_/'J.'lL_/.uLJljll—/u'«r'l D 0§ SR R A W -Ju_,'l!ll UJJ"‘JI J MOA | mach o MR
TT T T TTr [T rrrr[rrrtrt TT T [ rrrr ||||---I||'I|II||||||I|IIII'|I|I||l-|||l|||l|[|]l
l.[i 0!0 ; 13 70 llj ' Q!D r Q]l Sl.ﬂ 45 40 18 e FE 0 (E] 10 as
LC-MS/MS-Analyse
KaffeeP5 15.08.2006 20:31.59 KaffeeP5
RT D00 - 2000
M M 1TIES
ooz | ol
o
o | ELEC ECL 24 MM W08 WA
oE — "." _15E 1880 1750 1841 1921 2000 JRT s 2a NN
- = T ol
n &‘mam
§ w wnu
i :f o
ok WA e pann B wmm g mm X
o 1

.
E n £ n M = » ko m e 0

KaffeeP5 #1681 RT: 2502 AV: 1 NL: 5,87E6
T. + ¢ 8id=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]

100 5745
! 6592
80
e
40 6765 8602
8572
5466
20 4572 4825 5637.4 576.5 6253 6623
P | 629

7 " 808 732 7457 7630 TH4B 8206 B4 g7 o068 0 oser

ORI E CFITYINEL] MR TTHITTCNSIR T PSPA Ty L2 FRE, TN | FRPSY. TEN TR ITRr oeaeaon (e Ty gl -
450 500 550 600 850 700 750 800 850 200 950
miz
KaffeeP5 #1672-1604 RT: 2489-2522 AV: 12 NL: 2,31E5
F: +c5id=-10,00 Full ms2 659,20@-25,00 | 50,00-660,00]
108.0
100
{ 151,0
80
60
40
2820
20 1250 280,1
732 974|  11300 1570 2016 2177 2501 | 2895 3182 3604 3783 3075 4268 4570 4851 5135 5378 5715 6168 6474 6794
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 B50

169



VII Anhang

Novclobiocin 312

'H NMR Spektrum

=l i) L-E=Xv] = WD e =] bl &) Wy (e B-ala)
3838qRR 8888 223538 SRR EER £ & 288
o—:rér-'hir-—'r-ir;' OGN W W ??v o e e i -,—---l—
f /
] /] / /A |
/ ! / ! !
/ / ol |
Vol y-', / i } r"

s

YT T 7T 7T

an T4 70 &0

C:\Dokumente und Einstellungent. . \PHBP4

L1} L1 45

||-|||||||r|||||||1||r|-|||||]I|_|_l||||||1|;-|||r||||||!-|1‘|r|||r|—|-
@0

15 n 15 EL 14 (L] a5

LC-MS/MS-Analyse

15.08.2008 1858 47

P

AT 600300
50 e
1o0000 o e o
w00
im
- 2em MTE 74N a4 J05 e
m:__ wm vase 183 1672 1700 1830 1008 WST A1 N BY AN
100 13 Lol
w00 Ful mad
L3 - ';ﬂ
" o A
= a0
l = cm B U emun myoan e MR 0 e oms MENEne  BY oz Ry A N |
s bt bt A d e D S D L b e e s el T
a 1 T a L] |I° " 12 ”n IIQ 15 " w " " £ n k- ;‘I'a & Ed » m * lll o
Timss jmnt)
PHBP4 #1670 RT: 2500 AV: 1 NL: 1,73E6
T: +csid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
100 657.3
80
5465
60 6893
40 302 6605
1 ,ﬂl 9 “13 1.4 680,7 764.1

5873

w.a =
7687 7058
4 8328 8766 o025 0388 9587 goog
uhﬁ iﬂﬁ[ﬁﬂiljhmmd J.Lﬂ“[‘hll‘ﬂj ‘mnhﬂnilhq Uihlahﬂnhjﬁl‘liﬂl. .m..lmm.,.m...,,,.m- i b 19210 to063
850 200 950 1000 1050
M
PHBP4 #1684 RT: 2507 AV: 1 NL 2,05E4
F: + csid=-10,00 Full ms2 659.20@-25.00 [ 50,00-660.00]
108,2
100 |
o
80|
a0 616
é | 1513 o
20 1617 2037 4851
'm0 4 | 18p 17
o 0 LT L laoas 2573 TN 3148 3496 3809 4084 4325 4502 5006 6260 5442 5692 6130 6306 6302
50 100 150 00 250 300 350 400 450 500 550 800 650
miz

170



VII Anhang

Novclobiocin 313

'H NMR Spektrum

i
§ S3ESUAE588% 3738388 g & 554 o 588
86 MHEEEEEREE S e n || - - va'i =] —
| / ' /]
- a 4 | ‘ |
coulLPHBP2
| Currat Data

L6 fis )

f T L
| | A oy
[F ]|k A W e
) [ | | | | A f Fz 400 18 He
ik II" | , | | | \ ' A | WL PeMcM | 080000 ppmem
AL Al & ‘ { | | AT et e L
e NN e N i R ._,\h// \\_‘..JVL,; Wiy 'J L A S A / N
[illl[ll|||llIlll‘lIlIIIIlIIIIl.I-J TTTTr| lI'{"il'!||'I"||"|"T""Il IIrll-llllllll|Illl||||||fr|r'|
w0 is L) 15 " (1) &0 44 10 as 40 is i 15 w 15 e LE) (1] 4%
LC-MS/MS-Analyse
C\Dokumente und Einstellungen'. . \PHBP2 15.08.2008 15.55.17 PHBP2
e e ME L)
400000 Totel Gcan PTA
848 Ll i}
200000 | 1
soo0m | -2 s
| T % 1504 1EB4 1883 TTA7 1814 1880 TOM  mpm nias 200 B2 AnD AW B
e e = e 2 3T
oy T™CE e
| LI
- Lete Xty
{ 300-Fr (0 WS
i o )
o
i
oL 27108 170 28 04D sz AW S8 B8 BT BGS 988 VLT VT4 102 e o0 e tam il L TR TR N
] 1 H H H 58 1 ] @ % M 12 13 4w W ® =2 T W™ B B
Tievm jrmart]

PHBF2 #1657 RT: 24 68 AV: 1 NL: 2 B3ET
T + e5id=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
2820

100,
80 | |
3 00. 2139
|
8253
é o 1078 |
2680 6233
| I B 300 4ps smo  ees|
O] RN o | PR s sl o _|027T4 8885 7534 B113 o053 9681 10088 11315 1279 13132 1362 14245
100 200 300 400 500 800 700 800 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500
miz
PHEP2 #1868 RT: 2482 AV: 1 NL- 13566
F:+caxd=10,00 Ful ms2 626,20@-26,00 | 60,00-720,00]
b 108,0
| 1510
g oo
% o 2822
i w70 1250 2502 3441
| 730 O] T (1570 te29 poa3 20F | 3260 UM 3452 amig 4328 4819 5004 5385 5710 6068 6253 6387 6820 7129
50 100 150 200 250 300 350 400 480 500 550 800 850 700
miz

171



VII Anhang

Novclobiocin 314

'H NMR Spektrum

8.538

1.362
1.198

1.169

3 t 1
LC-MS/MS-Analyse
25tufVanilinPs 21.06.2006 08.54.37 2stufVanillinP4
RT. 0,00 - 3202
] W T e
Total fas PLA
Tt iarvied
socano
im:
300000 | ERel)
I _— 1673 1838 147 1822 1308 1088 2020 2198 2230 2 M M e 23 203 984
0w mm 'lc:‘m
i 8 e 00
Thrs
wl eI 0|
| 0049 v
E L5l ey
w
i =] =m
ol A0 84 1B TSA  ME) 000 1044 13 0 G W 1589 10 4T MMM 1873 X 30\ ;e ziee ey TV arar ame s
n1i)qsni'llmu::13ulls|i|r'u|ﬂh:-n7snﬂﬂ¢t:‘nm
[ iy
25tiVandlinP4 #1683 RT: 2604 AV: 1 NL: 60567
T: + ¢ 5id=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
i 6393
8404
8414
o1 2%, 4133 4315 4824 404 5634 5834 | 7028 7466 7907 8326 8789 2D 9540 0026 10315 10649 11021 11565 12018
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200
miz
2StufVanilknP4 #1685 RT 2508 AV. 1 NL 2.46E6
F: + ¢ eid=-10,00 Full ms2 639,21@-25,00 [ 60,00-648,00]
100 108.0
| 1510
3 80
g 40 2821
g
& » 125 e0 1570 250,1 5
0l T 70 {1280 T 13 2148 I 074 3402 3838 4009 4306 484D 4962 5212 5491 5771 BODS 6189 6473
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
miz

172



VII Anhang

Novclobiocin 315

'H NMR Spektrum
novCA?VinJIIInP?SO;ﬂHz

coao®mno © I = =i in %0 o - o
FHEREREREEE 8 FBF S8sS5ikHgs¥sEn 2% S 2k
L e S A S A el -1 i o | o FfF ST meT T o4 el - ==
| | : = |
h | {
| - |
| 1 ¥
|I : -
I
|
|
| | [l |
|
|
!
T ‘ T T T T T T T T T T [ T T T T T T T T | T T T T T | T T T T
1] T L3 5 4 3 ? 1
LC-MS/MS-Analyse
25tufVanilinP2 21.06.2008 08:23:51 2stufVanilinP2
AT 20030
mrn Ll ]
; ot Bcan £
00000
300000
im
OO0 299
" 287 MBS 1810 1T48 1R37 IATT 1884 4 TR 252 A M 578 274 7004 M8 AT
e c: — — ET e
0 TOF & ¢ mes W00
1 m—
ol LY@ |
a0
; £
o]0 A8 21 Am AV SWSTE 6D TS BNY iz 1M (284 AR MA00 84T T4 a8 U ST SE e
] 1 I S 5 e T8 8 1 N 13 1 M 18 M 7 W ow W AN m M 3 MW T W N X
T iy
25wiVanillinP2 #1605 RT: 23,83 AV: 1 NL: 1.92E8
T: + c5id=-10.00 QIMS [ 100,00-1500,00]
5322
100
B>
5
g 0
| 5333
207
{ | 524,
ol 3851 4203 ast3  aes2 264 | *° ss24 Sora 6164 €605 €001 7083 7455 7605 8055 8358 8627 094 9025 9542
400 450 500 550 60O B850 700 750 BOD B50 800 850
miz
25wiVanilinP2 #1608 RT: 23,87 AV. 1 NL: 23087
F: +csid=-10,00 Full ms2 532 17@&-25,00 [ 50,00-542.00]
151
100 510
80
&80
i
& 20
o | 710 851 O7.0 1230 1430 1571 1750 2084 2378 2608 2788 3143 4837 5086 5322
50 100 150 200 250 300 500
miz

173



VII Anhang

Novclobiocin 371

'H NMR Spektrum

58585832558 3Zc52828g ¥ &85 S8 FTREHE
e el A=A il v e e | -+ oo | TN —_———o o
{ / ki I | /
/ | | |
| }. | |
| !
| simLmeththiobenzoeP1
Gt Dota Parameters
| mfm 1
| | PROCNO 1
| | F2- Acusiion Parsmeters
| = T
PROBD. § mm Dol 1301
™ il
B
‘ | DS 2
1 | SWH BITE A4 He
! FIDRES 0128314 Mz
1 mm Iﬂl“
| o 60 400 usec
o€ .00 usec
TE 300K
o™ 1 Q0000000 soc
[ [ s ] [ ST ps—
| ~4 HUCT 1H
' P 11.30 moc
| PLt 300a0
| H SO0 00T M
| | 4 e
— | M BF 400 1800462 MHE
| 33 \ [42 ] 1 e 5
|“*I‘| l | | (11l ] 030 He
| _| 70 | ! el |" | £ =
- T !
o | T
07 | 1o | I | [0 | W ! cr 12.50.cm
| s P / & O 1M = o=
vy . I | | Wy B i
| \ F | !-l f | ! \ I A B ™ VR - B
il | I ’4 ¥ \ I \ ;’ 8 ) MECM 24008802 Huem
= I | . | T
i e’ A /S MAAaW LI A N~——
Illlll]llllllf! TTTT fff[[ [IIlIIIIl.|-||III|IIIIIIIIlIIIII|"|‘|KI|‘!I1IIE'E‘+‘-_‘—'_"T_'_!_|_|_|_|_
" 0 78 0 s &0 53 50 s a0 i 1 23 20 15 10 o5 00 a8
LC-MS/MS-Analyse
4MetthicP1 21.06.2006 20:09:07 4MetthioP 1
AT 00603003 - o ABES
| To e P4
000
H
Fooong
P e M4 FTT 7pe mam
F 47 1850 1838 1748 1820 1MED 1947 088 & 220 Tsa T .
o — - — _ T o 26 M AHES
w0, e
] T
i 6591003220 |
E ”w;ﬁu
| dor_ T TI am 8 a g mwem B we e mw (2 aa
.-A ...[ d Ll ] _I'n 1" |IU " 17" EL '.9 * n B 'AIW
Vv (e
4MetthioP1 #1747 RT: 2500 AV: 1 NL: 153E8
T: + ¢ skd=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
658.3
100,
4844 8613
6565 | 6757
403 8284 Lit,
“ 3 sn:n BI1B8 T G838 A
543 4 i T04.6 T88.5
1 e 7248 7780 8005 8128

4582 ATI7 4aeq 5008

820
iz
4MetthioP ! #1746 RT: 2559 AV 1 NL: 160E5
F: + csid=-10,00 Full ms2 659,1043-25.00 [ 50,00-660.00
1080
100
§ 80
3 w
g wl 1510
@ anl:rE 282,1
| 1251 A 778
olma O 1569 2147 2080 0 3082 3237 3654
50 100 150 200 250 300 350 400
miz

174

B40 860 B8O 700

S
720

500

760 7D 8O0 820

4122 4328 44B7 4816 5031 5406 5707 5938 6158 6206 6647
450

560 800 650



VII Anhang

Novclobiocin 372

'H NMR Spektrum

o e = = o == e oo o-m"cnn oo o nho
FHEEARR=3E  33E 2 3339 28945 8RR B5REs8%
Ll - -nuan =+t F T m._nTnmm ] - = o
1
/ / | |
! ¥, | 4l
/ i | i |
i simLmetthioP4
| Cument Diata Parametary
‘ NAME  Jul07.200%-chan
EXPNO [
]
| |I ¥ - Acqueston Farametars
| Dme_ 0083707
| Time 0¥
| | IWSTRUM  spect
PROBHD 8 o Duial 1367
PULPROG g%
™o B5538
SCLVENT  MecO
| [ %0
= 2
FWH 270 V45 M
| | | | FIORES D231k
| | AQ 19584243 sec
{ I RG. "2
| | oW 80,600 usac
| 1 DE 8.00 umec
TE 3000 K
01 100000000 sec
enmrmmas CHANNEL 't ssssssss
NUCT ™
P 11.30 usec
L 300
o 400 VBT 12 Mear
; e, v
34
| 9 [3 A
[ 24 558 )
M| | = 2 . T
| 1.-%,9 | 1.0 |09 [ D.ﬂl - .
L
: " | i holl | 10 NI ot paramaters
1 i g mas
| | | | / | | L 11.000 ppm
| i Fi 440170 e
| @ 1000 ppem
] I | | J | ] 400.18 He
| | | | | || eewcw 060000 ppmim
| I ‘ IJ T || hecw  2eaneenziicem
_Jl‘.._..._._;' AWl I A ' J{;\ A
e/ s U'.J._xm .....u"'\.....l' P P e
'[ T T T T T T 1 T | T T T | T T T T T | T T T | T T T T | T ™ T T T T T T T T T
L] 1 T L] 5 “ 3 2 ] L]
LC-MS/MS-Analyse
4MethicP4_0608161584003 16.08.2006 18:49.03 4MetthioP4
RY 000 . 3001
F ] W ATRES
i i T Scan A
0600000 240 ;m_w‘ﬂ”
400000 |
i i o ol
i 1832
o nd T8 WHE 13,18 1318 1378 AT 1844 T qpgn 1950 BT gy, BB 2 gm0 s
S S A — T e 3iptig
§ L
o
L
-
i 2] L aar B as g 1w
H ¥ . 10 i BM gy B gggr WA Ty e R Wm We W0 e wn o aw 28 nw M@ 2/ ;W8 mm
na e’ Ak YA AR SR MY S A AR AN an i AR e S el AT e A AR LS S Adis A= AR Ak~ <als oa Y
Tiema )
4MethioP4_0G0816184003 #1747 RT: 26,04 AV: 1 NL: 2.25E6
T: +csid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
100 | 5414
1 5915 6055 626,7
o] 5485 5475 i
1 | 573.05734 6016 6104 | 8305 656.7
] 547.5 | 578 8315
00: - — S | 5025 6235 25 | ons
] i ! ! 560.5 | | 649,86 668.7 | 6776 688.5 _— 7176 7356 A
[ 1l I [ i I e | w8 7515 7588
& 20 |(|| [ | [ (It | | it |
o LURLIERE PRARERERRIS i 1 . Aadibldl
520 540 560 580 600 660 760
4MethioP4 060816184503 #1746 RT: 2602 AV 1 NL: 1,53E3
F: +csid=—10,00 Full ms2 658,10@-25,00 [ 50,00-720,00]
2818
100
oo
| 2799
80 |
i
x 20
o 723 1018 1507 1992 2234 2402 2708 | 3054 3495 3964 3908 4260 4510 4672 5167 5305 567.5 5934 6244 6440 6619 7091
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800 850 700

miz

175



VII Anhang

Novclobiocin 386

'H NMR Spektrum

s e novCA7cloCA53MetPABP2
p— - < |

$02C83]88RE 25383838 8 &E8

Ll o oI bl e w w v -+ e e

Iy f |' | {

LC-MS/MS-Analyse

2.336

2293
—2.193

0.878
—0.860
0.840

IMelPAEP2 21.06.2006 02:14:57 IMetPABPZ
AT 000 - 301
488 oaraes
1 } Tl Baan FOA
300000 IARFT
oo | -
kil
i . 2 am . iem 008 s wazs 1008 eSS 2032 384 T oS T Z9 nmmp nm
w0 Har 1rms
'l TICF =+ g e 9000
1 Pl
0 NG a0
j o
-0 '
o
0], OF 18 a0 aWan  sm  me 7s2 MM W05 081 1203 235 1141 1478 1530 1600 4GS TS5 MO M0: 2080 my mmr myr | Ees) . M3 38 momm
] 1 2 3 . ] [ T . @ L T T L " @™ N @ M M ™ ™ ;¥ W M
Tiema (i)
IMetPABPZ #1725 RT: 2666 AV: 1 NL: 2 MEB
T: + ¢ sid=-10,00 Q3MS | 100,00-1500,00]
6223
100 i
80
&
% 40 |823.3
20
= mﬁ.om 4151 5202 B24.4
ol BTN M0 e 417z si63 " 6205 | 6554 7328 7836 7005 8306 9035 0369 0641 10248 10990 11507 11856
300 400 500 00 800 900 1000 1100 1200
miz
IMetPABP2 #1726 RT: 2567 AV: 1 NL: 146E7
F: + caid=-10,00 Full ms2 622 23{-25,00 [ 50,00-635,00]
1340
100
io
5%
a0
1080
« 20 2821
ol 730 sro 1380|4570  1e2z 2080 2804 (2002 3230 M12 3825 4153 4200 4790 5064 5438 5847 6019 6224
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 B00
miz

176



VII Anhang

Novclobiocin 387

'H NMR Spektrum

novCA7cloCA53MetPABP3
w Ll el o=l = el o WD e — - o - =3 NN
3 Z2gE8SxaLER aaasﬁn:ﬂ 9Te8 sqi S52R
g nhnr-r--:-r-\?\anano i L enom o el —
| I'_ I /
h |I ¥ b !I | !
| |
| 1| E3
||.
I [zs]
| I-|
i' '
|
| | |
‘ |
1
1.2"| .
[ 10 - [N] | =24
o 4 L0809 | vt 4 1| e il |
| |;| | | || ’ || |
(| | | | | |
o | R '|'J"l' I
| #] | I | l h 1: f.

JML.JH«J \/ lUuI..\JW'U i

-1.587
1414
1.192
0.891
~0.879
0.861

T L LB e T T T T T T T T T
' 6 B ] 3 2 1
LC-MS/MS-Analyse
IMelPABPI 21.06.2006 02 45:42 IMetPABP3
AT 65301 i e
Toa B TR
s Bawpnses
180000 |
Z om0 18
1 un o _mmoaa mm ne
m; e 1m0 173 102 149 1RE0 W 4 3 B v
o, o . oy ot TEF espaiam
" e
s i s
et
g ®
wal
I
ot ATE 381 M1 av 63 s T T3 &

o

-
1 7 SR YRl ¢ ! SABT Hia

IMeIPABP3 #1737 RT: 2584 AV. 1 NL: 1.4TE7
T+ caig=-10,00 Q3MS | 100,00-1500,00]

8223
100
§ &0
£ 40 W [ezaa
2 0038
8046
poa W e sk i [5244 o2 20 w07 ora_sran | o7 oz vows rs
o 400 500 00 700 800 900 1000 1100
miz
IMeIPABP3 #1726-1750 RT: 25,70-2603 AV: 12 NL: 1,08E6
F: ‘cwmua:umzuuamsoom 00]
100
| 108,0
o]
w0 1400
40-| 284,1
E m' 731
© 20 2822
losp |3° 125.0 i 2141 25,0 2003 3231 W 3781 4155 4484 4630 4024 5144
o 5 o180 i 378
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
miz

177

12440
11618 122912460
1200 1300
8515 5966 6152
550 600



VII Anhang

Novclobiocin 601

'H NMR Spektrum

| BenzoeP3-2|
33z | & =es %
wi ;? i -+ L :"" r)'v ] - =
f ; / ( ‘
!
|
|
2| [37] 1]
i
."'LJ ll\.l* M "I;\u\w

rII!IIIl1.l'[l|l|||illllII]II[III'IIIIIIITII IIII|I|l|l|¥l|‘l||I!-llf'llflf'lllf|'|'_|_|_|_‘
(£ w 75 10 65 &0 55 50 a5 15 10 FE m (E] 10
LC-MS/MS-Analyse
BenzoeP3-2 22,06 2006 08:27-22 BenzoeP3-2
RT 000- 300
LT WoaTES
150000 | 1 Tomal fcmn FOA
| >3
Ho0ons-|
i
o sup M98 | | 3877 T8 20 208 a0
s
| A A8S V0BY VTEE TSI TRID THEM 2078 288 T3S M
ai— - - — =S W e ste
1o Ter somenm
E o] St e
LR Fmrumf 1
! |
=l
ol OM 1M 2w 33w 837 A7 Tz ey 00 883 1w 1 1246 0L NT e 3 w7 v@ e pom  ne moi;m e | BT mm  mw mn
o 1 3 4 5 8 7 @ B W M 12 1 M 8 W 7 W oW ® oM Onm oD M OBW M ¥ MW B B
Tirves (rrirt]
BenzoeP3-2 #1715 RT: 2560 AV: 1 NL: 251E6
T: + c5id=-10,00 Q3MS | 100,00-1500,00]
100 8132
§ a0
E e
4,
40 6143
11,1
- 4192 5374 —
520,1
4208 4370 4482 4530 4TB2 4842 4961 y | B164 685 es2z 950 e7es 6879 7025 7164
ol Lok il g Tt 1 P ST T TR W e
420 440 480 480 500 620 840 650 680 700 720
BenzoeP3-2 #1718 RT: 2554 AV: 1 NL: 560ES
F: + o sid=10,00 Full ms2 613,158-25,00 [ 50,00-623,00]
107,
100 |
g oo
3 o
i°
x 20 1050 1250 2821
; 2503 314,y 3321
o 827 w0 1287 190 1858 2277 TV #1777 3588 38e1 4051 4380 4736 4994 W01 562 5991 6167
50 100 150 200 250 300 3s0 400 450 500 550 600
miz

178



VII Anhang

Novclobiocin 602

'H NMR Spektrum

o ,’wa,_j M

~ BenzoeP5
233 3% 2239 .§8%
Sy e B T D). o e A b B
Hpg b4 o
[/ f {1/ (/]
{ | { .;","r-" |
Vi 4 y
s
] o | { [1o] Tde ]
I 1 ’
'\
VAV

.i_J |]lff2-|
i |y .
L,.—-L..,._-..JWJJ- FInI.L"ul\\-c.

L 0. 5708 0 L. LS ) R S B g

w0 78 70 a8 &0 55 58 a3 n 15 0 2

LC-MS/MS-Analyse

BenzoeP5 15.08 2006 23:05:26 BenzoePs

AT 000-3000

Mm
s 173 854 1574 2058 2138 218 Jase PAT0 T

[T
100
VR am gy

PO T s R

s

L] T 5 0
BenzoeP5#1721 RT: 2550 AV: 1 NL- 3 48E6
T: +csid=-10,00 Q3MS [ 100.00-1500.00] 6112

100
80
|
8 6132
8102
) I
574
§ 5465 2
© 200 e g5 5605 5524 se54 5724

550 560 570

8144
| 818,

5828 09,1

810

5755
| 5764

BenzoePS5 #1718 RT: 2554 AV: 1 NL: B.2TE4
F: + csid=-10,00 Full ms2 £13,20-25,00 [ 50,00-630,00]

100 1060

439,1
2822
1943 2043 2469 2620 284

200

1250
{ 1572 1921

150

NS
0 "7 T aes3 3078 4284 430 4679
350 400 450
miz

250 300

179

E

a204 0287 8321 6378 6424 6479 6526 05478

5102 5206
500

LU e B B B e AL I I ) LB IR S L (LIS R LI B IR LI B N LN LI BN B

20 15 (L]

s
| Tot Bean FOA
Barze

EL mae 306 man

(L]

658,7

G40 650 660

5620 5854
550 600

6236



VII Anhang

Novclobiocin 603

'H NMR Spektrum

' Be ‘
nzoeP2Q |
s53EERRE8LRE iz 238% g 883 3 5§
o6 08 P~ [ = P s P S S v e - o enen i -
{ { / | |
' | ‘ - |
|
D

| L L Ot LS LRI L R It S B8 B U 5 T O 6 G R L S L SO L e L B LI 1 T VR 1 [ IR
3 L] 13 0 (3] (1] LES 0 43 a0 35 wn 5 10 (R} (L]

LC-MS/MS-Analyse

BenzoeP2 15.08.2006 22.34:48 BenzoeP2

[CE R
2518 T
i o e PO

: | Jags MM | 3800 Tas MM 3000 T8

2
I sz 1730 IR t9G3 TRAY 22 28T AN nw
a - Lar
T+ Caae 0
Pl e
amang-1200(
2050400 ¢6f M
[sac

Asurdance
cxensék
3

COF s 32337 430488 SM 680 735 M4t GTE 1035 1471 1200 KIS VA8 NS 1850 51 M43 104 2030 21 33

Ll 1 2 3 £l £ T 8 s 1 W 12 @ W B W W W W > N
Tima s}

L% L

» ko e E E

BenzoeP2 #1703 RT: 2632 AV: 1 NL: 163E7
T: + csid=-10,00 Q3IMS [ 100,00-1500,00]

100, 578.2

5773 |

40 |
i | 5354 | 5803
5745
4061 4310 4538 4611 4T3 agop S84 5234 | OHS ia

| M AT 5832 6110 ea1 6487 6637 G807 7044 TiB6 7384
420 440 480 480 500 520 540 S0 SBD 600 620 640 660 ee0 700 720 74D

BenzoeP2 #1699-1716 RT: 25,27-2648 AV: B NL- 9.60ES5
F: + csid=10,00 Full ms2 579.20@-25.00 [ 50.00-500,00)
o

100 108,

2801
105.0 2821 2080

lsos 801 79| 1570 tesp 102 2322 0| (294 3462 3540 3783 3961 4185 461 4928 5059 57 5685 5912

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
miz

Rolative Abundance
¥y & 8 8

180



VII Anhang

Novclobiocin 604

'H NMR Spektrum

e o ﬂ| novCATcIoCAsBon 0eP5Q

— -_— - — Wy — -l "o o

252348c088835088 32 FILE5E 58 =Eif#s 28 g8%8

eSS wy e v-_:-w ief e ey e iy _—
| . / / | f
' \[ 1/
f i
e - ¥ /r I ‘
|
|
i
I 40
i | 3444
|!3 | it &
| (| |
| [ ! - 12|
| = | 09 | §
4 T f
152 BN " | |
i | |
| n i | | I ' ||
I | | | |

I r l H ‘i |. it !|__ I -|'|“

4 'UJ AN il LR
WU'\- H“MWI Wllomlu-" W W -
|IIII|iIII|III||.rI[ Ir'llY‘l'nllIIllI|:|lilrl|i|l||I|I=IY"|II|II|I|
(&) i 1 L &5 (1] 35 50 a8 40 1 30 23 i s u

LC-MS/MS-Analyse
2stufBenzosPs 21,06.2006 07:53.07 2stufBenzoaPs
AT Q00 - 3003 o e
50000 JS;I: Touw Goan POA
+D0008
a T
0000 ol M7 WAT MET 24T
am m
regs 1817 1723 1808 HOT TRB4 Hfe 2047 T2 TS
e T — o W dans
180 TEF &4 padeia i
E © g
o
L
l -
2 ko
01, VB 223 3; 445 522 561 408 T3 TS0 RSAWOD  1ON0  Nise 1360 VAW 453 VSE\ VIS¢ 1801 1870 203 XS 2 20 mes  dr| (W3 e grse mm
L] 1 t a . 5 5 T & ] W @ a3 se s 18 4T w1t m m m @ s s m  w m @ m
T gmun)
ZsiufBenzoePS #1720 RT. 2570 AV 1 NL: 21567
T: + c5id=-10,00 GIMS [ 100,00-1500,00]
4 5032
3 &
40 | 5844
20 3051
o 132 392 369 wa3 4192 wos a3 w123 w3 2[4 ey aes2 em0s 7ea  7ien 107 s es0s 00 or7 aess eess
300 350 450 500 550 600 650 700 750 800 850 200 950
miz
ZstufBenzoePS #1730 RT: 2571 AV 1 NL: 14368
F: + ¢ sid=-10,00 sumumzugzawwwwswl
100, |
g o]
tw T:
21
é | 2821
20 1049 1250 _—
ol T 870 1258 1571 1e82 2070 2324 © | 2808 176 3520 3023 4181 4322 4678 4878 5043 5307 5568 5838
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800
miz

181



VII Anhang

Novclobiocin 606

'H NMR Spektrum

novCA7BenzoeP3
SSERLRBZEEY g 3'””%3" £ z &
3 ggaannscas 43 3522503833 g 12
. .
Il | ‘
/| WY
| | , .‘
(
| |
| |
|
|
| |
|
' i
| |
||
| 3l
| [ (3
: 47 12 | _313,
0 il Lp4d ' {
| I hf
| |

TR | B
JIL.J|MI‘I}J"4' i' 'ul‘i.f\

BRI B B R T B o g o 5 L L 5 o o T LI LI B I L B
(2] LL] 15 ” a3 60 L) 50 LE) “w 33 in 15 0 13 _||;
LC-MS/MS-Analyse
2stufBenzoeP3 21.06.2006 06:51:35 2stuiBenzoeP3
RT 2,00-3001
L wosaee
BO000C Tomsl foan POA
Semanaiait)
aonene
200000
im
al 28 a5 _ W3 e w e v wx do ;e nm oz DEMT L83 mm  mpawse
o b Ter wewtzon
E o .
i i
L ey ey
a
I
ol 070 150 162 248 375 400 430 N0 G 700 MA) 0401008 N0 1230 1140 MR VAL MSTH VAT U735 R4 1988 00 3243 T M M0 A7) M 394y
(] ' ] a ‘. ] . 1 " W WM 12 9 W s W W ® W ™ M »’ ! M W M W W N B
Timw (min|
2stufBenzoePd #1671 RT: 2478 AV- 1 NL 301EB
T: + ¢ sid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
100, 4882
g >
i
40
1 4872
e 20
o 382 3602 372 4152 4533 4854 *®? 5205 su05 sese so1e e02 6004 esss 7038 725 7767 6005 08 8515 8785 9030
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
miz
2stufBenzoeP3 #1870 RT: 2477 AV: 1 NL: 2.2BE7
F: + csid=-10,00 Full ms2 486, 17&-25,00 | 50,00-486 00
2841
100
60 |
3 1050 3121
i
e 20
oL 711850 970 1150 1430 1570 1781 1600 2081 2273 2385 2664 2034|3114 3177 3383 3539 126 3007 4100 4323 4585 4804 4857
50 100 150 200 250 300 350 400 450

miz

182



VII Anhang

Novclobiocin 607

'H NMR Spektrum

8 T T R novCA7cloCA5BenzoeP2Q =g $ g
: | |

TTT T[T T TT [ TTTT[T i S0 0 B ) 0 0 R R B [ B o Y 2 U e S 0 o
£S5 (1] 15 0 o5 0 35 50 43 40 13 w 23 EL) (&) (1]

LC-MS/MS-Analyse

2stufBenzoeF2 21.08.2006 062050 2stufBenzoeP2
AT o X002
sz 3t
200000 i Touthna A
280000
200000
F 1n0000
0000
0 s
S0 S a3 s e 208 248
| 25 am 3 1EOT TSN 136 164 18I0 280 M8 237 £ AR
100 ] e
i TEN & a1 00
= Sizmag a0y
B08222 061 W
o i
ol
2
at

L0720 3% am 535 4 a1 13 M0 ST S - T T A LR
L] ' 2 3 H H ' T I " R A
Tieme )

2stufBenzoeP2 #1647 RT. 24,34 AV. 1 NL: 887E7
T: + csid=10,00 QIMS [ 100,00-1500.00]

100 N20

80|
L
é X

20| 240 13434

01129 170p 1983 2139 241 a7ge | (3140 395 4143 M35 4574 4964 5154 5467 5026 G184 oozs 6w

150 200 250 300 a0 400 450 500 560 600 850 700
miz

2stufBenzoeP? #1646 RT: 24,32 AV 1 NL: 4,13E6
F: + csid=10,00 Full ms2 312,088-25,00 [ 50,00-222,00]

{6 105.0
8 80
g %
E o 204,1
e 20 Fer]

o /511 70.2 89,1 1044 1161 1302 1440 1510 1530 1724 1908 2100 2171 2257 2381 2500 2661 2703 2034 2071 3121

80 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320
miz

183



VII Anhang

Novclobiocin 701

'H NMR Spektrum

SRR ER L E a R2gzg &
e e e e - - - R R e - o o el f 8 [
{ 1 |
|. [/ | A
|-. ||-: | i
simLZimtP4
Currerd Dats Pararwters
RAME
EXPRO .
PROCND 1

T ] T T T | T T T l T T T 'l T T T T T T T T | T T T T | T T T | T
L] 7 o s 4 3 2 1 Ll
ZimtsaureP4 21062008 20:38.52 ZimtsaureP4
i P EEL) L]
et B FEA
Zenree
8t 1478 838 174 1823 TADS T rs Frsy 2as s Man M7 EL TS L)
R —— e — = . =ar LR
T
i
g am
B000-648.0C] M
sy
980 L)
n3: I Mo B0 72
| OMam 33033 g0 g6 463 B8 TAD 008 BB RIS M0 1240 1398 ta10 RS 1838 1873 vigy WM 008 W MM TR IS MO x| | T 0 #A mam
i ALLDY LE? LALSF TRASr YIkarWinEe Taead \asht HAAA" " A0R" TAAE" "BRE A AR R I A D T TR T R AR A e e
Tiema (i)

ZimisaureP4 #1747 RT: 26,00 AV: 1 NL: 1.09€6
T: +csid=-10,00 Q3IMS [ 100.00-1500,00

w0 i 8833
1 16.4
larra 5080 54 5204 g
20

T g2mp BITH B4OS BT gppg

760 780 800 B20 840 860 880

ZimtsaureP4 #1750 RT: 2604 AV. 1 NL: 2,30E5
F: +csid=-10,00 Full ms2 639,17@-25,00 | 50,00-649,00]
108.0

100,

2820

Relative Abundance
5 &5 8 B
g
-]

! 1388 i

o 510 802 | | [TF° 1573 tmay 2375 2604 3110 M85 3931 4387 4804 5084

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800
miz

6512 5726 5997 6127 6413

184



VII Anhang

Novclobiocin 702

'H NMR Spektrum

R‘ot‘\cl“- .o —_— 0 e o O -l - ] [w B -E—N- Nl
IS —_—
E BEERREGEE385888582588588% GEEEER
L e e e ol o ol ™ K- - R R R ———sg =
. i
= 1
| o — s .
| simLzimtP5
|
| Curent Data Parameien
MAME  Aun14-7008-chan
| EXPNO 4
| PROCNO 1
Fi- Acgdemon Paratetors
Dats_ 20050814
Time 28T
NETRUM et

PULPROG
‘ ™ o
SOLVENT  MeOD
1 NS 200
os 2
S e
FIDRES 0126314 He
A 2 BEAA24] mac
RG s
ow 80400 usee
[ 3 B.00 usac.
TE 000K
| ot 100000000 sec
[ wmsamens CHANNEL {1 seassezs
1 H
1 P 11,30 waee
0048
| SFO1  4001634TIZ Wb
‘ ;: parnTeteny
S5 400 1600488 Mz
WOW EM
558 o
e [y Q30
ca o
PC 100
10 N pit parwmeters
o 2000 em
cY 1250 am
Fip 11,000 ppm
F1 4401 TAHe
L9~ - F2 .100opem
&t ol 2 40018 e
1 PPMCM 083000 ppriem
i { ﬁ|! || : ] .
| LR ! | | /
BV WAV N Al o clider oy
T T | T T T T [ T T T '| T T T T T T T T T T T | T T T T 1 T T —1—"—‘—‘—'— 1
1] 7 L) L] 4 ] 2 1 o -l
LC-MS/MS-Analyse
ZimtSaureP0s 15.08.2006 20:01:13 ZimtsaurePs
AT D00 .- 3003 - S
T B, P
Litiil IreSaseiy
B0000 |
[ P a_‘!""“' smar 38 g N
00
0 23 vira g i R wwgo mm W mas 2
- " T E oLTans
w:_ Le TEF + e aam 1000
o l)ﬂ;ﬂxl
| 2600880 007 WS
E -
-0 o8t i
s n08
i ol (e AW, e Prese M MM UFOR wm e s e foe WS na M ER mw W T gy, W
e s =it s e e A ATALLS LA "ot it A weag Al e s it it s
Tieves (et}
ZimtSaureP05 #1751 RT: 26,06 AV: 1 NL: 8.95E5
T: +csid=-10.00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
8302
100
80
60| 6625
| 6404 6532 663,6
40 8338 6370 8422 6508
| £ 6556 6646
| 6248 6288 6306 | a3 78 e a8l 6676 6603 gy oo o
& 20 6218 6269 6353 6458 sios i A
] |
B20 625 830 635 540 845 850 ass 680 665 670
miz
ZimtSaureP05 #1754 RT: 26,11 AV 1 NL: 345E4
F: + csid=-10,00 Full ms2 639,204-25,00 | 50.00-850,00]
08.0
100
E 80
é 80
‘% 40 1310
N 1 7.0 2822
o 881 | 1568 1803  217.32359 2623 | 3198 3350 M93 3808 4185 4300 4618 4765 6247 5464 5066 6235 6385
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
miz

185



VII Anhang

Novclobiocin 703

'H NMR Spektrum
nogt:A?cloCAszauhtPGQ

o= e & o D o W= r o — e —
Ge8G¥IESRIREE $5g%3883 ¢ 5&E 4 38552 &R2 &b
|/ /i lf /Lt
i | |
| I |
|
|
|
| |
41
3436 ] E 2
I = (13 ] : 2
22 | | t |
. v /| el A
| - il i,
_, l
|
1R ( | i‘l ’l
N INRY I
¥ 'I \w I v
v

T LI T R e e R LA L LI I T L ) L B [[|r|—'|—|'r—'—|—|—
L §) &0 14 10 (L] &0 55 50 a3 L] as 10 23 L m os
LC-MS/MS-Analyse
2SWIZIMPS 21.06.2006 05:50:04 2SUAZIMPE
RY 000-X&
i -
. T e P8
| =
155000 |
oo 2409 Mm T PR T T
{ ™ am ART4 1633 1742 1033 VRO TRAI J00W H.4h Z128 2308
ol i e - S
'Wi [} TEF o came10 00
g " ke e
i 5000476 05 MY
L2 Haeran
i<
| | »mm
ofST3 M 288321 448 S8 830 AW TS0 BNI U OB 1210 1330 073 9S00 WU GAGS  iN4B 19 WOED 3086 Mas e aans 2420 a8 DY oaTe g
o 1 2 3 4 L] L] 7 L L " " 2 2 “ 1] " w “» Rl xn n n ﬂ' El k] - e m o =
Tima (men|
ZSWEZMIPE #1761 RT: 26,18 AV 1 NL: 1,19E7
T: +csid=-10,00 Q3MS [ 100,00-1500,00]
8183
100
E 80
E 0
% 40 3383 6203
o« 20
3383 3911 mz 520,1 6187 | 6213
PR 8 {104 s | are §703 5017 7| 8245 O3 o725 7175 1308 7699 7916 muam  esse 05 oos2 ss23
350 400 450 500 550 600 850 700 750 800 850 900 950
miz
2SWAZIMIPE #1764 RT: 26.22 AV 1 WL 5,74E5
F: +csid=-10,00 Full ms2 619.22@-25,00 | 50,00-620,00]
100 100
in
&0 i
2 1310
E a0y
1 822 3382
20 1249 1202
1 1 156.9 2503 .
e L L ! 1818 2058 | | 2870 | 346.1 389.4 4280 4868 5070 5358 5558 5791 6115
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
miz

186



VII Anhang

Novclobiocin 704

'H NMR Spektrum

novCA7cloCA5ZimtP4Q |
[- X~ —_— SV — 0 S W - . -
r-g Ll WS o I“-%Hoﬂ\h W ™ E--]
- y =EmEmema O anmm L] n T
-] I-I'\!ﬂ ‘?QT"Q v_lf'\l‘"!f'bﬁ ™ - -+
[/ il
I/ {
(] |
1 |
|
[l
1
|
|l
.
, .
-l
| —
I e E
[Tillla | i

llll'l LELER B | lll'll[ll TrTrrr '[YYT T'Yl||||']'||||||||||l|||r||||l|||||||||.
&3 i 13 mw 65 &0 LE ] 50 45 40 as e 15 10 15 L] L]
LC-MS/MS-Analyse
25WIZimiP4 21.06.2006 04.48:33 2Stuf ZmtP4
WY 0oo- X
e To S PO
0000 |
;m.
i 288 B e7m MM e 188 1034 3035 388 19 2 iy BN xm mea 00 Wgs HAT
o e £ ] W
I TCF + g 1300
E = SIRiag-ase|
20.00-200 007 W3
L3 AT
“
i
ol B0 §82 278 323 391 47438 ADE TN TIY RS BT WS V06 1270 103D W IS4 1030 VA0 1790 WSO YOST 20M 2033 2284 2025 0s Mes | M gy gan s
B 4 o3 4 £ R T $ 8§ W N W W OW W W T W W ® N W B WX BN T W R K
Tena oy
2SWIZIMIP4 #1714-1756 RT: 2547-28,08 AV 21 NL: 6,86E7
T: + ¢ sid=-10,00 Q3IMS [ 100,00-1500,00]
5122
100 |
io
i°
40
§ ! o 5133
& 20
| ves 2110 271 301 302 aans |3 sons  eae3 7ae7 7907 aes e7e7 ose7 1236 tor20 11885 12267 12978 13875 14216
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
miz
25WiZimiP4 #1721-1743 RT: 2657-2586 AV: 11 NL: 1,01E7
F: +csid=10,00 Full ms2 512,18-25,00 | 60.00-520,00]
100 1310
80
80
§ 40
| 1
© 20 3201 il
o .. 710851 1030 1150 1430 1571 1751 2081 2040 2629 2061 3374 00 3651 3966 4181 4370 4537 4851 5126
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
miz

187



VII Anhang

Novclobiocin 705

'H NMR Spektrum
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Novclobiocin 731

'H NMR Spektrum

- Rl g B -] ~ =] L] el e Nl -l - - - e~ - e ==y -
§ S38cS8C833%388885585887 SZ8HERESREER g
B B e e A B e puc B R i) o
I !
VW I
|
| |
|
| 37
| 3]
o “F
|
[ 1|.s | 18
al | 1.4 |
- b
[ o8 |
'i | | L
|
| '.J | V “ ; /| ! 'Ju‘-iui | \‘!. .\ 'L‘.'\ M. \
o Nt eV -.....Ji | i : / ‘L&I lu‘ [ ek e
1 Il i
TYIlII.IlII-lIIIIl I[IIIlIIII II!III-lIIIIlIIIIlIII|l||||.II[I.'III[
LA 70 65 60 is EL) (L] 40 s pL 3 0 (5] e
LC-MS/MS Analyse
FerulaP2 21.06.2008 21.41:23 FerulaP2
AT 2003007
e w rares
1 ! Toral Scan POA
oo | Fanaws
oo
T e KU T P
e NN —_— __BABN 1596 1887 1754 VAN VA7 Y0NS 2080 1A 2240 T T BB LA N X4
ey s Y
g A TEF o cpe s
w ]
§ 5 s Sk,
© ! s
49: |
i =
ot Q’I'__wlg_____,tz_c‘jfg_ am 50 s 1252 TASY S0 1838 e e LE I NN UL
e 4 3 3 & & 8 R R T T T T T N " T
" s i = L]
FerulaP2 #1705 RT: 2530 AV: 1 NL: 51668
T. + coid=10,00 Q3MS | 100,00-1500,00]
100 669,
80|
!
3%
.E 40| !mg
& 20 063.2| | 7266 514
iﬂsu 6432 6464 BSOS 8620 00 8043 6730 6756 | |54 Goa7 M j044 7085 7175 7207 7218 e H L e
4 e i | I S P S e i W s i
640 850 660 670 680 600 700 710 720 730 740 750
miz

FerulaP2 #1696-1712 RT: 2525-2548 AV: 8 NL: 2 38ES
F: + sid=-10,00 Full ms2 885, 17@-25,00 | 50.00-885,00]
177.0

100
g
3| 108.0
1.
| 2821
0 125.0 2801 |
o131 L1 O e l1781 2278 2501 | 3080 3342 3784 4041 4301 4508 4918 5111 5458 5855 6088 0o05  oosA
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

miz

189



VII Anhang

Novclobiocin 741

'H NMR Spektrum
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Novclobiocin 742

'H NMR Spektrum
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6. 'H NMR-Daten der Produkte der neuen Novclobiocine aus
einstufiger und zweistufiger Fiitterung

Die in der Tabelle aufgefiihrten 'H NMR-Daten wurden in d4-Methanol bei 400 MHz
bzw. bei 250 MHz aufgenommen. Die chemische Verschiebung wurde in ppm
angegeben. Das Ldsungsmittelsignal von Methanol (3,30 ppm) wurde als Referenz
verwendet.

“br = breites Signal.

°Komplexes, iiberlappendes Signal, J nicht genau bestimmbar.
‘Komplexes, tiberlappendes Signal, J nicht bestimmbar.

192

0, Multiplizitit (J/Hz)

Position Novclobiocin 201 Novclobiocin 202 Novclobiocin 203
2-H 7,63 s 7,62 s 7,63 s
6-H 7,63 s 7,62 s 7,63 s
7-H3 2,26s 2,26s 2,27 s
8-H3 2,26s 2,26s 2,27 s
5-H 7,88 d (8,8) 7,85d (6,1) 7,90 d (6,8)
6’-H 7,31d (8,8) 7,31d(6,1) 7,07°
8'-H3 - - -
8'-H - - 7,07°
1”"-H 5,72 br’s 5,82 br's 5,63 br's
2”-H 4,34 br’ s 541br"s 424 br’ s
3”-H 5,70 dd (3,3; 10,3) 4,44 dd (2,8; 9,6) 5,59dd (2,2;9,9)
4"”"-H 3,72d (10,3) 3,56 d (9,6) 3,69d (9,9)
6°'-H3 1,18 s 1,17 s 1,20 s
7°"-H3 1,35s 1,38 s 1,37 s
8""-OCH3 3,52's 3,65 s 3,51s
3"7"-H 6,90d (3,7) 6,90d (3,4) 6,90 d (3,5)
4"""-H 5,93d (3,7) 5,95d (3,4) 5,94d (3,9)
6"’ '-H3 2,29 s 2,30 s 2,29 s

5, Multiplizitét (J/Hz)
Position Novclobiocin 204
2-H 7,65 s
6-H 7,65 s
7-H3 2,27 s
8-H3 2,27 s
5-H 7,82 d (9,0)
6’-H 7,17.d (9,0)
8'-H3 2,27 s
8-H -
1”"-H 5,55d(1,2)
2"-H 4,07t(3,2)
37-H 4,16 dd (3,6; 9,6)
4""-H 3,39d (9,6)
6’'-H3 1,10 s
7°"-H3 1,32's
8 '-OCH3 3,59 s
370 -
YT, -
6’"'-H3 -
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8, Multiplizitit (J/Hz)

.. Novclobiocin 217 | Novclobiocin 218 | Novclobiocin 219 Novelobiocinséure
Position 219A
2-H 7,79 br’ s 7,78 br’ s 7,79 br’ s 7,78 d (1,6)
5-H 6,83 d (8,6) 6,81d (8,4) 6,82 d (8,6) 6,82 d (8,6)
6-H 7,73 d (8,6) 7,72 d (8,4) 7,72 d (8,6) 7,72 dd (1,6; 8,6)
7-H2 2,63t(7,4) 2,62t (7,4) 2,62t (7,4) 2,63t (7,8)
8-H2 1,66 sext.(7,4) 1,65° 1,65 sext. (7,4) 1,66 sext. (7,8)
9-H3 0,97t (7,4) 0,96t (7,4) 0,96t (7,4) 0,97 t (7,8)
5-H 7,83 d (8,8) 7,81 d (8,8) 7,81d(9,0) 7,65 d (8,8)
6’-H 7,21d (8,8) 7,15d (8,8) 7,17.d (9,0) 6,84 d (8,8)
8’-H3 2,34 s 2,28 s 2,22's 2,26s
1”-H 5,62d (2,0) 5,69 d (2,6) 5,55d (1,6) -

2" H 4,28 br’s 5,37 t(2,6) 4,07 br’ s -
3"-H 5,67 dd (3,2;10,0) |4,41dd (3,2;9,2) |4,12dd (3,6;9,6) |-
4""-H 3,71d (10,0) 3,51d(9,2) 3,39d (9,6) -
6"'-H3 1,19s 1,19s 1,10 s -
7'-H3 1,37 s 1,42 s 1,32's -
8 '-OCH3 | 3,53 s 3,63 s 3,59 s -
3""-H 6,90d (3,8) 6,88 d (3,8) - -
4"""-H 5,94 d (3,8) 5,94 d (3,8) - -
6""'-H3 2,29 s 2,29 s - -
8, Multiplizitit (J/Hz)

.. Novclobiocin 225 | Novclobiocin 226 |Novclobiocin 227 Novelobiocinséure
Position 228
2-H 7,79 s 7,79 s 7,79 s 7,78 s
5-H 6,85d (8,4) 6,84 d (8,4) 6,84 d (8,4) 6,78 d (8,8)
6-H 7,76 d (8,4) 7,75 d (8,4) 7,75 d (8,4) 7,67 d (8.,8)
7-H2 3,40d (6,4) 3,40 d (6,8) 3,38 d (9,2) 3,40d (6,4)
8-H 6,05 m 6,03 m 6,03 m 6,03 m
9a-H(trans) | 5,03 d (10,0) 5,02d(10,4) 5,02 d (10,0) 5,02 d (10,8)
9a-H(cis) 5,07dd (1,2; 18,8) | 5,06 dd (2,0; 17,2) | 5,06 d (17,6) 5,07 d (18,0)
5-H 7,82 d (8,8) 7,81¢ 7,81¢ 7,75 d (8,2)
6’-H 7,20 d (8,8) 7,16 d (8,8) 7,17 d (8,8) 6,85d (8,2)
8'-H3 2,34s 2,28 s 2,27 s 2,26s
1”"-H 5,62 d (1,6) 5,69 d (2,6) 5,55d(2) -

2"-H 428 br's 5,37t (2,6) 4,07t (2,4) -
3""-H 5,67dd (3,2;10,0) |4,41dd (3,2,9,0) |4,16dd (3,2,9,6) |-
4""-H 3,71d (10,0) 3,51d(9,0) 3.,40° -
6"'-H3 1,19s 1,19 1,10 s -
7"'-H3 1,36 s 1,42's 1,32's -
8 '-OCH3 3,525 3,63 s 3,59 s -
3"""-H 6,90 d (3,6) 6,88 d (3,6) - -
4"""-H 5,94 d (3,6) 5,94 d (3,6) - -
6"""-H3 2,29 s 2,29 s - -
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o, Multiplizitat (J/Hz)

Position Novclobiocin 241
2-H 8,28 d (1,8)
5-H 6,94 d (7,8)
6-H 7,71 d (7,8)
9-H 2,75 sept. (6,8)
10-H3 1,23 d (6,8)
11-H3 1,23 d (6,8)
5-H 7,88 d (7,8)
6’-H 7,21d (7,8)
8'-H3 -
8-H -
1”"-H 5,70 br” s
2""-H 4,35br" s
3”-H 5,71 dd (10,3; 3,0)
4"-H 3,71d(10,3)
6’'-H3 1,19 s
7°"-H3 1,34 s
8 '-OCH3 3,51s
3"7’-H 6,90d (3,6)
4"""-H 5,94 d (3,6)
6""'-H3 2,29 s
o, Multiplizitit (J/Hz)
Position Novclobiocin 281
2-H 8,19 br’ s
5-H 6,94 d (8,2)
6-H 7,85d (8,2)
5-H 7,90 d (9,0)
6’-H 7,21d (9,0)
8'-H3 -
1”"-H 5,65 br’ s
2""-H 432 br’ s
3”-H 5,71dd (3,2; 10,4)
4""-H 3,71 d (10,4)
6’'-H3 1,20 s
7°"-H3 1,35s
8 '-OCH3 3,51s
3"7"-H 6,90d (3,4)
4"""-H 5,94d (3,4)
6’"'-H3 2,29 s
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8, Multiplizitat (J/Hz)

Novclobiocin 311 Novclobiocin 312 Novclobiocin 313
Position Vanillobiocin Isovanillobiocin Dechlorvanillobiocin
2-H 7,59 s 7,62 s 7,61 s
5-H 6,86 d (8,2) 6,88 d (7,2) 6,87 d (7,6)
6-H 7,54 d (8,2) 7,54 d (7,2) 7,54 d (7,6)
7-OCH3 3,925 3,93 s 3,93 s
5-H 7,87 d (8,8) 7,88 d (5,6) 7,92d(7,1)
6’-H 7,29 d (8,8) 7,29 d (4,8) 7,05¢
8'-H - - 7,05°
1"-H 572br"s 5,82d(1,2) 5,63 br’s
2”-H 435br" s 5,40 br’ s 4,24 br’ s
3""-H 5,71dd (2,4;12,2) 4,45 dd (9,6; 3,2) 5,59dd (2,5;10,2)
4""-H 3,72d (12,2) 3,56 d (9,6) 3,68 d (10,2)
6’'-H3 1,18 s 1,18 s 1,20 s
7°"-H3 1,35 s 1,38 s 1,37 s
8 -OCH3 |3,51s 3,64 s 3,51s
3"7'-H 6,90d (3,2) 6,89d (3,4) 6,90d (3,5)
4"""-H 5,93d(3,2) 5,95d(3.4) 5,94 d (3,5)
6"’ '-H3 2,29 s 2,30 s 2,29 s

6, Multiplizitét (J/Hz)

Position Novclobiocin 315 Novclobiocin 314
2-H 7,64 d (2,3) 7,64 d (2,0)

5-H 6,84 d (8,4) 6,84 d (8,1)

6-H 7,54 dd (1,8; 8,4) 7,54 dd (2,0; 8,1)
7-OCH3 3,925 3,92s

5-H 7,86 d (8,5) 7,83 d (9,1)

6’-H 7,11d (8,5) 7,13d (9,1)
8’-H3 2,27 s 2,33 s

1”"-H 5,53d(2,4) 5,60d (2,8)
2""-H 4,07t (2,4) 4,28t (2,8)

3”-H 4,16 dd (3,0; 9,4) 5,68 dd (3,0; 9,9)
4""-H 3,38d (9,4) 3,70d (9,9)

6" '-H3 1,11s 1,20's

7°"-H3 1,32's 1,36 s

8-OCH3 [3,59s 3,52's

37’-H - 6,90d (4,1)
4""-H - 5,94d (4,1)

6"’ '-H3 - 2,29 s
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8, Multiplizitit (J/Hz)

Position Novclobiocin 371 Novclobiocin 372
2-H 7,28 d (8,1) 7,31d(8,3)
3-H 7,92 d (8,1) 7,93 d (8,3)
5-H 7,92 d (8,1) 7,93 d (8,3)
6-H 7,28 d (8,1) 7,31d (8,3)
7-H 2,51s 2,52's
5-H 7,89 d (8,4) 7,88 d (8,8)
6’-H 7,19d (8,4) 7,19d (8,8)
8'-H - -
1"-H 5,69 br' s 5,78 d (1,3)
2"-H 4,34 br’ s 5,39 br' s
3”-H 5,72 dd (3,0; 10,0) 4,45 dd (3,3;9,7)
4""-H 3,71d(10,0) 3,55d(9,7)
6’'-H3 1,20 s 1,18 s
7°"-H3 1,35 s 1,38 s
8""-OCH3 3,51s 3,64 s
37’-H 6,91d (3,8) 6,89d (3,4)
4"""-H 5,94 d (3,8) 5,95d (3,4)
6"’ '-H3 2,30 s 2,30 s

5, Multiplizitit (J/Hz)
Position Novclobiocin 384 Novclobiocin 385
2-H 7,70 br’ s 7,70 br’ s
5-H 6,72d (9,2) 6,71d (8,4)
6-H 7,67 d (9,2) 7,66 d (8,4)
7-H3 2,19s 2,19s
5-H 7,83d(9,4) 7,81 d (8,8)
6’-H 7,22d (9,4) 7,16 d (8,8)
8'-H3 2,34 s 2,28 s
1”-H 5,62d(1,4) 5,69d (2,4)
2"-H 4,29t (1,6) 5,37t(3,2)
3”-H 5,67 dd (2,8; 9,8) 4,41 dd (2,8; 8,8)
4""-H 3,71d (9,8) 3,51d(8,8)
6’'-H3 1,18 s 1,19 s
7°"-H3 1,36 s 1,41s
8""-OCH3 3,52s 3,63 s
37’-H 6,90d (3.4) 6,88 d (3,8)
4"""-H 5,94d (3,4) 5,94d (3,8)
6"’ '-H3 2,29 s 2,29 s
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6, Multiplizitét (J/Hz)

Position Novclobiocin 601 Novclobiocin 602 Novclobiocin 603
2-H 8,02d(7,2) 8,02d(7,4) 8,02 d (7,0)
3-H 7,48t (7,2) 7,50t (7,4) 7,51t (7,0)
4-H 7,57 1 (6,8) 7,58 t(7,4) 7,59t (7,0)
5-H 7,48t (7,2) 7,50t (7,4) 7,51t (7,0)
6-H 8,02d(7,2) 8,02d(7,4) 8,02d (7,0)
5-H 7,91d (8,8) 7,89 d (9,0) 7,93d(9,2)
6’-H 7,28 d (8,8) 7,30 d (9,0) 7,07°
8'-H - - 7,07°
1”-H 5,71¢ 5,82d (1,6) 5,64 br’ s
2"-H 433 br's 540t (2,4) 424 br"s
3""-H 5,71° 4,44 dd (9,4; 3,2) 5,59 dd (9,6; 2,8)
4"-H 3,72.d (10,0) 3,56 d (9,4) 3,69d (9,6)
6"'-H3 1,20 s 1,18 s 1,20 s
7"-H3 1,35s 1,38 s 1,37 s
8"'-OCH3 3,52s 3,64s 3,51s
3"""-H 6,90d (3,4) 6,89d (3,4) 6,90 d (3,0)
4"""-H 5,94d(3,4) 5,95d(3,4) 5,94 d (3,0)
6’""-H3 2,29 s 2,30 s 2,29 s

8, Multiplizitét (J/Hz)
Position Novclobiocin 604 Novclobiocin 606 NOVCIO?&C Insaure
2-H 8,02d(7,4) 8,02d(7,2) 8,02d(7,2)
3-H 7,46 t (7,4) 7,51°t(7,2) 7,46 1(7,2)
4-H 7,52 t(7,4) 7,53°t(7,2) 7,53 t(7,2)
5-H 7,46t (7,4) 7,51°t(7,2) 746t (7,2)
6-H 8,02d (7,4) 8,02d(7,2) 8,02d(7,2)
5-H 7,84 d (9,0) 7,82.d (8,3) 7,69 d (8,8)
6'-H 7,14 d (9,0) 7,15d(8,3) 6,77 d (8,8)
8'-H3 2,34s 2,27 s 2,26 s
8'-H - - -
1”"-H 5,60 d (1,6) 5,55d(2,2) -
2"-H 4,271t(3,2) 4,07t(2,2) -
3""-H 5,68 dd (2,8; 9,8) 4,16 dd (3,3;9,5) -
4""-H 3,70d (9,8) 3,39d(9,5) -
6"'-H3 1,20 s 1,11s -
7'-H3 1,36 s 1,32's -
8"'-OCH3 3,52's 3,59 s -
37"-H 6,90d (3,4) - -
4""-H 5,94d (3,4) - -
6""'-H3 2,29 s - -
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d, Multiplizitét (J/Hz)

Position Novclobiocin 701 Novclobiocin 702
1-H 7,01d (15,3) 6,98 d (16,4)
2-H 7,71d (15,3) 7,69 d (16,4)
4-H 7,60 d (6,8) 7,62d(7,1)
5-H 739 m 739°t(7,1)
6-H 739m 739°t(7,1)
7-H 7,39 m 739°t(7,1)
8-H 7,60 d (6,8) 7,62d(7,1)
5"-H 7,89d (8,2) 7,89 d (8.5)
6-H 7,29d (8,2) 7,27 d (8.5)
8-H - -
1""-H 5,71 br' s 5,79 br' s
2"-H 434brs 5,39 br' s
3"-H 5,68 dd (2,4; 9.,8) 4,44 dd (3,3; 9,6)
4""-H 3,72d(9,8) 3,56 d (9,6)
6"'-H3 1,17 s 1,17 s
7"-H3 1,36 s 1,38's
8 -OCH3 |3,51s 3,643
37-H 6,90 d (3,4) 6,89 d (3,5)
4""-H 5,94 d(3,4) 5,95d (3,5)
6""’-H3 229s 2,30s

8, Multiplizitit (J/Hz)
Position Novclobiocin 703 Novclobiocin 704 | Novclobiocinsdure 705
1-H 6,89 d (14,0) 6,96 d (15.,6) 6,92d (14,7)
2-H 7,62 d (14,0) 7,67 d (15.,6) 7,63 d (14,7)
4-H 7,60 d (7,4) 7,61d(7,4) 7,61d (6,8)
5-H 7,38°t (7,4) 739°t(7,4) 7,38°(6,8)
6-H 7,38°t(7.,4) 7,39°t (7,4) 7,38° 1 (6,8)
7-H 7,38°t (7,4) 739°t(7,4) 7,38°(6,8)
8-H 7,60 d (7,4) 7,61d(7,4) 7,61 d (6,8)
5"-H 7,83 d (8,0) 7,81d(9,0) 7,81d(8,9)
6'-H 7,14 d (8,0) 7,16 d (9,0) 6,73 dd (2,0; 8,9)
8"-H - - 6,63 d (2,0)
8'-CH3 2,33 s 2,26's -
1”-H 5,59d(2,2) 5,55d(2,0) -
2"-H 4271(2,2) 4,07 t (2,0) -
3"-H 568dd(2,8;9.8) |4,15dd (3,6:9,6) |-
4""-H 3,70 d (9,8) 3,39 d (9,6) -
6" "-H3 1,19s 1,10's -
7"-H3 1,36 s 1,32 s -
8-OCH3 [3,52s 3,59 -
3-H 6,90 d (3,8) - -
4""-H 5,94 d (3,8) - -
6'-CH3 [2,29s - -
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