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Einleitung 1

| Einleitung
1. Isoprenoide Naturstoffe

1.1  Struktur, Bedeutung und Herkunft

Isoprenoide, auch als Terpene oder Terpenoide bezeichnet, sind Naturstoffe, deren
Struktur sich formal durch Vervielfachung von C5-Isopreneinheiten (Isopren= 2-
Methylbutadien) aufbaut (s. Abb. I.1) (Hansel et al., 1999).

Isoprenoide kommen in allen Organismen vor, insbesondere in grunen Pflanzen. Mit
mehr als 23 000 bekannten Strukturen stellen sie eine grof3e und strukturell
vielfaltige Gruppe unter den Naturstoffen dar (Sacchettini and Poulter, 1997).
Aufgrund ihrer strukturellen Unterschiede und den damit verbundenen
unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften haben Isoprenoide
die verschiedensten biologischen Aktivitaten und pharmakologischen Eigenschaften.
Neben den reinen Terpenen sind sog. Hybrid-Naturstoffe mit isoprenoiden Resten
ebenfalls eine wichtige Stoffgruppe (siehe Tabelle 1.1). Viele in der Vergangenheit
und Gegenwart eingesetzte Arzneistoffe gehoren in diese Klasse. Aber auch
Coenzyme (Ubichinon und Plastochinon) und Vitamine (Tocopherol, Phyllochinon
und Menachinon) tragen Reste terpenoiden Ursprungs.

A

Abb. 1.1 Isopren (2-Methylbutadien)

Tab. 1.1: Isoprenoid-Hybride und ihre biologische Aktivitat

Naturstoff Quelle Isoprenoid-Hybrid Biolog. Aktivitat
Khellin Pflanzlich Polyketid bronchospasmolytisch
Mycophenolsaure Pilzlich Polyketid immunsuppressiv
Tetrahydrocannabinol Pflanzlich Polyketid narkotisch, antiemetisch
Rotenon Pflanzlich Isoflavonoid insektizid

Psoralen Pflanzlich Cumarin photosensibilisierend
Novobiocin Bakteriell Cumarin antibiotisch

Lucidin Pflanzlich Anthrachinon mutagen

Emetin Pflanzlich Isochinolinalkaloid  emetisch

Ergometrin Pilzlich Ergotalkaloid Uterotonikum

Reserpin Pflanzlich Indolalkaloid antihypertensiv
Vincristin Pflanzlich Indolalkaloid antineoplastisch

Taxol Pflanzlich Taxusalkaloide antineoplastisch
Strychnin Pflanzlich Indolalkaloid toxisch

Lyngbyatoxin Bakteriell Indolalkaloid inflammatorisch

Chinin Pflanzlich Chinolinalkaloid gegen Malaria
Camptothecin Pflanzlich Chinolinalkaloid Topoisomeraseinhibitor

Auch aus der Gattung Streptomyces sind mehrere Substanzen bekannt, die aus dem
Terpenstoffwechsel stammen. Streptomyceten sind grampositive Bodenbakterien



2 Einleitung

und gehdren zu den wichtigsten Naturstoffproduzenten und produzieren als
bakterielle Sekundarstoffe verschiedene biologisch aktive Substanzen (Hopwood,
2007). Sie produzieren eine Reihe von Substanzen terpenoiden Ursprungs, die
strukturell unterschiedlich zu Isoprenoiden aus eukaryotischen Zellen sind (Dairi,
2005). Isoprenoid-Hybride aus Streptomyces enthalten eine oder mehrere
unterschiedlich lange Prenylseitenketten in ihren Strukturen, wie z.B. Cumarine
(Novobiocin und Clorobiocin), Naphthochinone (Naphterpin, Furaquinocin,
Napyradiomycin und Furanonaphthochinon ), Phenazine (Lavanducyanin,
Benthocyanin und Endophenazine A-C) und andere aromatische Verbindungen.

1.2 Biosynthese von Isoprenoiden in Streptomyces

Die Biosynthese von Isoprenoiden erfolgt in Tieren und Archaebakterien Uber den
Mevalonatweg (Eisenreich et al., 2004; Kuzuyama and Seto, 2003). Dabei wird
Isopentenyldiphosphat (IPP) aus drei Molekulen Acetyl-CoA Uber 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) und Mevalonsaure synthetisiert (s. Abb. 1.2). Es
existiert jedoch ein alternativer Biosyntheseweg, der als Methylerythritolphosphatweg
(MEP-Weg) bezeichnet wird. Die Bildung von Isoprenoiden Uber den
mevalonatunabhangigen MEP-Weg konnte in Bakterien, Grunalgen und in hoheren
Pflanzen nachgewiesen werden (Eisenreich et al., 1997; Rohmer et al., 1993;
Schwender et al, 1996). Bei diesem alternativen Biosyntheseweg sind
Glycerinaldehyd-3-phosphat und Pyruvat die Vorstufen. Sie werden via 1-Desoxy-D-
xylulose-5-phosphat (DXP) und 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP) zu IPP
umgewandelt (s. Abb. |.3).

Acetoacetyl- HMG-CoA- HMG-CoA-
CoA- synthase synthase __0 reduktase _53
2% —_—
H3C SCoA SCoA SCoA 2xNADPb5 nappH
tyl- c A
Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA " " HMG-CoA Mevalonsaure

Mevalonatkinase fo) OH Diphosphomevalonat-
Phosphomevalonatkinase/u\)-'\/\ decarboxylase )\/\ IPP- Isomerasﬁ\/\
7\ HO (2 RG) 7 N o—®® ~ -®@
2xATP 2xADP Diphosphomevalonat ADP  |sopentenyldiphosphat Dimethylallyldiphosphat

(IPP) (DMAPP)

Abb. 1.2 Biosynthese von IPP liber den Mevalonatweg
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(o)

)I\ COOH
DXP-Redukto-

Pyruvat DXP- Synthase |somerase ?H
o NADPH NADP OH OH

1- Desoxy -D-xylulose- 2-Methyl-D-erythritol-
H)‘\‘/\O—® 5-phosphat 4-phosphat
OH (DXP) (MEP)
Glycerinaldehyd-
3-phosphat

)\/\ IPP-Isomerase )\/\
NN o 7 o-®@

Dimethylallyldiphosphat Isopentenyldiphosphat
(DMAPP) (IPP)

Abb. 1.3 Biosynthese von IPP liber den Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg)

Streptomyceten benutzen den MEP-Weg zur Biosynthese von Metaboliten des
Primarstoffwechsels, wie z.B. Menachinon (Kuzuyama and Seto, 2003; Seto et al.,
1996), sowie fur die Produktion der Isopreneinheiten einiger Sekundarstoffe wie
Pentalenolacton (Cane et al., 1979; Kuzuyama and Seto, 2003), Carquinostatin B
(Orihara et al., 1997), Moenomycin A (Endler K. et al., 1998) und Novobiocin (Li et
al., 1998; Orihara et al., 1998). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass einige
Streptomyces-Arten zusatzlich den Mevalonatweg zur Bereitstellung von IPP nutzen
und diesen Stoffwechselweg anscheinend ausschlieBlich fur die Produktion von
Sekundarstoffen verwenden (Kuzuyama and Seto, 2003). Futterungsexperimente mit
['*C]markierten Vorstufen haben gezeigt, dass die Isoprenoideinheiten von
Naphterpin (Seto et al., 1996; Shin-Ya et al., 1990), Furaquinocin (Funayama et al.,
1990), Napyradiomycin (Shiomi et al., 1987), BE-40644 (Seto et al., 1998) und
Terpentecin (Isshiki et al., 1986) Uber den Mevalonatweg synthetisiert werden. Die
Ergebnisse der Futterungsexperimente wurden durch neuere genetische Daten
untermauert, die zeigen, dass die Produzenten von Furaquinocin, Naphterpin,
Terpentecin und BE-40644 in ihrem Genom Gene enthalten, die flr die sechs
bendtigten Enzyme des Mevalonatwegs kodieren: HMG-CoA-Synthase, HMG-CoA-
Reduktase, Mevalonatdiphosphatdecarboxylase, Phosphomevalonatkinase,
Mevalonatkinase und Typ-ll-IPP-Isomerase (Hamano et al., 2001; Kawasaki et al.,
2003; Kawasaki et al., 2006; Takagi et al., 2000). Diese sechs Gene sind in den vier
Genclustern in derselben Reihenfolge in einem einzigen Operon angeordnet und die
orthologen Gene zeigen im Durchschnitt mehr als 70% Sequenzahnlichkeit auf
Aminosaureebene. Durch heterologe Expression wurde nachgewiesen, dass diese
Gene die Biosynthese von IPP Uber den Mevalonatweg steuern.
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2. Phenazine

2.1  Struktur, Vorkommen und Bedeutung

Mehr als 6 000 Phenazinstrukturen sind bekannt und mehrere Hundert davon
besitzen unterschiedliche biologische Aktivitdten (Laursen and Nielsen, 2004).
Phenazine sind planare, heterozyklische, stickstoffhaltige Metabolite und aufgrund
ihrer hohen Elektronendichte leicht fir Redoxreaktionen zuganglich. Sie haben
antibiotische und antimykotische Eigenschaften, aullerdem zeigen sie Aktivitat gegen
Tumoren, Malaria und Parasiten (Blankenfeldt et al., 2004; Laursen and Nielsen,
2004).

Naturlich vorkommende Phenazine werden ausschlieRlich von Bakterien als
Sekundarstoffe gebildet (Turner and Messenger, 1986). Die meisten werden von
Pseudomonas- und Streptomyces-Arten sowie von einigen marinen Bakterienarten
und Bodenbakterien produziert (Laursen and Nielsen, 2004). Die aus Pseudomonas-
Arten isolierten Phenazine sind meist einfache Strukturen (Laursen and Nielsen,
2004), wie z.B. die schon im 19. Jahrhundert aus Pseudomonas aeruginosa
isolierten Phenazine Pyocyanin und Chlororaphin oder das seit der ersten Halfte des
20. Jahrhunderts bekannte violette lodinin aus Pseudomonas aureofaciens (Turner
and Messenger, 1986) (s. Abb. 1.4). Das von dem human-pathogenen Pseudomonas
aeruginosa gebildete Pyocyanin farbt das Sputum von Patienten mit zystischer
Fibrose blau und hemmt als bakterieller Virulenzfaktor die Ziliarfunktion des
Flimmerepithels in den Lungen (Mavrodi et al., 2006; Wilson et al., 1987).

Dagegen wurden aus Streptomyces auch komplexere Strukturen isoliert, wie z.B.
Griseolutein (Umezawa et al., 1950) oder Esmeraldin (Keller-Schierlein et al., 1988)
(s. Abb. 1.4). Diese hoher substituierten Phenazine besitzen neben der antibiotischen
Wirkung auch Radikalfangereigenschaften und zeigen Aktivitdit gegen Tumoren
(Laursen and Nielsen, 2004).
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Abb. 1.4 Strukturen verschiedener Phenazine

2.2 Biosynthese

Die Biosynthese des Phenazingrundgeriusts wurde in mehreren Studien mit
radioaktiv markierten Vorstufen in Pseudomonas untersucht. Chorisminsaure nimmt
dabei anscheinend eine Schlusselrolle ein (Mavrodi et al., 2006). Der hypothetische
Biosyntheseweg von Phenazin-1-carbonsaure in P. fluorescens 2-79 ist in Abb. 1.5
dargestellt (Mavrodi et al., 2006).

Die Beteiligung von PhzC, PhzE und PhzD an der Bildung von 3-Desoxy-D-
arabinoheptulosonsaure-7-phosphat (DAHP), 2-Amino-2-desoxy-isochorisminsaure
(ADIC) und 2,3-Dihydro-3-hydroxyanthranilsaure (DHHA) ist experimentell belegt
(McDonald et al., 2001; Parsons et al., 2003). Dagegen ist die Funktion von PhzA,
PhzB und PhzG weitgehend unklar (Mavrodi et al., 2006). PhzF scheint fur die
Isomerisierung von DHHA bendétigt zu werden, bevor dann durch Dimerisierung und
Oxidation das Phenazingerust entsteht (Blankenfeldt et al., 2004; Parsons et al.,
2004). Die beiden Stickstoffatome des Heterozyklus stammen von Glutamin, dessen
Aminogruppe enzymatisch auf Chorisminsaure tUbertragen wird (s. Abb. 1.5).

Zu Beginn dieser Arbeit waren bereits mehrere Phenazin-Biosynthesegencluster aus
verschiedenen Pseudomonas- und Erwinia-Arten bekannt (Georgakopoulos et al.,
1994; Giddens et al., 2002; Mavrodi et al., 1998; Pierson, Ill and Thomashow, 1992).
In Abb. 1.5 ist das Biosynthesegencluster aus P. fluorescens 2-79 (McDonald et al.,
2001) schematisch dargestellt.
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Abb. 1.5 Phenazin-Biosynthesegencluster aus P. fluorescens 2-79 und hypothetischer
Biosyntheseweg von Phenazin-1-carbonséure.

2.3 Prenylierte Phenazine

Aus Streptomyces sind sowohl C- als auch N-prenylierte Phenazine isoliert worden
(s. Abb. 1.6). Das von S. prunicolor gebildete N-prenylierte Benthocyanin B zeigt in
vitro starke Radikalfangereigenschaften (Laursen and Nielsen, 2004). Lavanducyanin
aus Streptomyces sp. strain CL190 zeigt hingegen Aktivitat gegen bestimmte
Tumorzelllinien und eine kompetitive Hemmung der Testosteron-5a-Reduktase
(Laursen and Nielsen, 2004).

Die C-prenylierten Endophenazine A-C wurden zusammen mit Endophenazin D und
Phenazin-1-carbonsaure als Sekundarmetabolite aus S. anulatus 9663 beschrieben,
der als endosymbiontischer Stamm aus dem Verdauungstrakt einer Assel isoliert
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wurde (Isopoda Gen. spec.) (Gebhardt et al., 2002; Krastel et al., 2002). Die
Endophenazine A und C zeigen antibiotische Aktivitat gegen grampositive Bakterien
und einige Pilze, wohingegen fir Endophenazin B keinerlei biologische Aktivitat
gezeigt werden konnte (Gebhardt et al., 2002). Endophenazin A und B haben eine
schwach herbizide Wirkung gegen Lemna minor.

Tax et al. haben zusammen mit Phenazin-1-carbonsaure ein an Position 6
C-prenyliertes Phenazin aus S. cinnamonensis ATCC 15413 isoliert (Tax et al.,
1983). Die berichteten spektroskopischen Daten von Endophenazin A (Krastel et al.,
2002) waren identisch mit denen der von Tax et al. beschriebenen 1,6-substituierten
Substanz, weshalb Krastel et al. davon ausgingen, dass es sich um dieselbe
Substanz handelt. Ergebnisse von NOE-Messungen (Nuclear Overhauser Effect)
zeigten jedoch, dass die Dimethylallylseitenkette nicht an Position 6 sondern an
Position 9 des Phenazinrings gebunden ist (Krastel et al., 2002).

(0] COOH
S N 0
(o]
Y
Lavanducyanin Benthocyanin B

COOH COOH COOH |i|
@: ) @: ) @:
/
I o
CH,

CH,

Endophenazin A Endophenazin B Endophenazin C

Abb. 1.6 Strukturen von Lavanducyanin, Benthocyanin B und Endophenazin A-C

Das N-prenylierte Phenazin Lavanducyanin wird vom Naphterpinproduzenten
Streptomyces sp. strain CL190 gebildet (Imai et al., 1989), in dessen Genom ein
komplettes Mevalonat-Biosynthesegencluster gefunden wurde (Takagi et al., 2000).
Die Prenyleinheit von Naphterpin stammt aus dem Mevalonatstoffwechsel, weshalb
Kuzuyama und Seto spekulierten (2003), dass auch die Prenyleinheit von
Lavanducyanin aus dem Mevalonatstoffwechsel stammt. Kuzuyama et al. (2002)
untersuchten die Produzenten von Aestivophoenin und Benthocyanin mittels
Southern Hybridisierung unter Verwendung der konservierten Bereiche der HMG-
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CoA-Reduktase als Sonde. Die Autoren konnten bei beiden Produzenten eine
Kreuzhybridisierung mit der Sonde zeigen. Insofern erscheint es plausibel, dass die
Isopreneinheiten von Aestivophoenin  und Benthocyanin auch Uber den
Mevalonatweg synthetisiert werden (Kuzuyama and Seto, 2003).

3. Furanonaphthochinon |

3.1  Vorkommen, Struktur und Bedeutung

Furanonaphthochinon | (FNQ 1) ist ein Polyketid-lsoprenoid-Hybrid, was als
Meroterpenoid bezeichnet wird (Simpson, 1998). Es ist zusammengesetzt aus einem
acetogenen Naphthochinongertst und einer zyklisierten Geranylseitenkette (s. Abb.
[.7). FNQ | wurde von Sedmera et al. (1991) aus S. cinnamonensis ATCC 15413
isoliert und beschrieben.

FNQ 1 ist strukturell verwandt mit Naphterpin aus Streptomyces sp. strain CL 190
(Shin-ya et al., 1990) und Furaquinocin A und D aus Streptomyces sp. strain KO-
3988 (Funayama et al., 1989) (s. Abb. |.7). Alle diese Substanzen haben
antimikrobielle, antioxidative, antivirale und antiinflammatorische Eigenschaften und
zeigen zudem Aktivitat gegen Tumoren (Kuzuyama et al., 2005).

Furanonaphthochinon |
(FNQI)

Furaquinocin D R= CHj;

Furaquinocin A R= CH,OH

OH O

Naphterpin

Abb. 1.7 Strukturen von Furanonaphthochinon | (FNQ 1), Naphterpin und Furaquinocin A und D

Ein weiteres Furanonaphthochinon FNQ 3 (s. Abb. 1.8) wurde aus der Rinde von
Tecoma ipe isoliert bzw. spater synthetisch hergestellt (Nagata et al., 1998). Wie
auch FNQ 13, das ebenfalls von Nagata et al. synthetisch hergestellt wurde, ist
FNQ 3 aktiv gegen Pilze, gramnegative und grampositive Bakterien, darunter auch
einige Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) Stamme (Nagata et al.,
1998). Aullerdem konnte fur FNQ 3 in vitro eine gute Aktivitdt gegen leukamische
Tumorzellen gezeigt werden (Desmond et al., 2005).
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Abb. 1.8 Strukturen von FNQ 3 und FNQ 13

3.2 Biosynthese von Furanonaphthochinon |

Furanonaphthochinon | (FNQ I) ist zusammengesetzt aus einem
Naphthochinongerist und einer zyklisierten isoprenoiden Seitenkette (s. Abb. 1.7).
Die Isopreneinheit kann sowohl aus dem Mevalonat- als auch aus dem
Methylerythritolphosphatstoffwechsel (s. Abb. 1.2 und Abb. 1.3) stammen. Durch
Futterungsversuche mit ["*C]markiertem Acetat wurde nachgewiesen, dass die
Isopreneinheiten der Meroterpenoide Naphterpin, Furaquinocin, Napyradiomycin,
BE-40644 und Terpentecin Uber den Mevalonatweg gebildet werden (Funayama et
al., 1990; Isshiki et al., 1986; Seto et al., 1996; Seto et al., 1998; Shin-Ya et al., 1990;
Shiomi et al., 1987).

Das Naphthochinongerist von FNQ | leitet sich sehr wahrscheinlich von
1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin (THN) ab. Die oben erwahnten
Fltterungsexperimente haben fur die Biosynthese von Naphterpin, Furaquinocin und
Napyradiomycin gezeigt, dass ein symmetrisches Intermediat, wahrscheinlich THN,
vorkommen muss (Funayama et al., 1990; Shin-Ya et al., 1990; Shiomi et al., 1987).
THN entsteht durch Kondensation von funf Molekilen Malonyl-CoA unter
enzymatischer Katalyse einer THN-Synthase. Fur RppA aus S. griseus (Funa et al.,
1999; Funa et al., 2002) und aus S. antibioticus IFO 13271 (Funa et al., 2005) sowie
fur ein ahnliches Protein aus S. coelicolor (Austin et al., 2004; Izumikawa et al.,
2003) wurde die Funktion als THN-Synthase nachgewiesen. THN wird unter
Beteiligung von MomA, einer Monooxygenase, enzymatisch zu Flaviolin oxidiert
(Funa et al.,, 2005). In Abb. 1.9 ist der hypothetische Biosyntheseweg fir FNQ |
schematisch dargestelit.
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Abb. 1.9 Schematische Darstellung des hypothetischen Biosynthesewegs von FNQ | in
S. cinnamonensis DSM 1042

4. Prenyltransferasen

Prenyltransferasen sind ubiquitéar vorkommende Enzyme, die die Alkylierung von
elektronenreichen  Systemen durch Isoprendiphosphate katalysieren. Als
Prenylakzeptor kommen Isopentenyldiphosphat (IPP), Prenyldiphosphate hoherer
Ordnung, aromatische Molekule oder Proteine in Frage.

Die Prenylierung von aromatischen Verbindungen hat zu einer grof3en Vielfalt von
Sekundarstoffen in der Natur gefuhrt. Die entstehenden Hybrid-Isoprenoide
unterscheiden sich oftmals in ihren Eigenschaften und biologischen Aktivitaten von
ihren nicht-prenylierten Vorstufen (Botta et al., 2005b). Insofern nehmen sogenannte
»<aromatische Prenyltransferasen® eine Schlusselrolle ein, da sie die Verknupfung des
Isoprenoidrestes mit einem Aromaten aus dem Polyketid-, Shikimat- oder
Phenylpropan-Weg katalysieren. Dennoch ist bisher wenig Uber Prenyltansferasen
bekannt, die die Ubertragung eines Isoprenoidrestes auf Aromaten katalysieren.
Dahingegen sind frans-Prenyltransferasen aus dem Terpenstoffwechsel oder auch
Proteinprenyltransferasen intensiver erforscht worden (Liang et al., 2002).
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Einige aromatische Prenyltransferasen sind in der Vergangenheit untersucht worden.
Meist handelte es sich dabei um Enzyme aus dem Primarstoffwechsel wie z.B. UbiA
aus der Ubichinon-Biosynthese (Melzer and Heide, 1994), MenA aus der
Menachinon-Biosynthese (Suvarna et al., 1998), SIr1736 aus der Tocopherol-
Biosynthese (Schledz et al., 2001) oder Pds2 aus der Plastochinon-Biosynthese
(Collakova and DellaPenna, 2001). LePGT1 und 2 aus der Shikonin-Biosynthese in
Lithospermum erythrorhizon sind dagegen aromatische Prenyltransferasen aus dem
Sekundarstoffwechsel (Yazaki et al., 2002). Alle diese Prenyltransferasen sind
membrangebundene Proteine, deren enzymatische Aktivitat von der Anwesenheit
zweiwertiger Kationen abhangig ist und die das typische Prenyldiphosphat-
Bindemotiv (D/N)DXXD enthalten.

Erst seit wenigen Jahren ist eine neue Klasse von aromatischen Prenyltransferasen
aus Streptomyceten bekannt, die dieses (D/N)DXXD-Motiv nicht aufweisen. Diese
Klasse umfasst CloQ und NovQ, die in der Biosynthese der
Aminocoumarinantibiotika Clorobiocin und Novobiocin fir die Verknlpfung einer
Dimethylallyleinheit mit C-3 von 4-Hydroxyphenylpyruvat verantwortlich sind (Pojer et
al., 2003), sowie Orf2 aus der Naphterpin-Biosynthese. Orf2 verknupft eine
Geranyleinheit mit verschiedenen phenolischen Substraten, wobei das genuine
Substrat von Orf2 bisher noch unbekannt ist (Kuzuyama et al., 2005). Wahrend die
enzymatische Aktivitat von CloQ unabhangig von zweiwertigen Kationen ist, benotigt
Orf2 die Anwesenheit von Magnesium.

Die Rontgenstruktur von Orf2 wurde von Kuzuyama et al. (2005) aufgeklart. Orf2
besitzt eine neuartige Proteinstruktur, die sog. Prenyltransferase-Barrel (PT-Barrel).
Im Gegensatz zur weit verbreiteten a/B-Barrel weist diese PT-Barrel nicht parallele,
sondern antiparallele B-Faltblattstrange auf, bedingt durch die regelmalige
Wiederholung eines a-Helix/p-Faltblatt/B-Faltblatt/a-Helix-Motives (Kuzuyama et al.,
2005).

Die Prenyltransferasen dieser Klasse sind alle l6sliche, monomer vorliegende
Biokatalysatoren, die zum Teil ein ungewdhnliches Spektrum von aromatischen
Substraten akzeptieren.

Einige pilzliche aromatische Prenyltransferasen sind ebenfalls in jungster Zeit
identifiziert und charakterisiert worden. Dazu gehoért auch FgaPT1, ein Enzym aus
der Fumigaclavin-Biosynthese aus Aspergillus (Unsdld and Li, 2006), das eine sog.
.reverse® Verknlipfung der Dimethylallyleinheit mit dem aromatischen Substrat
katalysiert, was bedeutet, dass die Bindung des Prenyldiphosphates zum Aromaten
uber C-3 des Prenyldiphosphates erfolgt (Williams et al., 2000).

Eine weitere reverse Prenyltransferase ist LtxC aus der Lyngbyatoxin-Biosynthese
aus Lyngbya majuscula (Edwards and Gerwick, 2004).

Bis zu Beginn dieser Arbeit war noch keine reverse Prenyltransferase aus
Streptomyces bekannt.
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5. Zielsetzung der Arbeit

Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 produziert zwei Arten von Sekundarstoffen
mit isoprenoiden Strukturen: das geranylierte Naphthochinon Furanonaphthochinon |
(FNQ 1) und prenylierte Phenazine, insbesondere Endophenazin A. Zu Beginn dieser
Arbeit waren zwar schon einige Phenazin-Biosynthesegencluster aus verschiedenen
Organismen, vor allem aus Pseudomonas-Stammen bekannt, jedoch keines flr
prenylierte Phenazine und ebenso keines aus Streptomyces.

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Analyse des
Biosynthesegenclusters fur Endophenazin A in Streptomyces cinnamonensis
DSM 1042. Der Vergleich mit den Dbereits bekannten Phenazin-
Biosynthesegenclustern aus anderen Organismen sollte die Identifizierung der
Phenazin-Biosynthesegene  und  modglicherweise  auch eines  putativen
Prenyltransferasegens erlauben.

Dazu wurden folgende Arbeiten durchgefihrt:

e Nachweis der Endophenazin A-Produktion in Streptomyces cinnamonensis
DSM 1042

e Herstellung einer Cosmidbank von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042
und Screening mit einer Sonde (esmA) aus dem Esmeraldin-
Biosynthesegencluster aus Streptomyces antibioticus Tu2706

e Sequenzierung und Analyse des putativen Endophenazin  A-
Biosynthesegenclusters

e Funktionelle Analyse des Genclusters durch Geninaktivierungsexperimente

Die erfolgreiche Durchfihrung dieser Arbeiten ergab, dass im Genom von
S. cinnamonensis die Biosynthesegencluster von Endophenazinen und FNQ |
unmittelbar aneinander grenzen. An der Schnittstelle beider Gencluster konnten zwei
putative Prenyltransferasegene, fnq26 und fng28, identifiziert werden. Die
Inaktivierungsexperimente bewiesen, dass fnq26 an der FNQ I-Biosynthese beteiligt
ist.

Sequenzanalysen deuteten darauf hin, dass Fnq26 zu einer kurzlich identifizierten,
neuen Klasse von aromatischen Prenyltransferasen gehort.

Das zweite Ziel dieser Arbeit war daraufhin die biochemische Untersuchung der
Prenyltransferase Fng26.

Dazu wurden folgende Arbeiten durchgefihrt:

e Klonierung des putativen Prenyltransferasegens fnq26 in  einen
Expressionsvektor
e Heterologe Uberproduktion der Prenyltransferase Fnq26
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e Reinigung und biochemische Charakterisierung der Prenyltransferase
e Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte von Fng26

In dem untersuchten Biosynthesegencluster von S. cinnamonensis wurde das Gen
fng19 identifiziert, dessen Genprodukt Ahnlichkeit zu Mevalonatkinasen hat. Jedoch
fehlen die Gene fur die anderen funf Enzyme des Mevalonat-Biosyntheseweges.
Diese Tatsache warf die Frage nach dem biosynthetischen Ursprung der
Isoprenoideinheiten von FNQ | und Endophenazin A auf.

Dieser Frage wurde durch Fitterungsversuche mit ["*C]markierten Vorstufen
nachgegangen. Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. G. Bringmann in Warzburg durchgefuhrt.

Folgende Arbeiten wurden im Rahmen dieses Projektes durchgefuhrt:

e Optimierung der Produktionsmengen von Endophenazin A und FNQ |

e Fltterungsexperiment mit [*C,]Acetat, Isolierung der beiden Sekundarstoffe
und deren Analyse mit Hilfe der '*C-NMR-Spektroskopie

e Fitterungsexperiment mit [2-"°C]Glycerol, Isolierung der beiden
Sekundarstoffe und deren Analyse mit Hilfe der *C-NMR-Spektroskopie
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1 Material und Methoden

1. Chemikalien, Sdulenmaterial und Enzyme

1.1 Chemikalien und Medienbestandteile

Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien wurden vorwiegend von den
Firmen Fluka (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) bezogen. Bestandteile zur Herstellung von Kulturmedien wurden
hauptsachlich von der Firma Difco (Augsburg) verwendet. Die Referenzsubstanzen
Endophenazin A, B, C und D, sowie Sporen von S. anulatus 9663 wurden
freundlicherweise von H.-P. Fiedler (Tubingen) und Furanonaphthochinon | von J.
Spizek und P. Sedmera (Prag, Tschech. Republik) zur Verfugung gestellt.

GPP wurde im Arbeitskreis von L. Heide von |. Unsdld nach Woodside et al. (1993)
chemisch synthetisiert.

Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile sind in der nachfolgenden Tabelle
aufgelistet.

Tabelle 1.1 Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Hersteller Bezeichnung

Acros Organics 1,3-Dihydroxynaphthalin

2,7-Dihydroxynaphthalin

Bioline GmbH, dNTP Mix
Luckenwalde

Biozym, Oldendorf Agarose
Boehringer, Ingelheim CSPD

Difco, Heidelberg

Nutrient Broth

Fluka, Taufkirchen

4-Hydroxybenzoat

Cambrex Bio Science, NuSieve®GTG®Agarose
Rockland, USA
Cambridge Isotope [2-"*C]Glycerol

Laboratories, Andover, USA

['°C,]Natriumacetat

Heirler, Radolfzell

Magermilchpulver

IN Farmatik

Phenazin-1-carbonséaure

Merck, Darmstadt

EDTA

Pepton Fermtech®
Mannitol

Phosphorpentoxid
Rinderserumalbumin (BSA)
Uvasol Acetonitril-d3
Uvasol Methanol-d4

Roth, Karlsruhe

Agar

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactosid (X-Gal)

1,4-Dithiothreitol (DTT)
Glucose

Isopropyl-p-thiogalactosid (IPTG)
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Hersteller

Bezeichnung

Maleinsaure

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roti® Phenol/Chloroform (pH 8,0)

Rotiphorese®GeI 30 (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Ameisensaure

Serva, Heidelberg

Coomassie Brilliant Blau R-250
N-Lauroylsarkosin (Na-Salz, 35%)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (TRIS)
4-(2-Hydoxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES)
Bromphenolblau

Corn Steep liquor

3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsaure (CAPS)
3-(Cyclohexylamino)-2-hydroxy-1-propansulfonsaure (CAPSO)
1,6-Dihydroxynaphthalin

Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA
N-tris(Hydroxymethyl)methyl-3-aminopropansulfonsaure (TAPS)
4-Hydroxyphenylpyruvat

Imidazol

B-Mercaptoethanol

Naringenin

Olivetol

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
1,4-Piperazinediethanesulfonsaure (PIPES)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)

Resveratrol

SOBO Naturkost, KdIn

Sojamehl

Sidzucker, Mannheim

Saccharose, feine Raffinade

1.1 Materialien zur Chromatographie

Die Saulenmaterialien

wurden als Trockensubstanzen, Suspensionen oder

Fertigsaulen vom Hersteller bezogen. Die Lagerung der Materialien erfolgte nach
den Angaben des Herstellers.

Tabelle 1.2 Chromatographiematerial

Hersteller

Saulenmaterial

Agilent, Waldbronn

Eclipse XDB-C18 (Fertigsaule, 5 um, 150 x 4,6 mm)

Amersham Biosciences,
Freiburg

Sephadex LH-20
Sephadex G-25 PD-10, NAP-10 (Fertigsaulen)

C+S Chromatographie
Service, Diren

Multospher 120 RP 18 ( Fertigsaule, 5 ym, 250 x 8 mm)

GE Healthcare Bio-Sciences,
Uppsala, Schweden

Benzamidin Sepharose

Qiagen, Hilden

Ni-NTA-Agarose (Suspension)




16

Material und Methoden

1.2 Enzyme und Kits

Tabelle 1.3 Enzyme, GroRenstandards und Kits

Hersteller Bezeichnung
Amersham Biosciences, Freiburg Alkalische Phosphatase
DNase |
Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS
Electrophoresis
Low Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit
Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase
Fluka, Ulm Lysozym (76000 U/mg)
GibcoBRL Life Technologies, 1 kb DNA-Leiter
Karlsruhe High Molecular Weight Marker (bis 48,5 kb)
Precision Protein Standards™
Macherey-Nagel, Diiren NucleoBond® AX 100
NucleoSpin® Extract 2 in 1
Merck, Darmstadt Proteinase K
New England Biolabs, Schwalbach  Restriktionsendonukleasen
100 bp DNA Leiter
Plant Biosciences Limited, REDIRECT® technology: ~PCR-targeting system in

Norwich, UK

Streptomyces coelicolor

Promega, Mannheim

Pfu DNA Polymerase
Tag DNA Polymerase
pGEMP®-T Vector System |

Qiagen, Hilden

RNase A

Roche Applied Science, Mannheim

DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I|
DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-markiert

Expand High Fidelity PCR System

PCR DIG Labeling Mix

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Lysozym
Thrombin

Stratagene Europe, Amsterdam,
Niederlande

Gigapack® Il XL Packaging Extract
Restriktionsendonukleasen

2. Nahrmedien und Puffer

Nachfolgend sind alle verwendeten Medien aufgefuhrt. Die Mengen beziehen sich
jeweils auf 1 | Medium. Fur Festmedien wurden vor dem Autoklavieren (20 min,
121°C) 1,5-2% (w/v) Agar zugesetzt. Antibiotika und andere hitzelabile Substanzen
wurden erst nach dem Autoklavieren steril zugegeben. Die Lagerung der Medien
erfolgte bei 4°C.
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21 Nahrmedien zur Kultivierung von E. coli
LB (Luria-Bertani)-Medium (Sambrook and Russell, 2001)

NaCl 10,09
Trypton 10,09
Hefeextrakt 50¢9

Die Bestandteile werden in dem. Wasser gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 |
aufgeflllt und autoklaviert.

LB-Medium mit 10 mM MgSQO4 und 0,2% Maltose
(zur Herstellung von Cosmidgenbanken)

NaCl 10,09
Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢9
MgSQO4 x 7 H20O 247¢g
Maltose 20g

Die Bestandteile werden in dem. Wasser gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 |
aufgeflllt und autoklaviert.

TB-Medium

(zur Proteinexpression)

Bacto-Trypton 12,09
Bacto-Hefeextrakt 240¢
Glycerol 4,0 mi

Die Bestandteile werden in 900 ml dem. Wasser geldst und autoklaviert.
Anschlielend werden 100 ml einer sterilen Loésung von 0,17 M KH,PO4 und 0,72 M
KoHPO4 zugegeben.

SOB-Medium

Bacto-Trypton 200g
Bacto-Hefeextrakt 509
NaCl 0,59

Die Bestandteile werden in 800 ml dem. Wasser geldst, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 |
aufgefullt und autoklaviert. AnschlieBend werden 10 ml einer sterilen 1 M MgCls,-
Ldsung zugegeben. (Fur PCR-Targeting wird das Medium ohne den Zusatz von
Mg®*-lonen verwendet)

2.2 Nahrmedien zur Kultivierung von Streptomyces

HA-Medium
Hefeextrakt 4049
Malzextrakt 10,09

Glucose 4049
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Die Bestandteile werden in 800 ml dem. Wasser geldst, auf pH 7,3 eingestellt, auf 1 |
aufgeflllt und autoklaviert. Anschliel3end wird 1 ml einer sterilen 1 M CaCl,-Lésung
zugegeben.

MS (mannitol-Soya flour)-Medium (Kieser et al., 2000)

Mannitol 20,09
Sojamehl 200g
Agar 20,09

Das Mannitol wird in 1 | mit Leitungswasser gelost. Davon werden jeweils 100 ml in
einen 300 ml Erlenmeyerkolben mit je 2,0 g Agar und 2,0 g Sojamehl gegossen.
Anschlie®end wird zweimal autoklaviert (115°C, 15 min) mit Schutteln zwischen
beiden Autoklaviergangen.

Nutrient-Agar (Kieser et al., 2000)

Nutrient broth 8,0g

Agar 20,09

Die Bestandteile werden mit dem. Wasser zu 1 | gelést und anschliel3end
autoklaviert.

2xYT-Medium (Kieser et al., 2000)
(zur Konjugation)

Hefeextrakt 10,09
Trypton 16,09
NaCl 509

Die Bestandteile werden mit dem. Wasser zu 1 | gelést und anschliel3end autoklaviert.

YMG (Yeast-Malt-Glucose)-Medium

Hefeextrakt 4049
Malzextrakt 10,09
Glucose 4049

Die Bestandteile werden in 800 ml dem. Wasser geldst, auf pH 7,3 eingestellt, auf 1 |
aufgeflllt und autoklaviert.

2.3 Produktionsmedien zur Kultivierung von Streptomyces

Produktionsmedium fir S. cinnamonensis DSM 1042:
(Sedmera et al., 1991)

NaCl 50¢9
Sojamehl 1509
Glycerol 50,09
FeSO4 X7 Hzo 0,3 g

CaCO3 309
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Die Bestandteile werden in 800 ml Leitungswasser suspendiert, auf pH 7,0
eingestellt, auf 1 | aufgeflllt und autoklaviert.

Modifiziertes Produktionsmedium fur S. cinnamonensis DSM 1042:
(fUr Futterungsexperimente (Bringmann et al., 2007))

NaCl 259
Sojamehl 30g9
Glycerol 10,09
FeSO4 x 7 H,O 0,15¢g
CaCOs 1,59

Die Bestandteile werden in 800 ml Leitungswasser suspendiert, auf pH 7,0
eingestellt, auf 1 | aufgefullt und autoklaviert.

Produktionsmedium fiur S. anulatus:
(Gebhardt et al., 2002)

Glucose 10,0 g
Maisstarke 10,09
Pepton Fermtech® 509
CaCOs; 3,09
Hefeextrakt 20g9
NaCl 1,09
Glycerol 86% 10,0 g
Corn Steep liquor 50¢9

Die Bestandteile werden in 1 | Leitungswasser suspendiert und autoklaviert.

2.4 Antibiotika

Antibiotikaldsungen wurden auf Vorrat hergestellt und bei -20°C gelagert. Wassrige
Losungen wurden mit einem Spritzenfilter (Porengrofle 0,2 pm) sterilfiltriert.
Losungen in Ethanol wurden nicht sterilisiert. Antibiotika in Festmedien wurden nach
Autoklavieren und Abkuhlen des Mediums auf unter 60°C zugesetzt.

Tabelle 1.4 Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Konzentration der Arbeits- Hersteller
Stammlésung [mg/ml] konzentration
(Losungsmittel) [mg/ml]
Apramycin 50 (H0) 50 Fluka, Taufkirchen
Carbenicillin 50 (H.0) 50-100 Roth, Karlsruhe
Chloramphenicol 25 (Ethanol) 25-50 Merck, Darmstadt
Kanamycin 50 (H.0) 50 Sigma, Taufkirchen

Tetracyclin 25 (Ethanol) 12,5 Sigma, Taufkirchen
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2.5 Puffer und Losungen
Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Puffer mit bidestilliertem Wasser
angesetzt, autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

2.5.1 Puffer und Losungen zur DNA-Isolierung

Tabelle 1.5 Puffer und Lésungen zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli und von
genomischer DNA aus Streptomyceten

Puffer/Losung Zusammensetzung
Lésung 1 Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
(Lagerung: 4°C) EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/mL
Lésung 2 NaOH 0,2M
(nicht autoklaviert) SDS 1% (m/v)
Lésung 3 Kaliumacetat 3M
pH 4,8
Natriumacetatlésung Natriumacetat 3M
pH 5,2
TE-Puffer Tris-HCI 10 mM (pH 7,5)
EDTA 1mM
TSE-Puffer Tris-HCI 25 mM (pH 8,0)
Saccharose 10,3% (m/v)
EDTA 25 mM
SM-Puffer Tris-HCI 6,95 g (pH 7,5)
MgSO,4 x 7 H,O 20g
NaCl 584¢g
Gelatine-Lsg. (2%) 350 pl
H20bidest. ad 11

2.5.2 Puffer und Losungen zur DNA-Gelelektrophorese

Tabelle 1.6 Puffer und Losungen zur DNA-Gelelektrophorese. Nur der 50 x TAE-Puffer wurde
autoklaviert.

Puffer/Lésung Zusammensetzung
50 x TAE-Puffer Tris-HCI 2 M (pH 7,8)
Natriumacetat 0,5M
EDTA 50 mM
Ladepuffer Glycerin 30% (m/v)
(Lagerung: 4°C) Bromphenolblau 0,25% (m/v)
Ethidiumbromid-Farbelésung Ethidiumbromid 1 mg/l

(Lagerung: 4°C)
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2.5.3 Puffer und Losungen zur Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Proteingelelektrophorese wurde eine Mini-PROTEAN® Il Eletrophorese-
Kammer von BIO-RAD verwendet. Die einzelnen Ldsungsbestandteile der Gele
wurden in der genannten Reihenfolge zusammen gemischt und die polymersierende
Mischung sofort gegossen.

Tabelle 11.7 Puffer und Losungen zu Proteingelelektrophorese

Lésung Zusammensetzung
Trenngel (12%) H2Obigest 3,35 mL
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5mL
Rotiphorese® Gel 30 4,0 mL
SDS [10% (m/v)] 0,1 mL
APS [10% (m/v)] 0,05 mL
TEMED 0,005 mL
Sammelgel (4%) H,Opigest 6,1 mL
0,5 M Tris (pH 6,8) 2,5mL
Rotiphorese® Gel 30 1,33 mL
SDS [10% (m/v)] 0,1 mL
APS [10% (m/v)] 0,05 mL
TEMED 0,01 mL
Probenpuffer (Laemmli-Puffer) 0,5 M Tris (pH 6,8) 1,25 mL
(Laemmli, 1970) Glycerin 1mL
SDS [10% (m/v)] 2,0 mL
Bromphenolblau [0,05% (m/v)] 0,2 mL
B-Mercaptoethanol 0,5mL
HoOpigest ad 10,0 mL
10 x Laufpuffer Tris-HCI 30,09
SDS 10,0 g
Glycin 144,09
HoOpigest ad1L
Fixierldsung H2Opidest 70 mL
Methanol 20 mL
Essigsaure 10 mL
Coomassie Brilliant Blau G250- Coomassie Brilliant Blau G250 0,25% (w/v)
Losung H2Opidest 45 mL
Methanol 45 mL
Essigsaure 10 mL
Entfarberldsung H2Obigest 45 mL
Methanol 45 mL

Essigsaure 10 mL
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2.5.4 Puffer und Losungen fiir Southern-Blot-Hybridisierung

Tabelle 11.8 Puffer und Losungen fiir Southern-Blot-Hybridisierung

Puffer/Lésung Zusammensetzung
Maleinsaurepuffer Maleinsdure 100 mM (pH 7,5)
NaCl 150 mM

Blocking-Solution
(frisch herstellen oder bei
—20°C lagern)

Magermilchpulver

geldst in 100 ml Maleinsaurepuffer

3,09

Detektionspuffer Tris-HCI 100 mM (pH 9,5)
NaCl 10 mM
MgCl, 50 mM
Depurinierungslésung HCI 250 mM
Denaturierungslésung NaOH 500 mM
NaCl 1,5M
Neutralisierungslésung Tris-HCI 500 mM (pH 7,5)
NaCl 3M
20 x SSC tri-Natrium-Citrat 300 mM (pH 7,0)
NaCl 3M
Prahybridisierungslésung 20 x SSC 25,0 mL
(frisch herstellen oder bei Magermilchpulver 30¢g
—20°C lagern) SDS [10% (m/v)] 0,2 mL
N-Lauroylsarkosin [35% (m/v)] 0,29 mL
H2Opidest ad 100,0 mL
Hybridisierungsldsung 20 x SSC 2,5mL
(frisch herstellen oder bei Magermilchpulver 0,159
—20°C lagern) SDS [10% (m/v)] 0,02 mL
N-Lauroylsarkosin [35% (m/v)] 0,029 mL
H2Obigest ad 10,0 mL
2 x Waschpuffer 20 x SSC 10,0 mL
SDS [10% (m/v)] 1,0 mL
H2Obidest ad 100,0 mL
0,5 x Waschpuffer 20 x SSC 2,5mL
SDS [10% (m/v)] 1,0 mL
H2Opidest ad 100,0 mL
Tween-Waschpuffer Tween 20 0,2 mL
Maleinsaure-Puffer 100,0 mL
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2.5.5 Losungen zur Transformation und Selektion von E. coli

Tabelle 11.9 Stammlésungen zur Blau-WeiR-Selektion

Losung Zusammensetzung

IPTG 80 mg/ml in HyOpigest, Sterilfiltriert (0,2 um Membranfilter)
10 yl pro Agar-Platte

X-Gal 20 mg/ml in DMF

40 pul pro Agar-Platte

2.5.6 Puffer zur Proteinreinigung

Tabelle 11.10 Puffer zur Reinigung von Proteinen mittels Nickel-Affinitdtschromatographie und
zur Gelfiltration

Puffer Zusammensetzung
Lysepuffer Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
NaCl 500 mM
Imidazol 20 mM
Glycerol 10% (v/v)
Tween 20 1%
B-Mercaptoethanol 10 mM (frisch zugeben)
PMSF 0,5 mM (frisch zugeben)
Waschpuffer Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
NaCl 500 mM
Imidazol 20 mM
Glycerol 10% (v/v)
B-Mercaptoethanol 10 mM (frisch zugeben)
Elutionspuffer Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
NaCl 500 mM
Imidazol 250 mM
Glycerol 10% (v/v)
B-Mercaptoethanol 10 mM (frisch zugeben)
Aufbewahrungspuffer Fng26 Tris-HCI 25 mM (pH 8,0)
NaCl 100 mM
1,4-Dithiothreitol 2 mM
Puffer C Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
NaCl 150 mM
Dialysepuffer Tris-HCI 25 mM (pH 8,0)
NaCl 100 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM (frisch zugeben)

2.5.7 Bradford-Reagenz zur Proteinbestimmung

70 mg Serva Blau R 250 wurden in 50 ml Ethanol geldst und mit 100 ml 85%iger
Phosphorsaure (m/v) gemischt. Diese Losung wurde anschlieffend mit H2Opigest ZU
200 ml verdunnt. Diese 5 x Stammlosung wurde bei 4°C in einem Glasgefald im
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Dunkeln aufbewahrt. Vor Gebrauch wurde die Stammlésung 1:5 mit H2Opigest
verdunnt und Uber ein Faltenfilter filtriert (Bradford, 1976).

3. Plasmide, Primer und Bakterienstamme

3.1 Plasmide

Tabelle 11.11 Kommerziell erworbene Klonierungs- und Expressionsvektoren

Vektor Beschreibung Hersteller

pBluescript SK(-) Klonierungsvektor, Amp"~, f1(-)-Origin, ColE1- Stratagene
Origin, lacZa

SuperCos1 Cosmidvektor, Amp"~, Neo",S40-Origin Stratagene

pGEM®-T Linearisierter Vektor mit T-Uberhang zum direkten Promega

Einklonieren von PCR-Produkten mit A-Uberhang,
lacZa, ori, f1-Origin, Amp~

Tabelle 11.12 Plasmide und Cosmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pHis8 Expressionsvektor fiir E. coli, Kan®, f1-Origin, pBR322- (Jez et al., 2000)
Origin, T7-Promotor, Sequenz fiir N-terminalen (His)g-
Tag und C-terminalen (His)es-Tag

3E11 auf pOJ446 basierendes Cosmid, enthalt Gene des H.G. Floss und T.-W.
Esmeraldinclusters aus Streptomyces antibioticus Yu,
TG2706 personliche Mitteilung

plJ773 pBluscript SK(-)-Derivat, GeneBank AX657066
enthalt Inaktivierungskassette aac(3)IV (ApraR) + oriT

plJ776 pBluscript SK(-)-Derivat, (Gust et al., 2003)
enthalt Inaktivierungskassette neo (KanR) +onT

plJ784 pBluscript SK(-)-Derivat, enthalt Inaktivierungskassette Bertolt Gust (pers.
aac(3)IV (Apra®) + oriT zur Deletion der bla Sequenz Mitteilung)

plJ787 SuperCos1-Derivat, das bla Gen (Amp~) wurde durch A. Eustaquio (2004)
eine Kassette ersetzt (oriT, Tet®, attP, intdC31, Kan®)

pFG154-1 Expressionskonstrukt fiir Pseudomonas putida, Kan~, (Gross et al., 2006)
Chitin-Tag, rppa (PKS Ill aus Sorangium cellulosum So
ceb6)

pUMV19 Auf pUC118 basierendes Plasmid, enthalt ein 6,7 kb GenBank AB037666

groBes Snal-Fragment aus dem Genom von
Streptomyces sp. strain CL190 mit OrfA-E und hmgr

pUWL201 E. coli-Streptomyceten-Shuttle-Vektor, Amp~, Thio~, (Doumith et al., 2000)
konstitutiver ermE*-Promotor, plJ101-Origin, ColE1-
Origin

pLW34 Klonierungskonstrukt fiir fng28 aus Streptomyces L. Westrich,

cinnamonensis DSM 1042; PCR amplifiziertes diese Arbeit
Fragment (959 bp, Primer fnq28 for und fng28 rev)
aus 3-6H, kloniert in pGEM®-T
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Plasmid Beschreibung Referenz

pLW35 Klonierungskonstrukt fir fnq26 aus Streptomyces L. Westrich,
cinnamonensis DSM 1042; PCR amplifiziertes diese Arbeit
Fragment (926 bp, Primer fnq26_for und fnq26 rev)
aus 3-6H, kloniert in pGEM®-T

pLW36 Expressionskonstrukt fiur fng28 aus Streptomyces L. Westrich,
cinnamonensis DSM 1042; 945 bp BamHI-Hindlll diese Arbeit
Fragment aus pLW34, kloniert in pHis8 nach
Thrombinschnitt in AS-Sequenz GSHGGS vor Start-M

pLW37 Expressionskonstrukt fir fng26 aus Streptomyces L. Westrich,

cinnamonensis DSM 1042; 918 bp BamHI-Xhol diese Arbeit
Fragment aus pLW35, kloniert in pHis8 nach
Thrombinschnitt in AS-Sequenz GSHGGS vor Start-M

Tabelle 11.13 Eigene Plasmid-Konstrukte. Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten, relevanten

Klonierungs- und Expressionskonstrukte sind im Folgenden aufgeflhrt.

Plasmid Beschreibung

pYMO1 3,4 kb-Fragment aus Cosmid 3-6H durch Pstl-Restriktionsverdau, kloniert in
pBluescript SK(-)

pYMO02 Klonierungskonstrukt fiir esmG aus Streptomyces antibioticus Tiu2706; PCR
amplifiziertes Fragment (747 bp, Primer esmGexpr_for und esmGexpr _rev) aus
3E11, kloniert in pGEM®-T

pYMO3 Expressionskonstrukt fir esmG aus Streptomyces antibioticus Tu2706; 739 bp
BamHI-Xbal Fragment aus pYMO02, kloniert in pUWL201

pYMO4 Expressionskonstrukt fiir fnq26 aus Streptomyces cinnamonensis DSM 1042; 912 bp
BamHI-Xbal Fragment aus pLW35, kloniert in pUWL201

pPYMO5 Expressionskonstrukt fiir fng28 aus Streptomyces cinnamonensis DSM 1042; 951 bp
BamHI-Xbal Fragment aus pLW34, kloniert in pUWL201

pPYMO6 von pUWL201 abrgeleitetes Plasmid, tsr Gen (Tsr") wurde durch Kassette aus plJ776
ersetzt (oriT, Kan™)

pYMO7 von pYMO04 abgeleitetes Plasmid, tsr Gen (Tsr¥) wurde durch Kassette aus plJ776
ersetzt (oriT, Kan®)

pYMO8 von pYMO5 abgeleitetes Plasmid, tsr Gen (Tsr") wurde durch Kassette aus plJ776
ersetzt (onT, KanR)

Cosmid

9-9A auf SuperCos1 basierendes Cosmid, enthalt Teile des Biosynthesegenclusters fir
prenylierte Phenazine und Furanonaphthochinon | (identisch zu 3-6H)

3-6H auf SuperCos1 basierendes Cosmid, enthalt Teile des Biosynthesegenclusters fur
prenylierte Phenazine und Furanonaphthochinon |

ephzYMO1  von 3-6H abgeleitet, bla Gen durch Kassette aus plJ787 ersetzt (oriT, Tet®, attP,
intdC31, Kan™)

ephzYM02 von 9-9A abgeleitet, bla Gen durch Kassette aus plJ787 ersetzt (oriT, Tet®, attP,
intdC31, Kan®)

ephzYMO3  von 3-6H abgeleitet, Gen fng26 durch Kassette aus plJ773 ersetzt (aac(3)IV
(ApraR)+ oriT)

ephzYM04 von 3-6H abgeleitet, Gen fng28 durch Kassette aus plJ773 ersetzt (aac(3)IV
(Apra™)+ oriT)

ephzYM05 von ephzYMO03 abgeleitet, Resistenzkassette durch Spel-Restriktionsverdau und

Religation entfernt (Apra®)
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Plasmid Beschreibung

ephzYM06 von ephzYMO04 abgeleitet, ResistenzKassette durch Spel-Restriktionsverdau und
Religation entfernt (Apras)

ephzYMO7 von ephzYMO5 abgeleitet, bla Gen durch Kassette aus plJ784 ersetzt (aac(3)IV
(ApraR)+ oriT)

ephzYM08 von ephzYMO06 abgeleitet, bla Gen durch Kassette aus plJ784 ersetzt (aac(3)/V
(Apra®)+ oriT)

ephzYM09 von ephzYMO05 abgeleitet, Gen fng28 durch Kassette aus plJ773 ersetzt (aac(3)IV
(Apra®)+ oriT)

ephzYM10 von 3-6H abgeleitet, Gene fnq26-ephzA durch Kassette aus plJ773 ersetzt (aac(3)IV
(Apra®)+ oriT)

ephzYM11 von 3-6H abgeleitet, bla Gen durch Kassette aus plJ784 ersetzt (aac(3)IV (Apra")+

oriT)

ephzYM12 von 3-6H abgeleitet, bla Gen durch Kassette aus plJ773 ersetzt (aac(3)IV (Apra")+
oriT)

3.2 Primer

Tabelle 11.14 Oligonukleotide. Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten PCR-Primer fir die
Herstellung von Plasmiden oder DNA-Sonden oder zur Deletion von Genen sind im Folgenden
aufgefiihrt. Unterstrichene Basen sind Restriktionsschnittstellen. Bei den Primern fiir Inaktivierungen
sind die zur genomischen DNA homologen Enden fettgedruckt.

Primer Sequenz (5’-3’) Plasmid/
Sonde

Primer zum Screening der Cosmidbank

esmA_for GTC TGA CGC CAA GCA GCA GG phzB-Sonde

esmA_rev TCA GGT GGG GAT TCC CTC CC phzB-Sonde

esmC_for CCC GCAGAAGATCGTTCC GA phzG-Sonde

esmC_rev GAG TAGAGCAGCCGCTTG TG phzG-Sonde

esmG_for CTT TGT GCT CCC CGC CGA GA phzF-Sonde

esmG_rev GAC GCC CTG GAG GAT CTC GA phzF-Sonde

Primer zur Deletion von fnq26

fng26del_for GTG TCC TGC GCG CGC GAG AAG GTA TGG CCC ATC ephzYMO3
CTG GCC ATTCCG GGG ATC ACTAGT CCC

fng26del_rev GGG GGC TGA CCG GGC GGG GCG CGG GGG CGT ephzYMO3

GCG GGT CAACTAGTC TGGAGC TGC TTC

Primer zur Deletion von fnq28

fng28del_for GCC GCG CAC ACG CGC CGA GCG CAC ATG GAG ephzYMO04
GAG AGATGATTC CGG GGATCACTAGTCC
fng28del_rev GGT CCG GGC TCA GG CAA TTC ACG AGC GGC GGG ephzYMO04

GCG TCAACT AGT CTGGAGCTGCTTC

Primer zur Deletion von fnq26-ephzA

phzdel_for TGT CCT GCG CGC GCG AGA AGG TAT GGC CCATCC ephzYM10
TGG CTAGCATTC CGG GGATCC GTCGACC
phzdel_rev CTT TTT TGC TTG TGT GCT GAG GGT GCC CCT GGG ephzYM10

TGG ATACTAGTA GGC TGG AGC TGC TTC

Primer zur Expression von fnq26

fnq26_for

TGG ATC CAT GAT GTC GGG AAC CGC CG pLW35

fng26_rev

CCT CGA GTC TAG AGG GTC AGG AAC GGC CGC CG pLW35

Primer zur Expression von fnq28




Material und Methoden 27
Primer Sequenz (5’-3’) Plasmid/
Sonde
fnq28_for A GGATCCATG TCC CCAGTC ACT GGC AC pLW34
fng28 rev TTCT AGA AAG CTT AGG CAATTC ACGAGC GGC G pLW34
Primer zur Expression von esmG
esmGexpr_for GCG GAT CCA GAA AAT AGC GAG GGA G pPYMO2
esmGexpr_rev TCT AGA GCG CGT CAT ATC CGC AG pYMO2
Primer zur Deletion der Amp" (bla) und Tsr" (tsr)
bla_for ATG AGT ATT CAA CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATT ephzYM12
CCCTTT ATT CCG GGG ATC CGT CGA CC
bla_rev TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA GGC ACC TAT CTC ephzYM12
AGC GATTGTAGG CTGGAGCTGCTTC
tsr_for GAG TTG GAC ACC ATC GCA AAT CCG TCC GAT CCC pYMOs6,
GGC TAG CAT TCC GGG GAT CCG TCG ACC pYMO?7,
pYMO08
tsr_rev TCG TGC AGC GCG ATT CCG AGG GAA ACG GAA pYMOe6,
ACG TTG CTA GCT GTA GGC TGG AGC TGC TTC pYMO?7,
pYMO08

3.3 Bakterienstamme

Tabelle 11.15 Bakterienstimme von E. coli, Pseudomonas und Streptomyces

E. coli Beschreibung/relevante Marker Hersteller/Referenz
XL1 Blue MRF’ SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi Stratagene
relA1 lac’ A(mcrA) 183 A(mcr CB-hsd
SMR-mrm)173
[F’ proAB” lacl’ lacZ AM15 Tn10 (tet)]
BL21(DE3)pLysS F° ompT hsdSg(rs'mg’) gal dcm (DE3) Invitrogen
pLysS (CamF)
BW25113 K12 Derivat, daraBAD, ArhaBAD (Datsenko and Wanner,

2000)

ET 12567(pUZ8002)

DNA-Methylase negativer Stamm Cmf~,
Tet® (dam,, dcm, nsdM), enthalt
pUZ8002 (Kan®, oriT” RP4 Derivat)

(MacNeil et al., 1992)

Pseudomonas

Beschreibung/relevante Marker

Hersteller/Referenz

P. putida (pFG152-1)

Kan®, produziert Flaviolin

(Gross et al., 2006)

Streptomyces Beschreibung/relevante Marker Hersteller/Referenz

S. cinnamonensis Wildtypstamm, Endophenazin und Deutsche Sammlung von

DSM 1042 Furanonaphthochinon I-Produzent Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH,
Braunschweig

S. anulatus Wildtypstamm, Endophenazin-Produzent (Gebhardt et al., 2002)

S. cinnamonensis Apra”® diese Arbeit

(ephzYMO3)

S. cinnamonensis Apra” diese Arbeit

(ephzYMO04)

S. cinnamonensis Apra” diese Arbeit

(ephzYMO09)
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E. coli Beschreibung/relevante Marker Hersteller/Referenz
S. cinnamonensis Apra” diese Arbeit
(ephzYM10)

S. cinnamonensis Apra® (wiederhergestellter ,Wildstamm®)  diese Arbeit
(ephzYM12)

4. Kulturbedingungen

4.1 Kulturbedingungen fiir E. coli

Anzucht und Kultivierung von E. coli erfolgten in LB-Flissigmedium oder auf LB-
Agarplatten in der Regel unter Zusatz des entsprechenden Antibiotikums zur
Selektion bei 37°C. Flussigkulturen wurden bei 37°C Uber Nacht (16-18 h) unter
Schutteln mit 170 rpm kultiviert.

Fir die Herstellung von E. coli-Dauerkulturen wurden 2 ml Bakteriensuspension
abzentrifugiert (5 min, 3000 x g, 4°C), die Zellen mit 800 ul frischem LB-Medium und
400 pl 30%iger (v/v) Glycerinlésung resuspendiert und bei -70°C gelagert.

4.2 Kulturbedingungen von Streptomyces

4.21 Anzuchtin Flussig- und Festmedien

Zur Kultivierung von Streptomyces wurden verschiedene Fest- und Flussigmedien
verwendet (s. Il 2.2). Als Standardmedium fir die Stammhaltung und fur DNA-
Isolierungen dienten HA-Festmedium und YMG-Flissigmedium. Entsprechende
Selektionsantibiotika wurden den Medien zugesetzt. Flussigkulturen wurden bei 28°C
oder 30°C in Erlenmeyer-Kolben mit Schikanen und zusatzlich einer Metallspirale pro
Kolben unter Schutteln mit 190 rpm kultiviert. Agarplatten wurden bei 28°C oder 30°C
im Brutschrank inkubiert.

4.2.2 Herstellung von Glycerindauerkulturen und Sporensuspensionen

Fir die Herstellung von Glycerindauerkulturen wurden 1-3 Tage alte Flussigkulturen
verwendet. Nach Zentrifugation der Kultur (10 min, 3000 x g, 4°C) wurden die Zellen
in Glycerin 15% (v/v) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde je
nach Menge in 10-15 ml Glycerin 15% resuspendiert und die Dauerkulturen in
Aliquoten von 0,5 bis 1 ml bei —70°C gelagert. Zur Inokulation von 50 ml
Flissigmedium wurden 250-500 ul Glycerindauerkultur eingesetzt, dabei konnte
gegebenenfalls durch Verwendung von Insulinspritzen eine Homogenisierung des
Mycels erreicht werden.

Zur Herstellung einer Sporensuspension wurden Sporen einer einzelnen Kolonie
oder einer Sporensuspension auf HA-Agarplatten (siehe s. Il 2.2) ausgestrichen und
anschlielRend 3-6 Tage bei 30°C bis zur ausreichenden Sporulation inkubiert. Dann
wurden pro Platte 5-8 ml einer sterilen wassrigen 0,1%igen Tween 20-Lésung
zugegeben und die Sporen mit einer Impfése abgekratzt. Die Supension wurde
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anschliellend abgeschwemmt und 1 min stark gevortext. Nach Filtration Uber sterile
Watte wurden die Sporen pelletiert (5 min, 3000 x g, 4°C) und in Glycerin 20%
resuspendiert. Die Sporensuspension wurde in Aliquoten zu 200 ul bei —70°C
gelagert.

4.2.3 Screening der Streptomyces cinnamonensis DSM 1042-
Deletionsmutanten (Replica Plating)

Zur Feststellung der Antibiotikaresistenz und zum Screening von Double-Cross-
Over-Mutanten wurden Sporen der Mutantenstamme von S. cinnamonensis auf HA-
Platten mit Apramycin (50 ug/mL) gestrichen und nach 5 Tagen mittels eines sterilen
Samtstempels zuerst auf Kanamycin-haltigen (50 pg/mL) Nutrient-Agar (s. Il 2.2) und
danach auf Apramycin-haltigen (50 pg/mL) Nutrient-Agar Ubertragen. Die Platten
wurden bei 30°C mehrere Tage inkubiert und dann jeweils eine Kolonie, die auf
Apramycin jedoch nicht auf Kanamycin gewachsen war, wieder auf eine HA-Platte
mit Apramycin (50 pg/mL) gestrichen. Dieselbe Prozedur wurde noch einmal
wiederholt, bis keine der Kolonien mehr auf Kanamycin wuchs.

5. Methoden der Molekularbiologie

5.1 Methoden zur Reinigung, Konzentrierung und Quantifizierung von
DNA

5.1.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsaurelésungen wurde eine Extraktion mit
einer fertigen Mischung von Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1, vivlv;
Rotiphenol®, Roth) durchgefilhrt. Die zu extrahierende Lésung wurde mit dem
gleichen Volumen Phenol-Chloroform versetzt und 1 min kraftig gevortext. Nach
Zentrifugation (5-10 min, 17000 x g, 4°C) wurde die obere, wassrige Phase in ein
neues Gefal} Uberfuhrt, wobei darauf geachtet wurde, dass nichts von der Interphase
verschleppt wurde. Der Vorgang wurde gegebenenfalls mehrmals wiederholt. Durch
eine anschliefende Ethanolfallung wurden verbleibende Phenolreste aus der Losung
entfernt.

5.1.2 Alkoholfallung

Die Fallung von DNA mit Alkoholen diente sowohl zur Konzentrierung als auch zur
Reinigung, da Salze und andere niedermolekulare, wasserldsliche Substanzen im
Uberstand geldst bleiben.

Fallung mit Ethanol
Die DNA-L6sung wurde mit dem 0,1fachen Volumen einer 3 M Natriumacetat-
Lésung (pH 5,2) und dem 2,5-3fachen Volumen absoluten Ethanols
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(Endkonzentration ca. 70%) gemischt und 20 min bei —70°C aufbewahrt. Die DNA
wurde durch Zentrifugation (20000 x g, 30 min, 4°C) pelletiert, mit 600 ul Ethanol
70% gewaschen, erneut zentrifugiert und nach dem Trocknen des Pellets in TE-
Puffer oder H;Opigest gelost.

Fallung mit Isopropanol

Fir groRere Volumina wurde Isopropanol zur Fallung verwendet. Dazu wurde das
0,8-1fache Volumen reinen Isopropanols zur DNA-L6sung gegeben. Die DNA wurde
durch Zentrifugation (20000 x g, 30 min, 4°C) pelletiert, mit 600 pl Ethanol 70%
gewaschen, erneut zentrifugiert und nach dem Trocknen des Pellets in TE-Puffer
oder HyOpigest gelost.

5.1.3 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung Uber die Messung der Absorption bei einer
Wellenlange von 260 nm eignet sich flr sehr reine DNA-L6sungen. Diese wurden
nach geeigneter Verdinnung mit bidest. Wasser in einem GeneQuant Photometer
(Amersham Biosciences, Freiburg) in einer Ultra-Mikroklvette vermessen. Die
Berechnung der Konzentration doppelstrangiger DNA erfolgte nach der Formel

c [ug/ml] = OD260 x F x 50

mit F als Verdinnungsfaktor.

Zur Quantifizierung geringerer DNA-Mengen und von DNA mit Verunreinigungen
durch RNA und Proteine eignete sich die Abschatzung der Bandenintensitat im
Vergleich zu einem DNA GrélRenstandard mit bekannter Konzentration nach
Auftrennung im Agarosegel und Farbung mit Ethidiumbromid.

5.2 Agarosegel-Elektrophorese

Alle fir die Agarosegel-Elektrophorese verwendeten Lésungen und Puffer sind in
Tabelle 1.6 aufgeflihrt. Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grole
erfolgte  durch horizontale Elektrophorese mit Agarosegelen in einer
Standardkonzentration von 0,8% Agarose in 1xTAE-Puffer. Zur Analyse von
genomischer DNA wurden Gele mit 0,4% Agarose eingesetzt, kleine DNA-
Fragmente unter 500 bp wurden mit 2% NuSieve®GTG®Agarose getrennt. DNA-
Praparationen wurden nach Mischen mit Ladepuffer im Verhaltnis 3:1 auf das
Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese-Geschwindigkeit betrug in der Regel 3-
5 V/cm. Zur Detektion wurden die Gele nach erfolgter Elektrophorese 15-30 min in
Ethidiumbromid-Farbelésung gefarbt und mit UV-Durchlicht bei 312 nm analysiert.
Zur Dokumentation wurde das Eagle-Eye-lI-System (Stratagene, Heidelberg)
eingesetzt.

Gerate:
Gelkammern: Pharmacia Gel Electrophoresis Apparatus GNA-100
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Hoefer HE 99X

Spannungsgeber: Gene Power Supply GPS 200/400, Pharmacia
Detektion: Transilluminator IL-200 M, Bachofer

Dokumentation: Eagle Eye® Il Still Video System, Stratagene

5.2.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten nach gelelektrophoretischer Trennung erfolgte
unter Verwendung von Extraktionskits der Firmen Qiagen und Macherey-Nagel nach
der jeweiligen Vorschrift des Herstellers. Das verwendete Kit der Firma Qiagen war
das QIAquick Gel Extraction Kit. Von der Firma Macherey-Nagel wurde das System
Nucleospin Extract® verwendet.

5.3 Enzymatische DNA-Manipulation

5.3.1 Restriktionsverdau

Analytische Restriktionsverdaus wurden in einem Volumen von 10-30 pl mit
verschiedenen Restriktionsenzymen in den mitgelieferten Reaktionspuffern unter den
jeweils vom Hersteller angegebenen Bedingungen durchgeflhrt. Praparative
Restriktionsverdaus zur anschliellenden Isolierung von DNA-Fragmenten wurden in
grofieren Volumina bis zu 200 pl durchgefihrt.

5.3.2 Ligation von DNA-Molekiilen

Die Verknupfung von DNA-Fragmenten mit Uberhangenden Enden wurde in der
Regel durch Inkubation bei Raumtemperatur fir 2 h durchgeflhrt. Wenn dies nicht
zum Erfolg flhrte, wurde die Ligation bei 16°C tber Nacht durchgeflhrt. Zur Ligation
von DNA-Fragmenten mit glatten Enden (blunt end) wurde eine Reaktionstemperatur
von 4°C mit Inkubation Uber Nacht gewahlt. Bei der Ligation von Inserts <1 kb mit
einem Vektor wurden die beiden Komponenten in einem Verhaltnis von 5:1
eingesetzt. Die Ligationsansatze enthielten in einem Gesamtvolumen von 10 pl 1 U
T4-DNA-Polymerase, 0,1 mM rATP und 1xLigationspuffer. Die Ligationsansatze
wurden ohne weitere Behandlung direkt zur CaCl,-vermittelten Transformation von E.
coli verwendet.

5.4 Transformation von DNA in E. coli

5.41 CaCl,-vermittelte Transformation
Nach Sambrook und Russell (2001)

Herstellung kompetenter Zellen:
100 ml LB-Medium wurden nach Zugabe des entsprechenden Antibiotikums mit 1-3
ml einer Ubernachtkultur einer E. coli-Einzelkolonie inokuliert und bei 37°C und 170
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rom bis zu einer ODggp von ca. 0,6 kultiviert. Alle Schritte wurden unter sterilen
Bedingungen und bei 4°C durchgeflihrt. Das Zellpellet wurde nach Zentrifugation
(2000 x g, 10 min) in 30 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert und erneut
zentrifugiert (2000 x g, 10 min). Die Zellen wurden vorsichtig in 20 ml eiskalter 0,1 M
CaCly-Lésung resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen vorsichtig in 5 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung mit
15% Glycerin (v/v) resuspendiert und in 200 pl-Aliquots bei -70°C gelagert.

Transformation:

Pro Transformationsansatz wurden 200 ul CaCl,-kompetente E. coli-Zellen mit 1-10
Ml der einzubringenden DNA-Lésung versetzt und 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlie®end wurde der Ansatz einer 2-minltigen Hitzeschockbehandlung bei 42°C
unterworfen (Wasserbad) und unmittelbar darauf einige Minuten auf Eis abgekunhlt.
Zur Regeneration wurde 1 ml LB-Medium zu dem Ansatz gegeben und die Zellen 60
min bei 37°C inkubiert. 200 pl des Ansatzes wurden auf einer LB-Agarplatte mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Nach kurzer Zentrifugation des restlichen
Ansatzes (1000 x g, 2 min, 4°C) wurden die Zellen vorsichtig im Rulcklauf
resuspendiert und auf eine weitere LB-Agarplatte ausplattiert. Die Agarplatten
wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Blau-Weil3-Selektion:

Bei Transformationen mit Klonierungsvektoren, welche das lacZ-Gen enthielten,
wurde eine Blau-Weil3-Selektion zur Detektion rekombinanter Plasmide durchgefuhrt.
Dazu wurden die antibiotikahaltigen LB-Agarplatten mit einem Gemisch aus X-Gal-
Ldsung, IPTG-LAésung und sterilem H,O (s. Tabelle 11.9) bestrichen und ca. 30 min
offen unter der Sterilbank zum Verdampfen des toxischen Loésungsmittels DMF
getrocknet. Die Transformationsansatze wurden anschliellend wie oben beschrieben
ausplattiert und inkubiert.

5.4.2 Elektroporations-vermittelte Transformation

Plasmide mit einer GroRe von mehr als 30 kb (vor allem Cosmide) und PCR-
Fragmente wurden durch die effizientere Elektroporationsmethode
(Transformationsrate: 10° — 10'° Transformanten/ug DNA) unter Verwendung der E.
coli Pulser™-Transformations-Apparatur (BIO-RAD, Cell) in E. coli eingebracht.

Herstellung elektro-kompetenter Zellen:

Mit 1-3 ml einer Ubernachtkultur wurden 50 ml LB (evt. mit Antibiotikumzusatz)
angeimpft und die Kultur bis zu einer ODgyo von 0,6 bei 37°C kultiviert. Die Kultur
wurde erst 30 min auf Eis stehen gelassen und dann abzentrifugiert (2000 x g, 4°C, 5
min), der Uberstand verworfen, das Pellet im Riicklauf resuspendiert und dann mit 50
ml eiskaltem 10%igem Glycerol gewaschen. Es wurde wieder zentrifugiert, das Pellet
im Rucklauf resuspendiert und mit 25 ml 10%igem Glycerol gewaschen. Nach
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erneuter Zentrifugation wurde das Pellet im RuUcklauf resuspendiert und je
Elektroporation 50 ul dieser Zellen verwendet. Der Rest wurde aliquotiert und bei
-70°C gelagert.

Fir die Herstellung elektro-kompetenter Zellen von E. coli BW25113 (plJ790n)
(REDIRECT® technology kit for PCR targeting) fur PCR-Targeting (Gust et al., 2003)
wurde SOB-Medium mit Chloramphenicol (50 pg/ml) verwendet und bei 30°C
kultiviert, da das Plasmid plJ790n einen temperatursensitiven Replikationsstartpunkt
hat. Zur Induktion der Expression der A-Red Proteine wurden der Kultur 500 pl
1 M L-Arabinose zugesetzt. Die Kultur wurde bis zu einer ODggg von 0,6 kultiviert und
die Zellen dann sofort abzentrifugiert (2000 x g, 4°C, 5 min), der Uberstand
verworfen, das Pellet im Rucklauf resuspendiert und mit 50 ml eiskaltem 10%igem
Glycerol gewaschen. Es wurde wieder zentrifugiert, das Pellet im Rucklauf
resuspendiert und mit 25 ml 10%igem Glycerol gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Pellet im Rucklauf resuspendiert und je Elektroporation 50
pl dieser Zellen verwendet.

Elektroporation:

Zu 50 pl der kompetenten Zellen wurden 1 pl DNA (ca. 200 ng, in bidest. Wasser
gelost) pipettiert und die Mischung dann in die Elektoporationskivette gefullt. Die
Elektroporation wurde mit folgenden Konstanten durchgefuhrt: 2,5 kV, 200 Q und
25 pyF. Dann wurde sofort 1 ml eiskaltes LB-Medium zupipettiert und die Zellen bei
30°C (wenn ein weiteres PCR Targeting geplant war) bzw. 37°C 1 h geschuttelt.
AnschlieRend wurde auf mehrere LB-Platten (mit den entsprechenden Antibiotika)
ausplattiert und bei der entsprechenden Temperatur Uber Nacht inkubiert.

5.5 Konjugation von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042
mit E. coli

50 ml LB Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 1-2 ml einer
Vorkultur von E. coli ET 12567 (pUZ8002) Zellen, die das zu konjugierende Konstrukt
enthielten, inokuliert. Die Kultur wurde bis zu einer ODggo von ca. 0,6 kultiviert, dann
wurden die Zellen geerntet (2000 x g, 4°C, 5 min), zweimal mit sterilem 10%igem
LB-Medium gewaschen und das Pellet im Rulcklauf resupendiert. Wahrenddessen
wurden 50 pl Sporen von S. cinnamonesis Wildtyp (8*10® KBE/ul) zentrifugiert (3000
X g, 4°C, 10 min), um das Glycerol zu entfernen. Die Sporen wurden in 1 ml 2xYT-
Medium (s. Il 2.2) resuspendiert und 10 min bei 50°C pregerminiert (Kieser et al.,
2000). Je 500 ul warmebehandelte Sporen wurden zu 500 pl E. coli-Zellen gegeben,
vorsichtig gemischt, abzentrifugiert und sehr vorsichtig in 200 pl LB.Medium
resupendiert und danach auf MS-Platten ausplattiert. Diese wurden offen unter der
Sterilbank getrocknet und anschlie®end im Brutschrank bei 30°C inkubiert. Nach ca.
16 h wurde mit 0,5 mg Nalidixinsaure und 1,25 mg des entsprechenden
Selektionsantibiotikum pro Platte Uberschichtet.
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5.6 Isolierung von DNA aus Bakterien und Streptomyceten

5.6.1 Isolierung von Plasmiden aus E. coli (Alkalische Lyse)

E. coli-Einzelkolonien wurden Uber Nacht bei 37°C und 170 rpm in 3 ml LB-Medium
mit dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Das Pellet aus 1,5 ml Bakterienkultur
(Zentrifugation 1500 x g, 5 min, 4°C) wurde in 250 pl Losung 1 (s. Tabelle 11.5) durch
vortexen resuspendiert, vorsichtig mit 250 yl Losung 2 gemischt und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse der Bakterien war an der schleimigen
Konsistenz der klaren Losung erkennbar. AnschlieRend erfolgte durch Zugabe von
250 pl Loésung 3 die Ausfallung eines weillen, flockigen Niederschlages
hauptsachlich aus genomischer DNA und Proteinen. Nach Zentrifugation (17000 x g,
10 min, 4°C) wurde der klare Uberstand in ein neues Gefal Uberfiihrt. Fallung der
DNA erfolgte unter Verwendung von Isopropanol. Die DNA wurde in TE-Puffer
gelost.

Zur Midipraparation von Plasmid-, Cosmid- oder BAC-DNA aus E. coli wurden
Anionen-Austauscher-Saulen Nucleobond® AX 100 (Macherey-Nagel) verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte nach der Vorschrift des Herstellers in “Nucleobond® AX,
Properties and applications” mit Ubernachtkulturen in 50-100 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum.

5.6.2 Isolation genomischer DNA aus Streptomyces cinnamonensis
DSM 1042

50 ml einer 38 h alten Kultur in YMG-Medium wurden abzentrifugiert (2750 x g, 4°C,
10min), mit 25 ml TSE Puffer gewaschen und bei -20°C gelagert.

Die Zellen wurden in 4 ml TSE-Puffer (s. Tabelle 11.5) mit 3,5 mg/ml Lysozym und
100 pyg/ml RNase resuspendiert und 60 min im Wasserbad bei 37°C unter
mehrmaligem Invertieren inkubiert. Dann wurden 100 ul Proteinase K (10 mg/ml)
zugeben und 30 min bei 60°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte Zugabe von 1 ml
SDS-Lésung 2% (m/v) pH 8,0 und 30 min Inkubation im Wasserbad bei 60°C. Nach
AbklUhlung auf Raumtemperatur wurden 10 ml TE-Puffer zugegeben und die klare
Lésung mit 8 ml Phenol-Chloroform 30 min geschuttelt. Zur Phasentrennung wurde
die Mischung 20 min bei 3000 x g (4°C) zentrifugiert. Die Oberphase wurde
abgenommen und die Phenol-Chloroform-Extraktion mehrere Male wiederholt.
SchlieRlich wurde die wassrige Oberphase mit ca. demselben Volumen Isopropanol
uberschichtet und die genomische DNA mit einer angeschmolzenen Pasteurpipette
gefischt. Die DNA wurde sofort mit 70%igem eiskaltem Ethanol abgespult und nach
kurzem Trocknen in 2 ml TE-Puffer Gber Nacht bei 4°C geldst.

5.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Alle in dieser Arbeit durchgefuhrten PCR-Reaktionen wurden mit einem GeneAmp
PCR System 2400 (Perkin-Elmer, Weiterstadt) durchgeflhrt. Die verwendeten
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Oligonucleotid-Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) hergestellt.
Je 5-10 pl des erhaltenen PCR-Produktes wurden mit Hilfe eines Agarose-Gels
analysiert.

5.7.1 PCR zur Amplifikation der Apramycin-Kassette von plJ773

Die Bedingungen fir die Amplifikation der Apramycin-Kassette aus plJ773
(REDIRECT® Technology kit for PCR Targeting (Gust et al., 2003)) sind in Tabelle
[1.16 angegeben. Die Template-DNA wurde vorher mit EcoRI und Hindlll geschnitten.

Tabelle 11.16 PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation der Apramycin-Kassette von plJ773

Substanz Endkonzentration

PCR-Puffer (10x) 1x

Primer je 50 pmol

Template (Kassette) ca. 100 ng

dNTPs je 0,2 mM

DNA-Polymerase 25U

DMSO 5% (v/iv)

Endvolumen 50 ul

Zyklus Temperatur Zeit Cyclen
Hotstart 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 45s 10
Annealing 50°C 45s

Elongation 72°C 90 s

Denaturierung 94°C 45s 15
Annealing 55°C 45s

Elongation 72°C 90 s

Endelongation 72°C 5 min 1
Ende 4°C © 1

AnschlieRend wurde eventuell noch vorhandene zirkuldre Template-DNA durch
Restriktionsverdau mit Dpnl geschnitten, die DNA gefallt, in TE-Puffer oder H,O
geldst und bei -20°C aufbewahrt.

5.7.2 PCR zur Klonierung von fnq26 zur heterologen Expression in E. coli

Tabelle 11.17 PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation von fnq26

Substanz Endkonzentration
PCR-Puffer (10x) 1x

Primer je 50 pmol
Template (3-6H) 100 ng

DMSO 5% (v/v)

dNTPs je 0,2 mM
DNA-Polymerase 25U

Endvolumen 50 ul
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Zyklus Temperatur Zeit Cyclen
Hotstart 94°C 5 min 1
Denaturierung 94°C 45s 25
Annealing 64°C 45s

Elongation 72°C 90 s

Endelongation 72°C 5 min 1

Ende 4°C © 1

Fir die Amplifikation von fnq26 zur heterologen Expression in E. coli wurde das
Expand High Fidelity PCR System (Roche) eingesetzt.

Zur Klonierung und Uberxpression von fng26 wurde unter Verwendung der fnq26_for
und fng26_rev ein 926 bp groRes DNA-Fragment mittels PCR aus dem Cosmid 3-6H
amplifiziert. Durch den Primer fnq26_for wurde eine BamHI-Schnittstelle und durch
den Primer fnq26_rev eine Xhol-Schnittstelle eingefuhrt. Die Xhol Schnittstelle lag
hinter dem naturlichen Stopcodon von fng26.

Anschlieend wurde das PCR-Produkt gefallt, in TE-Puffer oder H,O geldst und bei
-20°C aufbewahrt.

5.8 Southern Hybridisierung

5.8.1 Herstellung von Digoxigenin-markierten DNA-Sonden nach der
Random-Prime-Methode

Das zu markierende DNA-Fragment wurde nach Restriktionsverdau und
gelelektrophoretischer Trennung aus dem Agarosegel isoliert. Ganze Plasmide oder
Cosmide als Sonde wurden mit einem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten, so
dass Fragmente zwischen 500 bp und 3 kb entstanden. Ca. 1 pg isolierte DNA wurde
zur Markierung mit dem DIG-High Prime DNA-Labeling and Detection Starter Kit Il
(Roche) nach der Vorschrift des Herstellers bearbeitet. Nach beendeter Reaktion
wurde zur Abtrennung von Uberschissigen Nucleotiden eine Ethanolfallung mit 4 M
LiCl als Salzkomponente durchgefuhrt. Die fertige Sonde wurde in TE-Puffer gelost
und eine Quantifizierung nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

5.8.2 Herstellung von Digoxigenin-markierten DNA-Sonden nach der PCR-
Labeling-Methode

Die Herstellung der DIG-markierten Sonden erfolgte durch PCR. Statt der
unmarkierten dNTPs wurde der DIG Labeling Mix (Roche) verwendet, nach der PCR
wurde eine Ethanolfallung durchgefihrt, in TE-Puffer aufgenommen und die Sonde
nach Vorschrift des Herstellers quantifiziert.

5.8.3 Southern Blot

Genomische DNA wurde mit ausgewahlten Enzymen geschnitten und auf dem
Agarosegel aufgetrennt. Als Marker wurde der DIG-Marker Nr. VII (Roche)
eingesetzt. Das Agarosegel wurde nach erfolgter Elektrophorese und Kontrolle durch
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Ethidiumbromid-Farbung bei RT 5 min in Depurinierungslésung und anschlief3end
zweimal 15 min in Denaturierungslésung unter Schutteln inkubiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten von je 15 min in Neutralisierungslosung wurde der DNA-
Transfer durchgefihrt. Unter Ausnutzung von Kapillarkraften fand der DNA-Transfer
auf eine Hybond™-N Nylonmembran (Amersham Pharmacia biotech) iiber einen
Zeitraum von ca. 16 h mit 20 x SSC-Puffer (s. Tabelle 11.8) statt. Zur Fixierung der
DNA auf der Membran wurde diese anschlieRend auf der Vorderseite 1 min und auf
der Rickseite 30 s mit UV-Licht (312 nm) bestrahlt.

5.8.4 Hybridisierung und Detektion

Die zur Hybridisierung und Detektion verwendeten Puffer und Losungen sind in
Tabelle 1.8 beschrieben. Die Membran wurde zunachst mit Prahybridisierungslosung
4 h bei 68°C prahybridisiert. Die DIG-markierte Sonde wurde mit 10 ml
Hybridisierungslosung (ca. 25 ng Sonde/ml) gemischt und vor Benutzung durch
Erhitzen auf 100°C fur 10 min denaturiert, anschlieBend schnell in flissigem
Stickstoff abgekunhlt. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei 68°C. Zur Entfernung
unspezifischer Bindungen wurde die Membran anschlieRend zweimal 10 min mit 10
ml 2 x Waschpuffer bei RT und zweimal 20 min mit 10 ml 0,5 x Waschpuffer bei 68°C
behandelt. Die Membran wurde danach 10 min in Tween-Waschpuffer gewaschen
und 30 min in Blocking-Solution inkubiert. Nach Zugabe von Antikorperlosung (10 pl
Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments (Roche) auf 100 ml Blocking Solution) wurde fur
weitere 30 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Membran in Tween-
Waschpuffer (je 20 min) und 5 min Aquilibrierung in Detektionspuffer wurde
detektiert. Dazu wurde die Membran mit 800 pl CSPD-L6sung (8 ul CSPD Reagenz
(Roche) auf 800 ul Detektionspuffer) benetzt, 5 min bedeckt bei Raumtemperatur
inkubiert, in eine Fotokassette eingelegt und 30-120 min bei 37°C mit einem
Hyperfilm ECL-Rontgenfilm (Amersham Biosciences) inkubiert.

Zur Entfernung der Sonden fur eine weitere Detektion wurde die Membran mit
Wasser gewaschen und zweimal 15 min bei 37°C unter Schutteln mit Stripping-
Losung (0,2 N NaOH, 0,1% SDS) behandelt. AnschlieRend wurde die Membran mit
2 x SSC-Puffer gewaschen und bei 4°C gelagert.

5.9 Herstellung einer Cosmidbank

Die chromosomale DNA von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 wurde mit
Sau3Al partiell verdaut, dephosphoryliert und in den mit BamHI/Xbal verdauten
Cosmidvektor SuperCos1 ligiert. Der Ligationsansatz wurde mit Hilfe des Gigapack®
Il XL Packaging Extraktes (Stratagene, Heidelberg, Germany) in Phagen verpackt
und in E. coli XL1 Blue MRF" transduziert. AnschlieRend wurden die Zellen auf LB-
Agarplatten mit 50 ug/ml Carbenicillin ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die Arbeitsschritte wurden entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Einzelkolonien wurden mit sterilen Zahnstochern in sterile Mikrotiterplatten mit
LB-Medium (mit 50 pug/ml Carbenicillin) Gberfihrt und 16-24 h bei 37°C inkubiert.
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AnschlieRend wurde die so erstellte Cosmidbank mittels eines Stempels erneut auf
Carbenicillin-haltige LB-Agarplatten Ubertragen und Uber Nacht bei 37°C kultiviert.
Die Mikrotiterplatten wurden durch Zusatz von 20% Glycerin konserviert und die
Cosmidbank bei -70°C gelagert.

Fir die erste Screening-Runde wurden die Klone in Pools zu 48 Klonen unterteilt.
Die Pools, die im ersten Screening positiv waren, wurden dann in einer zweiten
Screening-Runde zu 8er-Pools untersucht. In einer dritten Runde wurden dann die
positiven 8er-Pools als Einzelklone untersucht. Positive Klone wurden anschlief3end
mittels Restriktionskartierung und Sequenzierung naher untersucht.

5.10 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalysen
Doppelstrangsequenzierung des Cosmids 3-6H (InsertgroRe: 42187 bp) wurde von
der Firma Genotec (Daejeon, Korea) ausgefuhrt. Sonstige Sequenzierarbeiten
wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg) mit Hilfe der
Didesoxynucleotid-Kettenabbruch-Methode auf einem automatischen LI-COR
Sequenzierer durchgefuhrt.

Die Auswertung der ermittelten DNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programmes
DNASIS Version 2.1 (Hitachi Software Engineering, San Bruno, USA).
Homologievergleiche auf DNA- und Aminosaureebene wurden in GeneBank mit dem
BLAST-Programm (Version 2.0) durchgefuhrt.

6. Methoden der Biochemie

6.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur Berechnung des Proteingehaltes von Losungen wurde eine Kalibriergerade mit
BSA erstellt. Hierfur wurden 3 bis 4 Messpunkte zwischen 1 und 10 ug BSA (durch
Verdinnen einer Stammlosung mit 100 pg BSA/mI) ermittelt. Je 100 pl Lésung
wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz (s. Il 2.5.7) gemischt und nach 5 min (bei
Raumtemperatur) wurde die Absorption bei 595 nm vermessen. Als Referenz
(Nullabgleich) diente eine Probe mit 100 yl Wasser mit Bradford-Reagenz. Die
Kalibriergerade wurde flur jede Versuchsreihe neu erstellt. Die zu bestimmende
Probe wurde so verdinnt, dass die Absorption im Bereich von 0,3-0,7 lag.

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration gereinigter Proteine wurde alternativ
auch Uber die Absorption bei 280 nm quantifiziert. Eine Absorption von 1 entspricht
dabei ca. 1 mg/ml. Die Bestimmung des genauen Extinktionskoeffizienten erfolgte
uber die Aminosauren-Sequenz mit Hilfe des ,ExPASy World Wide Web molecular
biology server of the Swiss Institute of Bioinformatics®.
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6.2 Denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE mit Sammel- und Trenngel wurde nach der
Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefthrt. Alle verwendeten Puffer und
Ldsungen fur die Elektrophorese wurden genau nach den Angaben des Herstellers
der verwendeten Mini-PROTEAN® 3 Elektrophorese-Zelle der Firma Bio-Rad
hergestellt (s. Tabelle 11.7). Als Sammelgel wurde ein 4%iges Polyacrylamidgel
verwendet, als Trenngel diente ein 12%iges Gel (s. Tabelle 11.7). Die Elektrophorese
wurde mit einer Spannung von 200 V Uber 45 min durchgefihrt. Die zu
analysierenden Proben wurden unmittelbar vor der Elektrophorese im Verhaltnis 1:1
mit Probenpuffer gemischt und 1 min bei 100°C im Wasserbad erhitzt. Nach
beendeter Elektrophorese wurden die Gele 5 min in Fixierlésung und anschlief3end
20 min in Coomassie-Farbeldsung inkubiert. Der Hintergrund wurde durch
Behandlung mit Entfarbeldsung fur 90 min entfarbt, anschlieend wurde das Gel mit
Wasser gewaschen.

6.3 Siulenchromatographie von Proteinen (FPLC™)

Zur saulenchromatographischen Trennung von Proteinen wurde eine FPLC™-Anlage
der Firma Pharmacia LKB Biotechnology (Uppsala, Schweden) eingesetzt. Die
Anlage wurde stets bei einer Temperatur von 4°C betrieben. Die verwendeten
Komponenten der Anlage sind nachfolgend aufgeflhrt.

Pumpen:

externe Pumpe fur Probenauftrag: Pump P-1

Fliel3mittelpumpen: High Precision Pump P-500

Detektoren:

UV-Detektor: Monitor UV-M Il

Leitfahigkeitsdetektor: Conductivity Monitor

Fraktionssammler: FRAC 200

Steuerung: Controller LCC-501 Plus

Aufzeichnung: Recorder REC 102

Es wurden wassrige Fliel3mittelsysteme mit einer Flussrate von 1 ml/min verwendet.

Die Fliel3mittel wurden vor der Verwendung filtriert (PorengrofRe 0,2 ym).

6.4 Heterologe Expression von fnq26 in E. coli
6 x 1 | TB-Medium (50 pg/ml Kanamycin) wurden mit je 35 ml einer Ubernachtkultur
(LB-Medium mit Kanamycin 50 uyg/ml und Chloramphenicol 35 ug/ml) von E. coli
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BL21(DE3)pLysS, transformiert mit pLW37, inokuliert. Die Kulturen wurden bei 37°C
und 250 rpm bis zu einer ODgyo von ca. 0,6 kultiviert. Die Induktion der Protein-
Expression erfolgte nach Abkihlung auf 20°C mit 0,5 mM IPTG. 6 h nach Induktion
wurden die Zellen geerntet (2700 x g, 10 min, 4°C) und bei -20°C eingefroren.

6.5 Reinigung von Fnq26 als Histidin-Fusionsprotein mittels Nickel-
Affinitatschromatographie

Die Zellen (Zellpellet von 6 | nach Proteinexpression) wurden mit 200 ml Lysepuffer
(s. Tabelle 11.10) versetzt und bei 4°C unter Ruhren aufgetaut (20-30 min). Generell
wurde Schaumbildung soweit moglich vermieden. Die Mischung wurde anschliel3end
so lange mit Ultraschall (Branson Sonifier 250) behandelt, bis eine niedrig viskose
Mischung entstand und die DNA zerstort war (etwa 30 min). Eine Erwarmung auf
uber 12°C wurde soweit moglich vermieden. Das Homogenisat wurde 45 min bei
55000 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abdekantiert. Zwei PD-10
Saulen (d= 1,6 cm) wurden mit je 4 ml 50%iger Ni-NTA-Suspension (Qiagen, Hilden,
Deutschland) beflllt. Nachdem sich das Gel abgesetzt hatte, wurde das Wasser aus
der Saule gelassen und eine zweite Fritte knapp Uber der Ni-Agarose eingebracht.
Die Saulen wurden mit 20 ml Lysepuffer aquilibriert, anschlielend wurde die 16sliche
Proteinfraktion Uber die Saulen gegeben. Die Saulen wurden dann mit je 50 ml
Waschpuffer gewaschen und jede Saule wurde zweimal mit 6 ml Elutionspuffer
eluiert. Die Saulen wurden mit weiteren 10 ml Elutionspuffer gespult, um
anschlie3end fiur einen weiteren Durchgang mit je 20 ml Lysepuffer aquilibriert zu
werden. Die Eluate, die viel Protein enthielten wurden vereinigt, uber Sephadex G25
PD-10-Saulen in Aufbewahrungspuffer (s. Tabelle 11.10) umgepuffert, aliquotiert und
bei -70°C gelagert.

Fir die Bestimmung des nativen Molekulargewichts und zur Uberprifung, ob der
Hisg-Tag einen EinflulR auf die Enzymeigenschaften hat, wurde der Hisg-Tag mit
Thrombin abgespalten. Die Proteinlosung wurde mit 2 U Thrombin (fir 35 mg
Protein) 16 Stunden gegen Dialysepuffer (s. Tabelle 11.10) bei 4°C dialysiert.

Danach wurden je eine kleinere Saule mit 1 ml 50%iger Benzamidin-Sepharose-
Suspension bzw. 50%iger Ni-Agarose-Suspension befullt, mit Wasser aufgeflllt, eine
zweite Fritte eingesetzt und nachdem das Wasser abgelassen worden war, wurde
mit je 10 ml Dialyse-Puffer aquilibriert, wobei fur die Ni-NTA-Saule Imidazol (ceng = 20
mM) zugesetzt wurde, um zu verhindern, dass geschnittenes Protein unspezifisch
bindet. Das Dialysat wurde zur Entfernung des Thrombins zuerst Uber die
Benzamidin-Sepharose-Saule und zur Entfernung des His-Tags anschlieend Uber
die Ni-NTA-Saule gegeben. Jede Saule wurde mit 2 x 0,5 ml Dialysepuffer
nachgespult.

Die Proteinlosung wurde im Amicon Centriprep YM-10 bei 3000 x g auf maximal 13
ml aber maximal 20 mg/ml aufkonzentriert, um dann auf die Superdex-200-Saule
(Pharmacia XR26K 26/60) aufgetragen zu werden. Als FlieBmittel diente Tris-Puffer
(s. Tabelle 11.10) mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min. Die entsprechenden
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Fraktionen des Hauptpeaks wurden vereinigt, nochmals mit Amicon Centriprep YM-
10 konzentriert, mit einem Volumenteil Tris-Puffer (25 mM TrisHCI, pH 8, 2 mM DTT)
verdunnt und aliquotiert bei -70°C gelagert.

6.6 Bestimmung des Molekulargewichtes von Proteinen

Die Bestimmung des nativen Molekulargewichtes von Fnq26 wurde von |. Unsold
durchgefuhrt. Dazu wurde von ihr eine HiLoad 26/60 Superdex 200-Saule, die zuvor
mit Puffer C (s. Tabelle 11.10) aquilibriert worden war, mit Dextranblau 2000 (2000
kDa), Aldolase (158 kDa), Albumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa) und Ribonuclease
A (13,7 kDa) kalibriert. Das Bettvolumen (V:) wurde mit Aceton bestimmt, das
Ausschlussvolumen (Vo) mit Dextranblau 2000. Die Flussrate betrug 1 ml/min.
AnschlieBend wurde das Enzym Uber die Saule laufen gelassen und durch
Aktivitatsmessung der einzelnen Fraktionen das Elutionsvolumen (V) bestimmt.

n Aldolase

Albumin
Ovalbumin

log MW [Da]
&)
?

Ribonuclease A

Abb. 1.1 Kalibriergerade fiir die Superdex 200- Gelfiltrationsséule: zur Erstellung der Kalibriergeraden
wurde der Koeffizient K,, gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes aufgetragen. K,, berechnet
sich als: Ka=(Ve-V)/(Vi-Vy) (Daten von I. Unséld).

6.7 Bestimmung der Enzymaktivitat von Fngq26

Der Standardreaktionsansatz (50 yL) enthielt 100 mM Na-TAPS (pH 8,5), 0,5 mM
Flaviolin (bzw. 4 mM 1,3-DHN oder 2 mM 4-HBA), 2 mM GPP, 10 mM Ascorbinsaure
und 10-50 ug gereinigtes Fng26. MgCl, oder andere Metallionen wurden mit 10 mM
eingesetzt. Nach Inkubation fur 10 min bei 30°C wurde die Reaktion mit 100 pl
Ethylacetat/Ameisensaure (975:25) abgestoppt. Nach Vortexen und Zentrifugieren
wurde die organische Phase zur Trockenheit eingedampft und der Rickstand in
Methanol geldst und mittels HPLC analysiert. Es wurde eine Eclipse XDB-C18 Saule
(150 x 4,6 mm, 5 ym, Agilent, Waldbronn, Deutschland) mit einer Flussrate von 1
ml/min und einem linearen Gradient von 20 bis 100% Acetonitril Gber 30 min in
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1%iger Ameisensaure verwendet. Detektiert wurde bei 288 nm (fur Flaviolin und 1,3-
DHN) oder bei 260 nm (fur 4-HBA).

Flr quantitative Bestimmungen wurden routinemallig Doppelbestimmungen
durchgefuhrt.

7. Konstruktion der Deletionsmutanten und Komplementierung

FiUr die Inaktivierung der Gene fnq26, fnq28 sowie des 9 kb-Fragments im Bereich
von fng26 bis einschlieRlich ephzA wurde das Protokoll REDIRECT® Technology Kit
fur PCR-Targeting verwendet.

Die oriT/Apramycin-Resistenzkassette (aac(3)IV/oriT) wurde mittels
Restriktionsverdau mit Hindlll, EcoRI und Dral aus dem Plasmid plJ773 geschnitten.
Die Amplifizierung der Kassette erfolgte wie unter Il 5.7.1 beschrieben unter
Verwendung der Primer P-forward 5'-(N3g) ATT CCG GGG ATC ACT AGT CC C-3
und P-reverse 5-(N3g) A CTA GTC TGG AGC TGC TTC-3'. Die 39 nt sind homolog
zu der Region vor und nach dem DNA-Fragment, das deletiert werden soll und
reprasentieren den Bereich fir die A-Red vermittelte Rekombination. Die
unterstrichenen Buchstaben zeigen die Schnittstelle fur Spel. Eventuell noch
anwesende Template-DNA wurde nach der PCR durch Restriktionsverdau mit Dpnl
geschnitten. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden fir die Deletion der genannten
Gene bzw. des Genbereiches im Cosmid 3-6H durch A-Red vermittelte
Rekombination nach Angaben des Herstellers REDIRECT® Technology Kit (Gust et
al., 2003) verwendet (s. Il 5.4.2). Cosmide, welche die Resistenzkassette integriert
hatten, wurden isoliert und durch Restriktionsverdau analysiert.

Die Cosmide wurden danach in E. coli ET12567 (pUZ8002) transformiert (s. |l 5.4.2)
und mittels Konjugation (s. Il 5.5) in den Wildtyp von S. cinnamonensis DSM 1042
eingebracht. Die Apramycin-resistenten, aber Kanamycin-sensitiven Klone wurden
durch Southern Blot Analyse (s. Il 5.8) Uberpruft.

Fir die Entfernung der Resistenzkassette wurde die Cosmid-DNA mit Spel
geschnitten und Uber Nacht bei 16°C religiert.

7.1 Inaktivierung des Gens fnq26

Die Resistenzkassette zur Deletion von fng26 wurde mit den Primern fnq26del_for 5'-
GTG TCC TGC GCG CGC GAG AAG GTA TGG CCC ATC CTG GCC ATT CCG
GGG ATC ACT AGT CC C-3’ und fng26del_rev 5-GGG GGC TGA CCG GGC GGG
GCG CGG GGG CGT GCG GGT CAA CTA GTC TGG AGC TGC TTC-3 amplifiziert
(s. Tabelle 11.16). Die fettgedruckten Buchstaben reprasentieren den 39 nt
Homologiebereich zu der DNA-Region am Anfang und unmittelbar nach dem
Stopcodon von fng26. Die Spel-Schnittstelle ist unterstrichen. Durch A-Red
vermittelte Rekombination entstand das Cosmid ephzYMO03.
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7.2 Inaktivierung des Gens fnq28

Die Resistenzkassette zur Deletion von fng28 wurde mit den Primern fnq28del for 5'-
GCC GCG CAC ACG CGC CGA GCG CAC ATG GAG GAG AGATGATTC CGG
GGA TCA_CTA GTC C-3’ und fng28del_rev 5-GGT CCG GGC TCA GG CAA TTC
ACG AGC GGC GGG GCG TCA ACT AGT CTG GAG CTG CTT C-3 amplifiziert (s.
Tabelle 11.16). Die fettgedruckten Buchstaben reprasentieren den 39 nt
Homologiebereich zu der DNA-Region unmittelbar vor und nach fng28. Die Spel-
Schnittstelle ist unterstrichen. Durch A-Red vermittelte Rekombination entstand das
Cosmid ephzYMO04.

7.3 Herstellung einer Doppelmutante (Afnq26fnq28)

Um eine Doppelmutante herzustellen, in der beide putativen Prenyltransferasegene
deletiert sind, wurde die aac(3)IV/oriT -Kassette aus Cosmid ephzYMO3 durch
Restriktionsverdau mit Spel und Religation entfernt, wodurch Cosmid ephzYMO05
entstand. In diesem Cosmid wurde dann fng28 durch die amplifizierte Apramycin-
Kassette (s. Tabelle 11.16 und Il 7.2) mittels A-Red vermittelte Rekombination ersetzt
und es entstand Cosmid ephzYMO09

7.4 Inaktivierung der Gene fnq26-28ephzBCDEGA

Die Resistenzkassette zur Deletion des 9 kb groRen Fragments von fnq26 bis ephzA
wurde mit den Primern phzdel for 5-TGT CCT GCG CGC GCG AGA AGG TAT
GGC CCA TCC TGG CTA GCA TTC CGG GGA TCC GTC GAC C-3 und
phzdel_rev 5’-CTT TTT TGC TTG TGT GCT GAG GGT GCC CCT GGG TGG ATA
CTA GTA GGC TGG AGC TGC TTC-3 amplifiziert (s. Tabelle 11.16). Die
fettgedruckten Buchstaben reprasentieren den 39 nt Homologiebereich zu der DNA-
Region am Anfang von fnq26 und unmittelbar nach dem Stopcodon von ephzA. Die
Nhel und Spel-Schnittstellen sind unterstrichen. Durch A-Red vermittelte
Rekombination entstand das Cosmid ephzYM10.

7.5 Komplementierung der Afnq26-28ephzBCDEGA Mutante

Zur Herstellung eines konjugierbaren Komplementierungskonstruktes wurde in die
Ampicillinresistenz bla auf dem Backbone von SuperCos1 von Cosmid 3-6H die
aac(3)IV/oriT-Kassette aus plJ773 eingebracht. Die Kassette wurde mit den Primern
bladel_for 5-ATG AGT ATT CAA CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATT CCC TTT
ATT CCG GGG ATC CGT CGA CC-3’ und bladel_rev 5-TTA CCA ATG CTT AAT
CAG TGA GGC ACC TAT CTC AGC GAT TGT AGG CTG GAG CTG CTT C-&
amplifiziert. Die fettgedruckten Buchstaben reprasentieren den 39 nt
Homologiebereich zu der DNA-Region unmittelbar vor und nach bla. Durch A-Red
vermittelte Rekombination entstand das Cosmid ephzYM12.
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ephzYM12 wurde mittels Konjugation in S. cinnamonensis (Afnq26-28ephzBCDEGA)
eingebracht. Die erhaltenen Klone wurden auf Apramycin- und Kanamycinresistenz
gescreent (Single-Cross-Over-Mutanten). AnschlieRend wurde auf Double-Cross-
Over-Mutanten selektiert, die sensitiv gegen beide Antibiotika waren. Die gefundenen
Double-Cross-Over-Mutanten wurden ohne Zusatz von Antibiotika kultiviert und
extrahiert wie unter Il 8.1 beschrieben.

8. Isolierung von Sekundarstoffen aus Streptomyceten und
Pseudomonaden

8.1 Extraktion von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042

Der Wildtyp sowie samtliche Defektmutanten wurden flir 48 h in 50 ml YMG-
Flissigmedium kultiviert. 50 ml Produktionsmedium (Sedmera et al., 1991) wurden
dann mit 2,5 ml dieser Vorkultur inokuliert und danach fur 120 h bei 30°C mit 190
rom geschuittelt. Zur Kultivierung aller Defektmutanten wurden den Medien
Apramycin (30 pg/ml) und Nalidixinsaure (15 ug/ml) zugesetzt.

Zur Isolierung von Endophenazin A und Furanonaphthochinon | (FNQ I) wurden die
Zellen abzentrifugiert (10 min, 3500 x g, 4°C) und mit 10 ml Methanol 5 min im
Ultraschallbad extrahiert. Die Extrakte wurden mit 10 ml 1 M Natriumacetatpuffer pH
4,0 gemischt und danach mit 5 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase
wurde entnommen, das LoOsungsmittel abrotiert und der Rickstand in 1,5 ml
Methanol aufgenommen. Die Extrakte wurden dann mit Hilfe der HPLC analysiert.
Die Extraktion des Mediums erfolgte wie bei Gebhardt et al. (2002) flr S. anulatus
beschrieben (s. Il 8.2).

8.2 Extraktion von Streptomyces anulatus nach Gebhardt et al. (2002)
50 ml des Produktionsmediums wurden mit Sporen von S. anulatus beimpft und 48 h
bei 30°C und 210 rpm kultiviert. 2,6 ml dieser Kultur wurden verwendet, um 50 ml
frisches Produktionsmedium zu inokulieren. Unter denselben Bedingungen wurde
nochmals fur 96 h kultiviert.

Die Kulturbrihe wurde mit Salzsaure auf pH 4 gebracht und mit demselben Volumen
an Ethylacetat ausgeschuttelt. Das organische Losungsmittel wurde abrotiert und der
Ruckstand in Methanol aufgenommen.

8.3 Isolierung von Flaviolin aus Pseudomonas putida (pFG154-1) nach
Gross et al. (2006)

Zur lIsolierung von Flaviolin wurden 2 | LB Medium (50 ug Kan/mL) mit je 10 ml
Ubernachtkultur von Pseudomonas putida (pFG154-1) beimpft und 72 h bei 30°C
und 190 rpm kultiviert.
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Die Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 2700 x g, 4°C), der Uberstand (2 |) mit
400 ml 6 M HCI versetzt und danach zweimal mit Ethylacetat ausgeschuttelt. Die
organische Phase wurde abgetrennt und zur Trockenheit eingeengt. Der olige
Rickstand wurde in Methanol aufgenommen und der Rohextrakt durch
Saulenchromatographie Uber eine Sephadex LH20-Saule aufgetrennt. Es wurde
Methanol als Elutionsmittel verwendet und die Flussrate wurde auf 2 ml/min
eingestellt. Das Eluat wurde in Fraktionen zu je 12 ml aufgefangen und mit Hilfe der
HPLC (s. Il 10.1) Uberpruft. Die Fraktionen wurden entsprechend den HPLC-
Ergebnissen vereinigt und das Fliel3mittel abrotiert.

Die NMR- und MS-Spektren sind im Anhang, S. 107 abgebildet.

9. Futterungsexperimente von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042
mit ['3C,] Natriumacetat und [2-'°C] Glycerol

S. cinnamonensis DSM 1042 wurde fur 48 h in 50 ml YMG-Flussigmedium kultiviert.
50 ml des modifizierten Produktionsmediums (s. Il 2.2) wurden dann mit 2,5 ml
dieser Vorkultur inokuliert und mit je 50 mg sterilem [*C,]Natriumacetat (in HoOgest.
geldst und auf pH 7,0 eingestellt) bzw. 50 mg sterilem [2-*C]Glycerol (mit HoOgest.
verdunnt) versetzt. Insgesamt 40 Kolben je Futterung (entspricht 2 | Gesamtvolumen)
wurden dann fur 120 h bei 30°C mit 190 rpm geschuttelt.

Zur Isolierung von Endophenazin A und Furanonaphthochinon | (FNQ I) wurden die
Zellen abzentrifugiert (10 min, 3500 x g, 4°C) und mit 400 ml Methanol 5 min im
Ultraschallbad extrahiert. Die Extrakte wurden in einem Scheidetrichter mit 400 ml
1 M Natriumacetatpuffer pH 4,0 gemischt und danach zweimal mit 250 ml
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde eingeengt (50 ml) und dann
zweimal mit 0,1%iger Essigsaure gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde vollstandig abgezogen und der 6lige Extrakt auf Trockeneis
nach Wurzburg in den Arbeitskreis von Prof. G. Bringmann geschickt.

10. Analytik niedermolekularer Substanzen
10.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

10.1.1 Gerate, Saulen und FlieRmittel

Zur Analytik und Isolierung niedermolekularer Substanzen dienten ,Agilent 1100
series“ HPLC-Anlagen der Firma Agilent (Waldbronn). Zur Detektion wurde ein UV-
DurchfluBdetektor eingesetzt. Die Steuerung der Gerate und die Auswertung der
Ergebnisse erfolgten Uber Chemstation-Software. Die Anlagen setzten sich
zusammen aus einer binaren Pumpe (G1312A Bin Pump), einem Degasser (G1379A
Degasser), einem Autosampler (G1329A ALS), einem Thermostat (G1320B ALS
Therm) sowie einem UV-Detektor (G1314A VWD). Zu analytischen Zwecken erfolgte
die Trennung bei einer Flussrate von 1 ml/min Uber eine RP-18-Saule (Eclipse XDB-
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C18, 150 x 4.6 mm, 5 ym; Agilent, Waldbronn), der eine Multoprep RP-18 gefillte
Vorsaule (30 mm x 4 mm, 40 pm; C+S Chromatographie Service, Duren)
vorgeschaltet war. Flr die praparative Isolierung erfolgte die Trennung bei einer
Flussrate von 2,5 ml/min Uber eine Multospher RP-18-Saule (250 x 8 mm, 5 ym; C+S
Chromatographie Service, Diren), der eine Multoprep RP-18 gefilllite Vorsaule (50
mm x 10 mm, 40 um; C+S Chromatographie Service, Duren) vorgeschaltet war.

Als FlieBmittelkomponenten wurden Acetonitril (HPLC-grade), Ameisensaure (p. a.)
bzw. Phosphorsaure und HyOpigest verwendet. Die FlieBmittel wurden vor Gebrauch
durch Filtration Uber einen Membranfilter (Porengréfe 0,2 um) von Partikeln befreit
und unter Vakuum entgast.

10.1.2 Analytik der Sekundarstoffe aus Streptomyces cinnamonensis
DSM 1042

Samtliche Extrakte von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 sowie alle
Defektmutanten wurden mit Hilfe der HPLC (Agilent 1100 series, Waldbronn)
analysiert. Dazu wurde eine RP-18-Saule (Eclipse XDB-C18; 150 x 4.6 mm; 5 um;
Agilent, Waldbronn) bei einer FluRrate von 1 ml/min und ein linearer Gradient von
Acetonitril in 0,1% wassriger Phosphorsaure benutzt (10-100% uUber 20 min).
Detektiert wurde bei 260 und 365 nm. Zusatzlich wurde ein UV-Spektrum von 200 bis
400 nm mit Hilfe eines Photodioden-Array-Detectors aufgezeichnet.

Aulerdem wurden Massenspektren (ESI) aufgenommen (Spektren und Tabelle s.
Anhang S. 103/104, Tabelle VII.1).

10.1.3 Praparativer Assay und Analytik der enzymatischen Produkte der
Prenyltransferase-Reaktionen

Zur ldentifizierung der enzymatischen Produkte der Fnq26-Reaktion wurden 100 mM
Na-TAPS (pH 8,5), 2 mM Flaviolin (bzw. 2 mM 1,3-DHN oder 2 mM 4-HBA), 2 mM
GPP, 10 mM MgCl; und 10 mM Ascorbinsaure in 50 ml-Reaktionsansatzen bei 30°C
3 h inkubiert. Die Ansatze wurden mit jeweils 200 ml Ethylacetat/Ameisensaure
(975:25) extrahiert. Das Losungsmittel wurde abgezogen und die enzymatischen
Produkte Uber praparative HPLC aufgereinigt. Es wurde eine Multospher 120 RP 18
Saule (250 x 8 mm, 5 ym, CS Chromatographie Service, Duren) bei einer Flussrate
von 2,5 ml/min verwendet. Es wurde ein linearer Gradient von Acetonitril in 0,1%
wassriger Ameisensaure benutzt (70-100% uber 30 min). Detektiert wurde bei 288
nm fur Flaviolin und 1,3-DHN bzw. 260 nm fur 4-HBA.

Die Produkte wurden mit Hilfe der NMR-Spektroskopie (s. Il 10.2) und der
Massenspektrometrie (s. Il 10.3) analysiert.
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10.1.4 Quantifizierung der enzymatischen Produkte der Prenyltransferase-
Reaktionen

Die Quantifizierung der entstandenen enzymatischen Produkte aus der Fnq26-
Reaktion erfolgte durch Vergleich mit den jeweils eingesetzten Substraten.

10.2 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Zur Strukturaufklarung mittels "H- bzw. *C-NMR-spektroskopischer Analysen wurden
die Proben udber Nacht gut im Exsikkator getrocknet und in deuteriertem
Losungsmittel (Merck) aufgenommen. Die NMR-Spektren wurden mit Hilfe eines
Avance 400 Spektrometers (Bruker, Karlsruhe, Germany) aufgenommen.

10.3 LC-MS

Zur LC-MS-Analyse wurde ein Flussigchromatograph mit einer GromSil 120 Saule
(150 x 2 mm, 3 ym) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 0,2 ml/min verwendet, der an
ein Elektronspray lonisation (ESI) Massenspektrometer Finnigan LCQ Duo (Thermo-
Finnigan, San Jose, CA) gekoppelt war, verwendet. Die Elektronspray-Spannung
betrug 4,5 kV, die Kapillarspannung betrug 38 V und die Kapillartemperatur betrug
250°C. Als Trenn- und Hilfsgas wurde Stickstoff verwendet.
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i Ergebnisse

1. Identifizierung eines Biosynthesegencluster fiir Endophenazin A
und Furanonaphthochinon | aus Streptomyces cinnamonensis DSM
1042

Das erste Ziel dieser Arbeit war, das Biosynthesegencluster flir Endophenazin A aus
Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 zu identifizieren. Der Vergleich mit
bekannten Phenazin-Biosynthesegenclustern aus anderen Organismen sollte die
Identifizierung der Phenazin-Biosynthesegene und moglicherweise auch eines
putativen Prenyltransferasegens erlauben.

Vor einer Klonierung des Phenazin-Biosynthesegenclusters sollte jedoch
sichergestellt werden, dass der Stamm Streptomyces cinnamonensis DSM 1042
Endophenazin A und Furanonaphthochinon | (FNQ 1) produziert.

1.1 Identifizierung von Endophenazin A und Furanonaphthochinon |
aus Streptomyces cinnamonensis DSM 1042

S. cinnamonensis DSM 1042 wurde 120 h bei 30°C und mit 190 rpm in dem von
Sedmera et al. (Sedmera et al., 1991) beschriebenen Medium kultiviert. Danach
wurden die Zellen sowie das Medium extrahiert (s. Il 8.1 und Il 8.2). Von H.-P.
Fiedler (TUbingen) wurden freundlicherweise Endophenazin A-D
Referenzsubstanzen und von J. Spizek (Prag) eine Probe von Furanonaphthochinon
I (FNQ 1) zur Verfigung gestellt. Kommerziell erhaltliche Phenazin-1-carbonsaure
stand ebenfalls zur Verfugung.

Durch Vergleich von Retentionszeit, UV-Absorptionsspektren und
massenspektrometrischen Fragmentierungsmustern gelang es, die Produktion von
Phenazin-1-carbonsaure (1,2 mg/l), Endophenazin A (4 mg/l) und FNQ | (8 mg/l)
nachzuweisen. Endophenazin B konnte ebenfalls in Spuren nachgewiesen werden.
Nach Zentrifugation der Kultur waren 95% dieser Substanzen im Zellpellet zu finden,
nur ca. 5% im Uberstehenden Medium.

1.2 Klonierung und Sequenzierung des Biosynthesegenclusters

Um das gesuchte Phenazin-Biosynthesegencluster zu finden, wurde eine
Cosmidbank von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 im Vektor SuperCos1
angelegt.

Die Gene phzA und phzB aus dem Phenazin-Biosynthesegencluster aus
Pseudomonas fluorescens 2-79 (Mavrodi et al., 1998) sind zueinander sowie zu den
orthologen Genen aus anderen Phenazin-Biosynthesegencluster hochkonserviert,
zeigen aber nur geringe Ahnlichkeit mit anderen Genen in den Datenbanken. esmA,
ein orthologes Gen zu phzB aus einem putativen Esmeraldin-Biosynthesegencluster
(Struktur s. Abb. 1.4) aus Streptomyces antibioticus Tu2706 wurde freundlicherweise
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von H. G. Floss und T.-W. Yu zur Verfugung gestellt (H. G. Floss und T.-W. Yu,
University of Washington, Seattle, USA; unveroffentlichte Ergebnisse).
Southern-Hybridisierung der genomischen DNA von S. cinnamonensis mit esmA als
Sonde ergab ein deutliches einzelnes Signal. Daher wurde diese Sonde flr das
Screening der Cosmidbank mittels Southern-Hybridisierung verwendet. Aus 960
Cosmiden wurden zwei positive Cosmide erhalten. Die beiden Cosmide 3-6H und
9-9A wurden mittels Restriktionsanalyse und Ansequenzierung des Inserts von
beiden Seiten miteinander verglichen. Es stellte sich heraus, dass es sich um zwei
identische Cosmide handelte. SchlieBlich wurde das Insert von Cosmid 3-6H
vollstandig sequenziert.

1.3 Sequenzanalyse des Inserts von Cosmid 3-6H

Eine computergestitzte Sequenzanalyse des Inserts (42187 bp) von Cosmid 3-6H
ergab insgesamt 31 offene Leserahmen (Orfs) (s. Abb. III.1).

Im Rahmen der Diplomarbeit von K. Fay wurde das Insert eines weiteren mit 3-6H
uberlappenden Cosmids 6-1D (41930 bp) komplett sequenziert und die erhaltene
Sequenz analysiert (Fay, 2005). Die Inserts Uberlappten im Bereich von fnq14/fnq15.
Insgesamt ist somit ein 81 kb grol3er Bereich des Genoms von S. cinnamonensis
sequenziert und analysiert worden. Die gefundenen Orfs des 73 kb grofen
Bereiches von Orf1 bis einschlielRlich Orf14 sind in der EMBL-Nucleotide Sequence
Database unter der Accession-Nummer AM384985 hinterlegt.

In Tabelle IIl.1 sind alle identifizierten Orfs im Insert von Cosmid 3-6H (fnq714 bis
Orf23) aufgelistet. Einige Orfs hatten groBe Ahnlichkeit zu Genen aus dem
Furaquinocin-Biosynthesegencluster aus Streptomyces sp. strain  KO-3988
(Kawasaki et al., 2006). Furaquinocin A (s. Abb. |.7) ist strukturell sehr ahnlich zu
FNQ I. Einige Orfs hatten Sequenzahnlichkeit mit Phenazin-Biosynthesegenen aus
Pseudomonas fluorescens 2-79 (Mavrodi et al., 1998). Aus diesem Grund sind die
entsprechenden orthologen Gene aus diesen beiden Biosynthesegenclustern im
Vergleich zu den gefundenen Orfs aus S. cinnamonensis angegeben.

Cosmid 3-6H

—:i })j>—pﬁ>{>—r;‘>ﬁ><}{p—q>|j>—|>(>|ww>p<}j<j>q-uij_:'-

fngid 16 fng18 fng20 fng22 fng24 fng26 ephzB ephzE  Orfid Orfl6  Orf19  Orf21 Orf23
fng17 fng19 fng21 fng23 fng25 fng27 ephzC ephzG Ovf15 Orf18  Orf20 Orf22
fnq28  ephzD ephzA orf17

fng'
fnq15

H
1kb

Abb. lIl.1 Schematische Darstellung der gefundenen Orfs im Insert von Cosmid 3-6H. Die putativen
Phenazin-Biosynthesegene sind schwarz und die putativen FNQ [-Biosynthesegene sind grau
dargestellt.
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Tabelle Ill.1 Identifizierte Orfs im Insert von Cosmid 3-6H

Orf Orfs aus den % Identitit zu Ahnlichkeit zu Proteinen und deren Herkunft Accession Nr.
(aa= Genclustern fir Fur oder Phz (% ldentitdt der Produkte)
Aminosauren) Furaquinocin Proteinen

(fur) oder

Phenazin (phz)
fnq14 Methioninsynthase NP_827843
(1167 aa) aus S. avermitilis MA-4680 (86%)
fnq15 5,10-Methylentetrahydrofolatreduktase AAN85549
(301 aa) aus S. atroolivaceus (80%)
fnq16 Adenosylhomocysteinase CAK50773
(487 aa) aus S. argillaceus (88%)
fnq17 Putativer Transkriptiosregulator aus S. coelicolor NP_627555
(152 aa) (34%)
fnq18 Transmembrantransporter aus S. carzinostaticus AAM77999
(465 aa) (50%)
fnq19 MK 63% Mevalonatkinase BAB07790
(348 aa) (335 aa) aus S. spec. CL190 (65%)
fnq20 fur16 54% Hypothetisches Protein SAV 5825 aus S. NP_827002
(759 aa) (682 aa) avermitilis (46%)
fnq21 fur17 72% Carboxymuconatcycloisomerase aus S. spec. AAD40814
(500 aa) (484 aa) 2065 (52%)
fnq22 fur18 53% OvmZ aus S. antibioticus ATTC 11891 (33%) CAG14961
(212 aa) (209 aa)
fnq23 fur19 69% trans-Polyprenyldiphosphatsynthetase AAK46514
(352 aa) (352 aa) aus Mycobacterium tuberculosis CDC1551 (40%)
fnq24 Putative Monooxygenase aus S. avermitilis MA- NP_822921
(516 aa) 4680 (40%)
fnq25 Cytochrome B Untereinheit SC 2148 aus S. NP_626404
(569 aa) coelicolor (58%)
fnq26 fur7 64% Prenyltransferase AF329398-29
(300 aa) (307 aa) CloQ aus S. roseochromogenes (24%)
fnq27 furé 74% SAM-abhangige Methyltransferase AAT45283
(372 aa) (378 aa) aus S. tubercidicus (29%)
fnq28 putative Prenyltransferase AF329398-29
(304 aa) CloQ aus S. roseochromogenes (23%)
ephzB phzB 78% Putatives Enzym der Phenazin Biosynthese AAC18901
(162 aa) (162 aa)
ephzC phzC 60% 3-Desoxy-D-arabinoheptulosonsaure-7-phosphat AAC18902
(391 aa) (400 aa) (DAHP) Synthase
ephzD phzD 65% 2,3-Dihydro-3-hydroxyanthranilsdure (DHHA)- AAC18903
(207 aa) (207 aa) Synthase
ephzE phzE 59% 2-Amino-2-desoxy-isochorisminsaure (ADIC)- AAC18904
(654 aa) (637 aa) Synthase
ephzG phzG 54% Putative FMN-abhangige Oxidase AAC18906
(226 aa) (222 aa)



Ergebnisse 51

Orf Orfs aus den % Identitit zu Ahnlichkeit zu Proteinen und deren Herkunft Accession Nr.
(aa= Genclustern fiir Fur oder Phz (% Identitét der Produkte)
Aminoséuren) Furaquinocin Proteinen

(fur) oder

Phenazin (phz)

ephzA phzA 49% Putatives Enzym der Phenazin Biosynthese AAC18900
(169 aa) (163 aa)

Orf14 WrbA NAD(P)H:Chinonoxidoreduktase ZP_00657310
(203 aa) WrbA aus Nocardioides sp. JS614 (52%)

Orf15 Putativer Sigmafaktor aus S. ambofaciens ATCC CAJ88151
(308 aa) 23877 (71%)

Orf16 Hypothetisches Protein aus Polaromosas sp. YP_549457
(121 aa) JS666 (40%)

Orf17 Putativer Sigmafaktor aus S. ambofaciens ATCC CAJ88151
(310 aa) 23877 (71%)

Orf18 Hypothetisches Protein SAV788 aus S. avermitilis NP_821963
(157 aa) MA-4680 (77%)

Orf19 JadZ aus S. venezuelae (oxidoreductase-like- AAL82808
(486 aa) protein) (51%)

Orf20 Rv3161c aus M. tuberculosis, putative NP_217677
(460 aa) Dioxigenase (39%)

Orf21 Hypothetisches  Protein  SAV1135 aus S. NP_822310
(162 aa) avermitilis MA-4680 (45%)

Orf22 Konserviertes Protein aus S. ambofaciens ATCC CAJ89922
(122 aa) 23877 (41%)

Orf23 Konserviertes Protein aus S. ambofaciens ATCC CAJ89733
(443+ aa) 23877

Orfs im Insert von Cosmid 3-6H aus Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 verglichen mit Genen aus dem
Furaquinocin-Biosynthesegencluster Streptomyces sp. strain KO-3988 (Kawasaki et al., 2006) (Accession-
Nummer in GeneBank AB212624) aus dem Phenazin-Biosynthesegencluster Pseudomonas fluorescens 2-
79 (Mavrodi et al., 1998) (Accession-Nummer in GeneBank L48616).

1.3.1  Gene der Phenazinbiosynthese

Die Sequenzanalyse des 42 kb grof3en Inserts von Cosmid 3-6H zeigte, dass sechs
orthologe Gene aus dem Biosynthesegencluster von Pseudomonas fluorescens 2-79
auch in S. cinnamonensis vorhanden sind (Abb. Ill.1 und Tabelle 1ll.1). Diese sechs
Orfs wurden in Anlehnung an die sechs orthologen Gene aus P. fluorescens als
ephzB, ephzC, ephzD, ephzE, ephzG und ephzA bezeichnet. Die sechs Gene zeigen
eine Sequenzahnlichkeit von 49-78% auf Aminosaureebene zu den orthologen
Genen aus P. fluorescens. Mit Ausnahme der Position von ephzA und dem Fehlen
eines orthologen Gens fur phzF sind alle Gene in derselben Reihenfolge angeordnet
wie in P. fluorescens.

Die Genprodukte von phzC, phzE und phzD sind an der Bildung von 3-Desoxy-D-
arabinoheptulosonsaure-7-phosphat (DAHP), 2-Amino-2-desoxy-isochorisminsaure
(ADIC) und 2,3-Dihydro-3-hydroxyanthranilsaure (DHHA) in Pseudomonas beteiligt
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(McDonald et al., 2001; Parsons et al., 2003). Dagegen ist die Funktion von PhzA,
PhzB und PhzG bisher ungeklart (Mavrodi et al., 2006). PhzF scheint fur die
Isomerisierung von DHHA bendtigt zu werden, bevor dann durch Dimerisierung und
Oxidation das Phenazingerist entsteht (Blankenfeldt et al., 2004; Parsons et al.,
2004). Auf dem insgesamt 81 kb groRen sequenzierten Bereich des Genoms von
S. cinnamonensis konnte kein orthologes Gen fur phzF gefunden werden.

1.3.2 fnq26 und fnq28: zwei Prenyltransferasegene

S. cinnamonensis produziert das geranylierte Naphthochinon FNQ | und prenylierte
Phenazine, in der Hauptsache Endophenazin A (s. Abb. 1.6 und Abb. 1.7). In der
Sequenz des Inserts von 3-6H befinden sich direkt neben dem putativen Phenazin-
Biosynthesegencluster ephzBCDEGA mit fnq26 und fng28 zwei Orfs, deren
Genprodukte Sequenzahnlichkeit zu CloQ (Pojer et al., 2003) aus der Clorobiocin-
Biosynthese und zu Orf2 (Kuzuyama et al., 2005) aus der Naphtherpin-Biosynthese
aufweisen. Ein orthologes Gen zu fnq26 wurde mit fur7 auch im Furaquinocin-
Biosynthesegencluster identifiziert (Tabelle I11.1).

Im Folgenden (s. Il 1.4) wird die Untersuchung der Funktion von fnq26 bzw. fnq28 in
der Biosynthese von FNQ | und Endophenazin A beschrieben.

1.3.3 fnq27: ein Methyltransferasegen

Zwischen den beiden putativen Prenyltransferasegenen fnq26 und fnq28 wurde
fnq27 identifiziert. Fng27 weist Ahnlichkeit zu einer SAM-abhangigen
Methyltransferase aus S. tuberidicus sowie zu Fur6 aus dem Furaquinocin-
Biosynthesegencluster auf.

Durch Inaktivierungsversuche wurde die Beteiligung von Fng27 am Methyltransfer
auf das Kohlenstoffatom an Position 6 von FNQ | nachgewiesen und eine Beteiligung
an der N-Methylierung in der Biosynthese von Endophenazin B ausgeschlossen
(Gllck, 2006).

1.3.4 Gene der FNQ I-Biosynthese

Die Gene fnq20, fnq21, fnq22 und fnq23 im Insert von Cosmid 3-6H zeigen alle
Ahnlichkeit zu Genen aus dem Furaquinocin-Biosynthesegencluster und sind
aullerdem in exakt derselben Reihenfolge angeordnet wie dort (s. Abb. IIl.1).
Deswegen kann vermutet werden, dass diese vier Gene der Biosynthese von FNQ |
zuzuordnen sind. Fng20 bzw. Fur16 zeigen Sequenzahnlichkeit zu einem
hypothetischen Protein aus S. avermitilis. Fng21 und Fur17 haben Ahnlichkeit zu
einer Carboxymuconatcycloisomerase, die die Bildung von 3-Carboxy-cis,cis-
muconat katalysiert, indem ein Angriff eines Carbonyl-Sauerstoffs auf eine
Doppelbindung mit anschlieBender Zyklisierung stattfindet (Yang et al., 2004).
Maoglicherweise ist daher Fng21 am Ringschlu® der Geranylseitenkette in der
Biosynthese von FNQ | beteiligt. Fng22 bzw. Fur18 zeigen Ahnlichkeit zu OvmZ aus
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S. antibioticus ATTC 11891. OvmZ ist ein Protein aus der Oviedomycin-Biosynthese,
dessen Funktion jedoch unbekannt ist (Lombo et al., 2004). Fng23 bzw. Fur19
zeigen Sequenzahnlichkeit zu einer trans-Polyprenyldiphosphatsynthetase aus M.
tuberculosis CDC1551 (Fleischmann et al., 2002). Daher kénnte Fng23 an der
Bereitstellung von Geranyldiphosphat in der Biosynthese von FNQ | beteiligt sein.

1.3.5 fnqg19: ein putatives Mevalonatkinasegen

18 kb upstream des putativen Phenazin-Biosynthesegenclusters ephzBCDEGA
befindet sich ein Orf, fnq19, der Sequenzahnlichkeit zu Mevalonatkinasegenen aus
Streptomyceten-Arten hat. Ein ahnliches Gen (MK) wurde im Furaquinocin-
Biosynthesegencluster aus Streptomyces sp. strain KO-3988 zusammen mit funf
weiteren Mevalonatgenen gefunden, die gemeinsam die Biosynthese von
Isopentenyldiphosphat (IPP) steuern (Kawasaki et al., 2006). In der gesamten
Sequenz des Inserts von 3-6H sowie auch in der Sequenz von 6-1D konnte aulder
fng19 kein weiteres putatives Mevalonatgen identifiziert werden.

Diese Tatsache fuhrte zu der Frage uber welchen Biosyntheseweg die
Isopreneinheiten von Endophenazin A und FNQ | bereitgestellt werden.

Dies ist Gegenstand des dritten Teiles der vorliegenden Arbeit.

1.3.6 Gene der S-Adenosylmethioninsynthese

Am Rand des 42 kb grof3en Inserts des Cosmids 3-6H befinden sich drei Orfs fnq14,
fnq15 und fnq16, deren Genprodukte Sequenzahnlichkeit zu Enzymen zeigen, die an
der Bereitstellung von S-Adenosylmethionin (SAM) beteiligt sind. SAM wird im
Primarstoffwechsel synthetisiert. Fnq14 zeigt Sequenzahnlichkeit zu einer
Methioninsynthase aus S. avermitilis MA-4680, Fnq15 zu einer N5,N10-Methylen-
tetrahydrofolatreduktase aus S. atroolivaceus und Fng16 hat wiederum
Sequenzahnlichkeit zu einer S-Adenosylhomocysteinase aus S. argillaceus. Auf dem
Insert von 6-1D wurden spater fng12 und fnq13 identifiziert. Fnq12 hat Ahnlichkeit zu
einer SAM-Synthase aus S. rochei und Fnq13 zu einer Adenosinkinase aus Frankia
sp. Ccl3. Gemeinsam bilden diese funf Orfs ein putatives SAM-
Biosynthesegencluster.

1.3.7 Transporter und Regulatoren

Fng18 zeigt Ahnlichkeit zu einem Transmembrantransporter aus S. carzinostaticus
(50%) und konnte an der Sekretion der Sekundarmetabolite beteilgt sein.

Fng17 hat Sequenzahnlichkeit zu einem Transkriptionsregulator aus S. coelicolor
(34%) und konnte daher eine regulatorische Funktion haben.
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1.3.8 Gene unbekannter Funktion und Gene des Primarstoffwechsels

Orf16, Orf18, Orf21, Orf22 und Orf23 haben Ahnlichkeit zu hypothetischen bzw.
konservierten Proteinen, deren Funktion unklar ist.

Fng24 hat Sequenzahnlichkeit zu einer Monooxygenase aus S. avermitilis (40%),
Fng25 zur Cytochrom B Untereinheit aus S. coelicolor (58%) und Orf20 zu einer
putativen Dioxygenase (39%). Orf14 hat genau wie Fnq10 Ahnlichkeit zu einer
Chinon-Oxidoreduktase (52%) (Patridge and Ferry, 2006). Die Funktion dieser
Proteine ist unklar, sie konnten aber eventuell modifizierende Aufgaben in der
Sekundarstoffbiosynthese ubernehmen. Orf19 zeigt Sequenzahnlichkeit zu JadZ aus
der Jadomycin-Biosynthese in S. venezuelae (51%) (Wang et al., 2002), dessen
Funktion jedoch unbekannt ist. Jadomycin ist ebenfalls ein Sekundarmetabolit mit
einer Polyketidstruktur.

Orf15 und Orf17 haben starke Ahnlichkeit (71%) zu einem Sigmafaktor aus
S. ambofaciens ATCC 23788 (Choulet et al., 2006). Sigmafaktoren sind als
Initiationsfaktoren an der Transkription beteiligt und werden dem Primarstoffwechsel
zugeordnet.

1.4 Funktionsnachweis des Biosynthesegenclusters: Herstellung von
Deletionsmutanten und Untersuchung deren
Sekundarstoffproduktion

1.4.1 Inaktivierung der Gene fnq26 und fnq28

Zum  funktionellen  Nachweis der Beteiligung der beiden putativen
Prenyltransferasegene fnq26 und fng28 an der Biosynthese von Endophenazin A
oder FNQ | wurden zunachst fnq26 und fnqg28 jeweils getrennt voneinander und
spater  zusatzlich gemeinsam  inaktiviert. Fur die  Herstellung der
Inaktivierungskonstrukte  wurden die beiden Gene jeweils durch die
Apramycinresistenz-Kassette aus plJ773 mittels A-Red-vermittelter Rekombination
im Cosmid 3-6H ersetzt (s. Il 7.1 und 7.2). Die beiden veranderten Cosmide
ephzYMO03 und ephzYMO04 wurden durch Konjugation (s. Il 5.5) in den Wildtyp von
S. cinnamonensis eingebracht und die erhaltenen Exkonjuganten auf ihr
Resistenzverhalten Uberpruft (s. Il 4.2.3). Single-Cross-Over-Mutanten waren sowohl
resistent gegenlber Apramycin als auch gegenuber Kanamycin, wohingegen
Double-Cross-Over-Mutanten gegenuber Apramycin resistent jedoch gegenlber
Kanamycin  sensitiv.  waren.  Nur  Double-Cross-Over-Mutanten  wurden
weiterverwendet und der Genotyp dieser Mutanten mittels Southern Blotting (Il 5.8)
uberpruft. Dazu wurde chromosomale DNA mit Pstl bzw. Ncol geschnitten und mit
DIG-markiertem 3-6H als Sonde hybridisiert.

Abbildung Ill.2 zeigt die Ergebnisse von jeweils drei Defektmutanten, die als Afnq26-
und Afnq28-Mutanten bezeichnet wurden. Die Deletion des Gens fnq26 (Abb. Ill.2a)
wurde sowohl durch die Anwesenheit der 4,4 kb und 574 bp Banden als auch durch
Abwesenheit der 3,3 kb und 1 kb Banden nachgewiesen. Die 1 kb Bande wurde
durch eine weitere etwa 1 kb grof3e Bande in Wildtyp (WT) und Mutanten Uberlagert.
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Die Deletion des Gens fng28 (Abb. Ill.2b) wurde durch Anwesenheit einer 3,2 kb
Bande und Abwesenheit einer 2,7 kb Bande gezeigt.

Da es madglich erschien, dass die beiden putativen Prenyltransferasen sich
gegenseitig in ihrer Funktion ersetzen konnen, wurde eine Doppelmutante
hergestellt, bei der beide putativen Prenyltrasferasegene inaktiviert waren (s. Il 7.3).
Dazu wurde die Apramycinresistenz-Kassette durch Schneiden mit Spel und
anschlielender Religation aus Cosmid ephzYMO03 entfernt, das Gen fnq28 durch
eine Apramycinresistenz-Kassette mittels A-Red-vermittelter Rekombination ersetzt
und das entstandene Cosmid ephzYMO9 durch Konjugation in den Wildstamm von
S. cinnamonensis eingebracht. Die erhaltenen Exkonjuganten wurden wieder auf ihr
Resistenzverhalten Uberpruft und der Genotyp dreier Double-Cross-Over-Mutanten
mittels Southern Blotting Uberpruft. Dazu wurde chromosomale DNA mit Bglll
geschnitten und mit DIG-markiertem 3-6H als Sonde hybridisiert. In Abbildung Ill.2c
sind die Ergebnisse von drei Defektmutanten dargestellt, die als Afnq26Afnq28-
Mutanten bezeichnet wurden. Die Deletion der Gene fnq26 und fnq28 wurde durch
die Abwesenheit der 2,9 kb, 1,7 kb, 1 kb und 438 bp Banden und durch Anwesenheit
der 3,9 kb und 2 kb Banden gezeigt.
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Abb. lll.2 Inaktivierung der Gene fnq26 und fnq28. DIG-markiertes Cosmid 3-6H wurde als Sonde fiir
Southern Hybridisierung verwendet. Es wurden jeweils drei Mutanten mit dem Wildtyp (WT) von S.
cinnamonensis verglichen. a) fnq26 Inaktivierung: chromosomale DNA der Mutanten und des WT
wurde mit Pstl (P) geschnitten. Der WT zeigt eine 3,3 kb und eine 1 kb Bande. Die Mutanten zeigen
eine 4,4 kb und 574 bp Banden. Die 1 kb Bande wurde durch eine weitere etwa 1 kb gro3e Bande in
WT und Mutanten (berlagert. b) fnq28 Inaktivierung: Der WT zeigt eine 2,7 kb und die Mutanten eine
3,3 kb Bande nach Restriktionsverdau von chromosomaler DNA mit Ncol (N). c) Doppelinaktivierung
der Gene fnq26 und fnq28: Chromosomale DNA der Mutanten und des WT wurde mit Bglll (G)
geschnitten. Der WT zeigt 2,9 kb, 1,7 kb, 1 kb und 438 bp Banden, die Mutanten hingegen 3,9 kb und
2 kb Banden.

1.4.2 Inaktivierung aller Gene von fnq26 bis ephzA

Um die Frage zu klaren, ob es sich bei den gefundenen ephzBCDEGA Genen um
ein funktionelles Phenazin-Biosynthesegencluster handelt, wurde der komplette 9 kb
grolde Bereich vom Startcodon von fnq26 bis zum Stopcodon von ephzA durch eine
Apramycinresistenz-Kassette mittels A-Red-vermittelter Rekombination ersetzt (s. Il
7.4). Das entstandene Cosmid ephzYM10 wurde durch Konjugation in S.
cinnamonensis eingebracht und nach Screening auf Double-Cross-Over-Mutanten
der Genotyp zweier Afnq26-fnq28ephzBCDEGA-Mutanten mittels Southern Blotting
uberpruft. Dazu wurde chromosomale DNA des Wildtyps sowie der Mutanten mit
BamHI geschnitten und mit DIG-markiertem 3-6H als Sonde hybridisiert. In
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Abbildung 1l1.3 sind die Ergebnisse von zwei unabhangigen Mutanten dargestellt. Die
Deletion der Gene wurde durch die Abwesenheit von finf Banden (9,7 kb, 3,6 kb, 1,5
kb, 987 und 808 bp) und durch Anwesenheit der 6,3 kb und 2,9 kb Banden gezeigt.
Die 987 bp Bande wurde durch eine weitere Bande in Wildtyp und Mutanten
uberlagert.

B B B BB B wrd 2
| [ Ll ] 97kb=

9.7 kb 808bp 3.7kb 1.5kb MW - 63kb
WT 987 bp

COo— BB EOBE DRI T L,
‘ - . 1.5kb — g8 .

6.3 kb I 29 kb

B 8 g B808b —- '
Afnq26-28AephzBCDEGA Mutante SR

Abb. .3 Inaktivierung aller Gene von fnq26 bis ephzA: chromosomale DNA von WT und zwei
Mutanten wurden mit BamHI (B) geschnitten und mit DIG-markiertem Cosmid 3-6H als Sonde
hybridisiert. Der WT zeigt fiinf Banden von 9,7 kb, 3,6 kb, 1,5 kb, 987 bp und 808 bp, die Mutanten
hingegen zwei Banden von 6,3 kb und 2,9 kb. Die 987 bp Bande wurde durch eine weitere Bande in
WT und Mutanten (iberlagert.

1.4.3 Sekundarstoffproduktion der Deletionsmutanten

Alle Mutanten sowie der Wildtyp wurden in dem modifizierten Medium nach Sedmera
et al. (1991) (s. Il 2.3) zur Sekundarstoffproduktion 120 h bei 30°C mit 190 rpm
kultiviert und anschlieRend extrahiert (s. Il 8.1). Die Analyse der Extrakte der
Afng26-, Afng28- und Afng26Afng28-Mutanten mittels HPLC mit Detektion bei einer
Wellenlange von 260 nm zeigte, dass von allen drei Mutantentypen weiterhin
Endophenazin A (Rt 18,4 min) in vergleichbarer Menge (ca. 4 mg/l) wie vom Wildtyp
produziert wurde (s. Abb. Ill.4). Jedoch fehlte im Chromatogramm der Afnq26- und
der Afnq26Afnq28-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp der FNQ I|-Peak bei 17,2 min.
Dieses Ergebnis zeigte, dass fnq26 an der Biosynthese von FNQ | beteiligt ist. Die
Afng28-Mutanten bildeten sowohl Endophenazin A als auch FNQ | (s. Abb. 111.4).
Dieses Ergebnis gab keinerlei Hinweis darauf, was fur eine Bedeutung fng28 hat.

Die HPLC-Analyse der Afnq26-fnq28ephzBCDEGA-Mutanten ergab, dass weder
Endophenazin A noch FNQ | produziert worden war (s. Abb. Ill.4). Dieses
Inaktivierungsexperiment zeigte somit, dass dieser Genabschnitt einschliellich der
Gene ephzBCDEGA tatsachlich in die Biosynthese von Endophenazin A involviert
ist.
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Abb. lll.4 HPLC-Chromatogramme a) des Wildtyps, b) der Afnq26-, c) der Afnq28-, d) der
Afnq264fnqg28- und e) Afnq26-28ephzBCDEGA-Mutanten von S. cinnamonensis. Detektion bei 260
nm. EndA= Endophenazin A, FNQ |I= Furanonaphthochinon I.

1.4.4 Komplementierung der Afnq26-28ephzBCDEGA-Mutante

Die  Afnq26-fnq28ephzBCDEGA-Mutanten  wurden mit einem  Konstrukt
komplementiert, welches durch Modifikation mittels A-Red-vermittelter Rekombination
aus dem ,Wildtypcosmid“ 3-6H entstanden ist (s. Il 7.5). Um den fir die Konjugation
notwendigen oriT einzubringen, wurde die Ampicillinresistenz (bla) des SuperCos1-
Backbones durch die Apramycinresistenz-Kassette aus plJ773 ersetzt. Dieses
Konstrukt (ephzYM12) wurde durch Konjugation in die Afnq26-fnq28ephzBCDEGA-
Mutanten eingebracht und die Exkonjuganten auf Verlust der Apramycinresistenz
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Uberpruft. Die erhaltenen  komplementierten = Mutanten, die  Afnq26-
fnq28ephzBCDEGA-Mutanten, sowie der Wildtyp wurden in dem von Sedmera et al.
(1991) beschriebenen Medium kultiviert und die produzierten Sekundarstoffe
extrahiert. Die Sekundarstoffproduktion der erhaltenen Mutanten glich wieder der des
Wildtyps von S. cinnamonensis, wobei insgesamt bei dieser Kultivierung nur ca. 25%
der sonst ublichen Menge an Sekundarstoffen gebildet wurde (Endophenazin A
1 mg/l und FNQ | 2 mg/l) (s. Abb. IIL.5).

a) Wildtyp b) Afnq26-28ephzBCDEGA- Mutante c) komplementierte Mutante
500+ 500+ 500+

4004 4004 4004 FNQ | End A
FNQ| End A

3004 3004 3004
F% En¥A
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Abb. lll.5 HPLC-Chromatogramme a) des Wildtyps, b) der Afnq26-28ephzBCDEGA-Mutanten und c)
der komplementierten Mutanten von S. cinnamonensis. Detektion bei 260 nm. EndA= Endophenazin
A, FNQ I= Furanonaphthochinon |.

2. Charakterisierung der rekombinanten, gereinigten Prenyltransferase
Fnq26 aus Streptomyces cinnamonensis DSM 1042

Im sequenzierten Bereich des Genoms von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042
befindet sich 2,5 kb upstream der Phenazin-Biosynthesegene das Gen fnq26. Durch
Inaktivierungsversuche wurde bestatigt, dass Fng26 in die Biosynthese von
Furanonaphthochinon | (FNQ I) in S. cinnamonensis involviert ist. Da FNQ | revers
geranyliert zu sein scheint, war zu vermuten, dass fnq26 mdglicherweise flir eine
.reverse Geranyltransferase“ kodiert und Fnq26 somit ein interessantes Protein zur
Untersuchung einer weiteren I16slichen Prenyltransferasen mit aromatischen
Substraten darstellt.

21 Sequenzanalyse und Klonierung von fnq26

Das erwartete Genprodukt von fnq26 ist ein Protein mit 300 Aminosauren und hat ein
berechnetes Molekulargewicht von 32,7 kDa. Die Sequenzanalyse zeigte, dass
Fng26 24% Sequenzahnlichkeit zu CloQ und 42% zu Orf2 hat. Fur7 aus der
Furaquinocin-Biosynthese hat eine Sequenzahnlichkeit von 64% zu Fnqg26.

fnqg26 wurde mit Hilfe der PCR amplifiziert. Zur Amplifikation wurden Primer
verwendet, durch die eine BamHI-Schnittstelle vor dem Startcodon und eine Xhol-
Schnittstelle 9 nt hinter dem Stopcodon in das resultierende 926 bp PCR-Fragment
eingebracht wurden. Das PCR-Produkt wurde in pGEM-T® kloniert, was das
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Klonierungskonstrukt pLW25 ergab. Nach Uberpriifen der Richtigkeit der Sequenz
wurde fnq26 Uber BamHI/Xhol in den Expressionsvektor pHis8 (Jez et al., 2000)
umkloniert, was das Expressionskonstrukt pLW37 ergab.

Die Klonierung wurde von L. Westrich durchgefihrt.

2.2 Uberproduktion und Reinigung

fng26 wurde als Expressionskonstrukt pLW37 in E. coli BL21(DE3)pLysS
transformiert, Fnq26 anschlielend als Histidin-Fusionsprotein exprimiert und aus der
I6slichen Proteinfraktion mit Nickel-NTA-Agarose gereinigt. Der Hisg-Tag wurde mit
Thrombin abgespalten und das Protein mittels Gel-Chromatographie zur
Homogenitat gereinigt (durchgefuhrt von I. Unsold) (Abb. I11.6). Die aus dem SDS-
Gel abgelesene Grolle des gereinigten Proteins entsprach dem berechneten
Molekulargewicht (Hisg-Protein: 35,7 kDa und Thrombin-gespaltenes-Protein: 33,2
kDa).

Aus 1 | Kultur konnten 35 mg Hisg-Protein und nach Thrombinabspaltung 15 mg
gereinigtes Fnq26 gewonnen werden.

kDa 1 2 3 4 5 6 T

94
66

45 His,-Fng26

30—
Fnqg26

Abb. 1.6 SDS-Gel nach Reinigung von Fnq26. Spur 1: Proteingré8enstandard, Spur 2:
Gesamtprotein vor Induktion, Spur 3: Gesamtprotein nach Induktion mit IPTG, Spur 4: lbsliches
Protein nach Induktion mit IPTG, Spur 5: Eluat nach Ni-Affinitdtschromatographie, Spur 6: nach
Thrombin-Spaltung, Spur 7: gereinigtes Protein nach FPLC

2.3 Isolierung von Flaviolin als Substrat fur Fnq26 aus
Pseudomonas putida (pFG154-1)

In der Biosynthese von Furanonaphthochinon | (FNQ 1) entsteht sehr wahrscheinlich
1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin (THN) ausgehend von 5 Molekilen Malonyl-CoA
unter Mitwirkung der putativen Typ-lll-Polyketidsynthase Fng6 (Fay, 2005). Dieses
wird dann zu Flaviolin (s. Abb. Ill.7) oxidiert. Aus diesem Grund kommt Flaviolin als
Substrat fur die Prenylierungsreaktion durch Fng26 in Frage.

Abb. lIl.7 Struktur von Flaviolin
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Zur Gewinnung von Flaviolin wurde Pseudomonas putida (pFG154-1) nach Gross et
al. (2006) kultiviert, extrahiert und der Rohextrakt Gber eine Sephadex LH-20 Saule
gereinigt (s. 1l 8.3). Aus 2 | Kultur konnten 39 mg Flaviolin gewonnen werden.

Es wurde ein "H-NMR-Spektrum (s. Anhang, S. 107) aufgenommen, das gut mit der
Literatur Ubereinstimmte (s. Tabelle I11.2) (Gross et al., 2006; Jeong et al., 2005).

Die Isolierung und Reinigung von Flaviolin wurde von K. Flinspach durchgeflhrt.

2.4 Identifizierung der enzymatischen Produkte

Das gereinigte Enzym Fnq26 wurde mit Geranyldiphosphat (GPP) und Flaviolin
(Abb. 1ll.8 A), 1,3-Dihydroxynaphthalin  (1,3-DHN; Abb. [I.8 B) bzw.
4-Hydroxybenzoat (4-HBA; Abb. [II.8 C) inkubiert (s. Il 6.7). Durch HPLC-Analyse
wurden die Produktpeaks in den Reaktionsansatzen mit nativem Enzym detektiert. In
den Reaktionsansatzen mit hitzeinaktiviertem Enzym (10 min bei 100°C) konnten die
Produktpeaks nicht beobachtet werden.
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F . 1,3-DHN 1500
= Flaviolin 2 3004 3
§ 50 1 4 / 1000
B / 200 4-HBA 5
G 254 L
2 500-
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E 100 {
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Abb. .8 HPLC Chromatogramme von Prenyltransferaseassays mit Fnq26. Detektion A und B: bei
288 nm, C: bei 260 nm. Oben: Inkubation mit nativem Enzym. Unten: hitzeinaktiviertes Enzym. A)
Inkubationsansatz mit Flaviolin und GPP mit den Reaktionsprodukten 1 und 2. B) Inkubationsansatz
mit 1,3-DHN und GPP mit den Reaktionsprodukten 3 und 4. C) Inkubationsansatz mit 4-HBA und GPP
mit Reaktionsprodukt 5.

Die enzymatischen Produkte wurden praparativ gereinigt und mit Hilfe der
Massenspektrometrie und der "H- und *C-NMR-Spektroskopie analysiert.

Die massenspektrometrische Analyse der Reaktionsansatze zeigte eindeutig, dass
es sich bei den enzymatischen Produkten der drei verschiedenen Substrate um
einfach geranylierte Verbindungen handelte, deren Molekulargewicht jeweils um
136 g/mol groRer war als das der Substrate, was genau einer Geranyleinheit
entspricht (siehe Anhang S. 115, Tabelle VII.2).
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Die Struktur der Reaktionsprodukte wurde durch Vergleich der NMR-Spektren der
Produkte mit den entsprechenden Substraten aufgeklart.

Im 'H-NMR-Spektrum von Flaviolin sind die beiden Signale der Protonen an Position
6 und 8 des Flaviolingertsts gekoppelt (s. Tabelle 11l.2), wohingegen das Signal des
Protons an Position 3 als Singulett erscheint. Der Produkthauptpeak im
Chromatogramm des Reaktionsansatzes mit Flaviolin (Abb. 111.8 A, 1) hat dieselben
Signale wie Flaviolin fir 6-H und 8-H, jedoch ist das Signal an Position 3
verschwunden, was beweist, dass die Geranylseitenkette an C-3 von Flaviolin
gebunden ist. Stattdessen erscheinen zwei Signale zweier chemisch verschiedener
vinylischer Protonen (4,93 und 4,86 ppm) an Position 1’ der Prenylseitenkette, die
beide mit dem Proton an Position 2’ koppeln, was zu einem Doppeldublett fir dieses
Proton fuhrt (6,29 ppm; 10,8 und 17,8 Hz). Diese Signale sind typisch fur eine sog.
.reverse“ Prenylierung, d.h. dass die Geranylseitenkette nicht Gber C-1’ sondern Uber
C-3’ mit Flaviolin verknUpft ist (Abb. II1.9 A, 1). Solche Strukturen sind in der Literatur
beschrieben und deren Daten stimmen mit den hier berichteten Uberein (Cardellina
et al., 1979; Unsold and Li, 2006).

Im Inkubationsansatz mit Flaviolin entstand ein weiteres Produkt (Abb. I11.8 A, 2), mit
derselben Masse wie 1. Das '"H-NMR-Spektrum dieser Substanz zeigte dieselben
Protonensignale des Flaviolingrundgertsts wie Produkt 1. Jedoch erschienen bei
3,16 ppm die Signale zweier chemisch identischer Protonen an Position 1’ des
Geranylrestes, die mit dem Proton an Position 2’ koppeln, weshalb dessen Signal als
breites Triplett (5,12 ppm) erscheint (s. Tabelle 111.2). Diese Signale sind fur regular
geranylierte Substanzen beschrieben worden (Inouye et al., 1979) und der Vergleich
derer mit den hier beschriebenen Signalen zeigt, dass der Prenylrest von Produkt 2
regular dber C-1" mit Flaviolin verknUpft ist (Abb. I11.9 A, 2).

Im Inkubationsansatz mit 1,3-DHN entstanden ebenfalls zwei Produktpeaks mit
demselben Molekulargewicht (Abb. 111.8 B, 3 und 4). Die 'H-Spektren von 3 und 4 (s.
Tabelle 111.3 und 4) zeigten, dass keines der aromatischen Protonen von 1,3-DHN
verschwunden war. Zusatzlich waren alle Signale einer Geranylseitenkette
vorhanden. Das Signal, das den beiden Protonen an C-1' zugeordnet wurde,
erschien bei 4,66 bzw. 4,73 ppm, was auf eine Etherbindung zwischen C-1’" und einer
der aromatischen Hydroxygruppen hindeutet. Im '*C-Spektrum von 3 erschien ein
Signal bei 66,5 ppm, das C-1’ zugeordnet wurde und ebenfalls auf eine Etherbindung
schliefen lasst. Diese Daten beweisen, dass es sich bei beiden Produkten 3 und 4
um O-prenylierte Substanzen handelt, bei denen der Prenylrest regular Uber C-1’ des
Geranyldiphosphat verknUpft ist (Abb. 111.9 B).

Mit 4-HBA als Substrat entstand nur ein Reaktionsprodukt (Abb. 111.8 C, 5). Auch hier
war im "H-NMR-Spektrum keines der aromatischen Protonensignale verschwunden,
stattdessen waren wie bei 3 und 4 die Signale eines Geranylrestes vorhanden
(s.Tabelle 111.5), der Uber eine Etherbindung verknlpft ist. Es handelt sich auch hier
um eine regular O-prenylierte Substanz (Abb. 1.9 C).

Samtliche Spektren befinden sich im Anhang (ab S. 105).
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Abb. 111.9 Die von Fnq26 katalysierten Prenylierungsreaktionen. A) Inkubationsansatz mit Flaviolin und
GPP mit den Reaktionsprodukten 1 und 2. B) Inkubationsansatz mit 1,3-DHN und GPP mit den
Reaktionsprodukten 3 und 4. C) Inkubationsansatz mit 4-HBA und GPP mit Reaktionsprodukt 5.

Tabelle 1.2 "H-NMR von Flaviolin und seinen prenylierten Produkten. Die Spektren wurden bei 400 MHz

in CD;CN aufgenommen. Die 8-Werte werden in ppm angegeben.

Proton Flaviolin Produkt 1 Produkt 2

0, Multiplizitat (J/Hz) 0, Multiplizitat (J/Hz) 0, Multiplizitat (J/Hz)
H-3 6,12; s - -
H-6 6,61;d (2,4) 6,57;d (2,3) 6,56; d (2,0)
H-8 7,05;d (2,4) 6,99; d (2,3) 7,00; d (2,0)
2H-1’ 4,93; 1H,d (17,8) 3,16; 2H, d (6,6)

4,86; 1H, d (10,8)

H-2’ 6,29; dd (10,8; 17,8) 5,12; br t (6,6)
CH3-3” 1,54; s 1,73; s
2H-4’ 2,09; m 2,03;m
2H-5 1,92; m 1,96; m
H-6° 5,05; brt (7,1) 5,03; br t (6,6)
CH3-7” 1,48; s 1,53; s
CHz-8’ 1,53; s 1,58; s
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Tabelle 111.3 "H-NMR von 1,3-Dihydroxynaphthalin und seinen prenylierten Produkten. Die Spektren

wurden bei 400 MHz in MeOD aufgenommen. Die 8-Werte werden in ppm angegeben.

Proton 1,3-Dihydroxynaphthalin Produkt 3 Produkt 4
0, Multiplizitat (J/Hz) 0, Multiplizitat (J/Hz) 0, Multiplizitat (J/Hz)
H-2 6,50; d (2,0) 6,54;d (1,8) 6,52;d (1,8)
H-4 6,66; d (2,0) 6,71;d (1,8) 6,76;d (1,8)
H-5 7,56;d (8,2) 7,58;d (8,2) 7,67;d (8,2)
H-6 7,35; ddd (1,3; 6,9; 8,2) 7,37;ddd (1,3; 6,9; 8,2) 7,40; ddd (1,3; 6,9; 8,2)
H-7 7,20; ddd (1,3; 6,9; 8,2) 7,22;ddd (1,3; 6,9; 8,2) 7,26; ddd (1,3; 6,9; 8,2)
H-8 8,06; d (8,2) 8,08; d (8,2) 8,08; d (8,2)
2H-1’ 4,73; d (6,4) 4,66; d (6,6)
H-2 5,62; brt (6,4) 5,55; br t (6,6)
CH3-3” 1,84;s 1,82; s
2H-4’ 2,18;4H, m 2,17;4H, m
+2H-5'
H-6’ 5,16; br t (6,6) 5,15; br t (6,6)
CH5-7” 1,65; s 1,65; s
CH;-8’ 1,70; s 1,68; s

Tabelle 111.4 "*C-NMR von 1,3-Dihydroxynaphthalin und seinem prenylierten Produkt. Die Spektren

wurden bei 100 MHz in MeOD aufgenommen. Die 8-Werte werden in ppm angegeben.

C-Atom 1,3-Dihydroxynaphthalin Produkt 3
(ppm) (ppm)
C1 157,2 157,5
C2 102,0 102,5
C3 156,2 157,2
C4 101,9 99,9
C4a 137,7 137,4
C5 127,9 128,1
C6 127,3 127,3
C7 123,5 123,4
C8 122,9 122,7
C8a 122,1 121,5
c1r 66,5
Cc2 123,3
C3 142,5
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C-Atom 1,3-Dihydroxynaphthalin Produkt 3
(ppm) (ppm)

C3” 18,2

c4 41,0

C5 27,8

C6’ 1254
Ccr 133,0
cr” 17,1

C8 26,3

Tabelle 1.5 "H-NMR von 4-Hydroxybenzoesaure und seinem prenyliertem Produkt. Die Spektren
wurden bei 400 MHz in CD3;CN aufgenommen. Die 5-Werte werden in ppm angegeben.

Proton 4-Hydroxybenzoesaure Produkt 5

0, Multiplizitat (J/Hz) 0, Multiplizitat (J/Hz)
H-2+H-6 7,86; 2H, br d (8,8) 7,90; 2H, br d (8,8)
H-3+H-5 6,77; 2H, br d (8,8) 6,86; 2H, br d (8,8)
2H-1 4.82;d(7.1)
H-2' 5,49; brt (7,1)
CH3-3” 1,81;s
2H-4'+2H-5’ 2,16;4H, m
H-6’ 5,14; br t (6,7)
CHs-7” 1,64; s
CH3-8 1,69; s

2.5 Biochemische Eigenschaften und kinetische Parameter von Fnq26

251 Bestimmung des nativen Molekulargewichtes

Zur Bestimmung des nativen Molekulargewichtes von Fnq26 nach Thrombinspaltung
wurde eine Gelfiltrations-Chromatographie mit einer kalibrierten Superdex-200-Saule
(s. Il 6.6) durchgefuhrt (durchgefuhrt von |. Unsdld). Fur das aktive Enzym wurde ein
natives Molekulargewicht von 39,1 kDa bestimmt. Das theoretisch berechnete
Molekulargewicht der rekombinanten Prenyltransferase nach Hisg-Abspaltung mit
Thrombin betragt 33,2 kDa. Somit kann davon ausgegangen werden, dass Fng26 in
seiner aktiven Form als Monomer vorliegt, wie es auch fur CloQ und Orf2 berichtet
wurde (Kuzuyama et al., 2005; Pojer et al., 2003).
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2.5.2 Abhangigkeit der Prenyltransferaseaktivitat von pH, Zeit, Proteinmenge
und Cofaktoren

Die Produktbildung durch die gereinigte, rekombinante Prenyltransferase Fnq26
zeigte eine lineare Abhangigkeit von der Proteinmenge bis zu 50 ug pro 50 pl Assay
(s. I 6.7). Eine lineare Abhangigkeit der Reaktion von der Zeit konnte bis zu 30 min
beobachtet werden. Die Aktivitat war bei pH 8,5 optimal (Abb. 111.10) mit
halbmaximaler Aktivitat bei pH 7,5 und 9,2.

200+

-

[3.]

(=]
[1

1004

Produkt [nmol]

50+

Abb. ll.10 pH-Abhéngigkeit der Aktivitat von Fnq26

Natriumascorbat (10 mM) wurde standardmafig zum Reaktionsansatz gegeben, um
die oxidative Zersetzung der Substrate, vor allem von 1,3-DHN zu verringern. Die
Anwesenheit von divalenten Kationen wie Mg®* oder Ca®* (10 mM Endkonzentration)
war fur die enzymatische Aktivitat kaum bedeutsam. Auch die Zugabe von EDTA (10
mM) hatte keinen EinfluR auf die Reaktion. Dagegen hemmen Zink- und
Manganionen (10 mM) die Aktivitat deutlich, die Produktbildung wurde um 60-80%
reduziert (Abb. 111.11).

Es wurde kein Unterschied in den enzymatischen Eigenschaften zwischen dem Hisg-
Protein und dem Protein nach Thrombin-Spaltung beobachtet.
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Abb. lIl.11 Abhéngigkeit der Aktivitdt von Fnq26 von Zusétzen in verschiedenen Konzentrationen

2.5.3 Bestimmung der kinetischen Parameter

Die Prenyltransferase-Aktivitat von Fnq26 folgt einer Michaelis-Menten Kinetik. Die
Km-Werte fur die aromatischen Substrate wurden bei einer GPP-Konzentration von
2 mM bestimmt. Die typischen hyperbolen Kurven sind in Abb. 111.12 dargestellt. Aus
der Linearisierung der Kurve nach Lineweaver-Burk (s. Abb. Ill.12, unten) ergab sich
fur 1,3-DHN ein Kn-Wert von 1,9 mM. Fir 4-HBA wurde aus mehreren Messreihen
ein Kn-Wert von ungefahr 5,6 mM bestimmt (Kurven nicht abgebildet). Flaviolin
hingegen zeigte einen wesentlich niedrigeren K,-Wert (21 uM) unter denselben
Bedingungen. Der Kn,-Wert wurde fur GPP mit 2,1 yM bestimmt unter Verwendung
von Flaviolin (0,25 mM) als aromatisches Substrat. Mit 1,3-DHN (4 mM) als
Prenylakzeptor ergab sich hingegen ein K,-Wert von 27 uM.

Die Wechselzahl wurde fiir 1,3-DHN mit ko= 0,2 min™ bestimmt. Im Gegensatz dazu
wurde 4-HBA mit einer etwas geringeren Reaktionsgeschwindigkeit umgesetzt (Keat=
0,14 min™"). Fir Flaviolin wurde eine Wechselzahl von 0,013 min™ bestimmt.
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Abb. 1lI1.12 Bestimmung der K.,-Werte von Fnq26. Oben: hyperbole Kurven. Unten: Linearisierung
nach Lineweaver-Burk.

2.5.4 Testung verschiedener Substrate
Verschiedene weitere aromatische Substrate wurden getestet (s. Tabelle 111.6 und
Abb. 111.13). Wie bei Orf2 aus der Naphterpin-Biosynthese ist das native Substrat von
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Fng26 nicht bekannt. Keine detektierbare Produktbildung wurde mit 1,6-DHN, 4-
Hydroxyphenylpyruvat, dem Substrat von CloQ, oder mit 2,7-DHN beobachtet. Mit
dem Flavonoid Naringenin (1 mM) fanden 2% des Umsatzes mit 1,3-DHN als
Substrat unter denselben Bedingungen statt. Wurde anstatt GPP DMAPP als
Prenyldonor verwendet, wurde fir Flaviolin 15%, fur 1,3-DHN 24% und fur 4-HBA 6%
der Produktbildung von GPP beobachtet. Die Struktur dieser Produkte wurde jedoch
nicht aufgeklart. Mit FPP als Prenyldonor wurde keine detektierbare Produktbildung
beobachtet.

1,6-DHN 1,3-DHN 2,7-DHN
(0]
OH
HOOC OOH
HO l O
OH OH O OH
4-HPP Naringenin 4-HBA
l OH
| (0]
HO HO ] HO\*/]IOH
OH OH OH O
Olivetol Resveratrol Flaviolin

Abb. lI1.13 Strukturen der fiir Fnq26 getesteten aromatischen Substrate

Tabelle 111.6 Substratspezifitat von Fng26

Substrat Relative Aktivitat [%)]
1,3-Dihydroxynaphthalin (1,3-DHN) 100%

Flaviolin 7%*
4-Hydroxybenzoat (4-HBA) 60%

Naringenin 2%
1,6-Dihydroxynaphthalin (1,6-DHN) <0,1%
2,7-Dihydroxynaphthalin (2,7-DHN) <0,1%
4-Hydroxyphenylpyruvat (4-HPP) <0,1%
Geranyldiphosphat (GPP) 100
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) 15% (Flaviolin), 24% (1,3-DHN), 6% (4-HBA)
Farnesyldiphosphat (FPP) <0,1%

* Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit fir Flaviolin war zwar 14-fach niedriger als fur 1,3-DHN,
aber gleichzeitig war auch der K,-Wert 90-fach niedriger, so dass Flaviolin das mit hdchster
katalytischer Effizienz (Vn.x/Km) umgesetzte Substrat darstellt.
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3. Untersuchung des biosynthetischen Ursprungs der
Isopreneinheiten in Endophenazin A und Furanonaphthochinon |

Streptomyceten benutzen den Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg) fur die
Produktion von Primarmetaboliten terpenoider Struktur (Kuzuyama and Seto, 2003;
Seto et al., 1996) sowie fur die Synthese einiger Sekundarstoffe. Dahingegen sind
jedoch manche Streptomyceten in der Lage, zusatzlich fur die Produktion von
Sekundarmetaboliten den Mevalonatweg (MEV-Weg) zu nutzen (Kuzuyama and
Seto, 2003). In einigen der Sekundarstoffproduzenten, fiur die die Nutzung des MEV-
Weges schon durch Futterungsexperimente gezeigt worden war, konnten in den
Biosynthesegenclustern der isoprenoiden Sekundarstoffen jeweils sechs Gene des
Mevalonatstoffwechsels identifiziert werden (Hamano et al., 2001; Kawasaki et al.,
2003; Kawasaki et al., 2006; Takagi et al., 2000).

Im insgesamt 81 kb grollen sequenzierten Bereich des Genoms von
S. cinnamonensis wurde fnq19 als ein putatives Mevalonatkinasegen identifiziert.
Jedoch konnten die restlichen funf Gene, die fur Enzyme des
Mevalonatstoffwechsels kodieren, weder auf dem 47 kb grolen Bereich upstream
noch auf dem 33 kb groRen Bereich downstream von fnq19 gefunden werden.

Dies warf die Frage auf, Gber welchen Weg die Prenyleinheiten von Endophenazin A
und Furanonaphthochinon | biosynthetisiert werden. Zur Klarung dieser
Fragestellung wurden die im Folgenden beschriebenen Futterungsversuche mit
['*C]markierten Vorstufen durchgefiihrt. Dieses Projekt war ein Kooperationsprojekt
mit der Arbeitsgruppe G. Bringmann an der Universitat Warzburg. Die Fltterung und
Extraktion der Substanzen waren eigene Arbeiten, die Reinigung der Substanzen
sowie die Analyse der NMR-Spektren erfolgte durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe
von G. Bringmann.

3.1 Vorversuche zu den Fiitterungsexperimenten

Fir solche Fiitterungen wurden in der Vergangenheit oft ['°C]markiertes
Natriumacetat und ["*C]markierte D-Glucose verwendet. Zunachst wurde untersucht,
ob der Zusatz von D-Glucose und Natriumacetat zum Produktionsmedium einen
Einfluld auf die Produktion der Sekundarmetabolite hat.

S. cinnamonensis produzierte 4 mg/l Endophenazin A und 8 mgll
Furanonaphthochinon | (FNQ ) unter den von Sedmera et al. (1991) beschriebenen
Bedingungen. Dieses Medium enthalt 5% Glycerol als Kohlenstoffquelle. Der Zusatz
von Natriumacetat (Endkonzentration von 1 g/l) beeinflusste die Produktionsmenge
der beiden Metabolite nicht, weshalb ['*C]markiertes Natriumacetat fiir eine erste
Fatterung verwendet wurde. Dagegen sank die produzierte Menge an
Endophenazin A und FNQ | auf 0,1 mg/l bzw. 0,8 mg/l ab, nachdem Glycerol
(Endkonzentration 5%) durch D-Glucose (Endkonzentration 1%) ersetzt worden war.
Selbst der Zusatz von D-Glucose (Endkonzentration 1%) zum Originalmedium fuhrte
zu einem Absinken der Produktionsmenge der beiden Metabolite auf 1 mg/l bzw.
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3 mg/l. Somit erschien [*C]markiertes Glycerol besser geeignet fiir eine Fiitterung
als D-Glucose. Der Einbau von [2-"*C]markiertem Glycerol filhrt zu einem
vorhersagbaren unterschiedlichen Markierungsmuster, je nachdem, uber welchen
Biosyntheseweg die Isopreneinheit synthetisiert wird (s. Abb. 111.15).

Um die Isotopen-Dilution der [**C]markierten Vorstufen zu verringern, wurde der
Glycerolgehalt auf 1% Endkonzentration verringert, was zur Folge hatte, dass die
Produktion von Endophenazin A auf 1,5 mg/l sank. Die FNQ | Produktion wurde nicht
beeinflusst.

In Abb. 111.14 ist dargestellt, welches Einbaumuster von [**C,]Natriumacetat (iber den
MEV-Weg in FNQ | bzw. Endophenazin A zu erwarten ist. Der Einbau von
[2-*C]Glycerol in FNQ | bzw. Endophenazin A (iber die beiden mdglichen
Biosynthesewege ist in Abb. 111.15 abgebildet.
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Abb. lI.14 Erwarteter Einbau von [°C,JAcetat in FNQ | und Endophenazin A tiber den Mevalonatweg.
[*C]markierte Positionen sind schwarz (fett), griin (Mevalonatweg) und blau (Polyketidstoffwechsel)
gekennzeichnet.
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Abb. .15 Erwarteter Einbau von [2- 13C]Glycerol /n FNQ I und Endophenazin A (iber den Mevalonat-
und den Methylerythritolphosphatweg (MEP). [ C]mark/erte Positionen sind schwarz (fett), griin
(Mevalonatweg), rot (MEP-Weg) und blau (Polyketidstoffwechsel) markiert.

3.2 Fiitterungen mit [**C,]Natriumacetat und [2-'>C]Glycerol

S. cinnamonensis wurde wie unter |l 9 beschrieben kultiviert. Zu 2 | Kultur wurde eine
sterile Lésung von 2 g ["*C;]Natriumacetat (eingestellt auf pH 7) bzw. 2 g steriles
[2-"3C]Glycerol gegeben. Die Kulturen wurden 120 h bei 30°C mit 190 rpm kultiviert.
Die Zellen wurden geerntet, mit Methanol extrahiert und nach Zugabe von
Acetatpuffer (pH 4) mit Dichlormethan extrahiert. HPLC-Analyse der Extrakte ergab
eine Produktionsmenge von 15 mg FNQ | und 1,8 mg Endophenazin A nach
Fitterung mit [*C2]Natriumacetat und eine Menge von 13 mg FNQ | und 1,3 mg
Endophenazin A nach Fiitterung mit [2-*C]Glycerol.

Die beiden Substanzen wurden anschlielend praparativ gereinigt. Nach Fuatterung
von ["*C,]Acetat wurden 7 mg FNQ | und 1 mg Endophenazin A und nach Fiitterung
von [2-"*C]Glycerol wurden 6 mg FNQ | und 0,8 mg Endophenazin A erhalten und
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie analysiert (Spektren s. Anhang ab S. 116).

Die Zuordnung der "C-NMR Signale von FNQ | ist von Sedmera et al. (1991)
publiziert worden. Fur die meisten der C-Atome konnte diese Zuordnung durch
Analyse der HMQC- und HMBC-NMR-Spektren der unmarkierten Substanz eindeutig
bestatigt werden. Jedoch zeigten die hier erhaltenen Daten, dass die Zuordnung der
Signale von C-4a und C-9 sowie von C-7 und C-9a revidiert werden muss. Beides
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wurde spater durch die Kopplungskonstanten nach der ["Cj]Acetatfiitterung
bestatigt.

3.21 NMR-Analyse von FNQ | und Endophenazin A nach Fitterung von
['*C;]Natriumacetat

Nach der Fitterung von ["*C]markiertem Acetat waren an allen Positionen des
acetogenen Naphthochinonrings von FNQ | ['*C]-Atome detektierbar (s. Abb. 111.16).
Jedes dieser ['*C]-Atome koppelte mit seinen beiden Nachbartomen in gleichem
Ausmaly (s. Tabelle 1ll.7), was dadurch zu erklaren ist, dass der Einbau von
[*C,]Acetat in den Naphthalinring in zwei Markierungsmustern resultieren kann,
deren Signale sich Uberlagern. Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass in der
Biosynthese von FNQ | ein symmetrisches Zwischenprodukt entsteht. Sehr
wahrscheinlich handelt es sich hierbei um 1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin (THN).
Diese Beobachtung stimmt mit friheren Untersuchungen von Naphthochinonen
Uberein (Funayama et al., 1990; Shin-Ya et al., 1990; Shiomi et al., 1987).
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399Ac-2Me 399 c2 Me® ~"ONa 439 c11 439l lc12
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Abb. 1I1.16 Markierung von FNQ | nach [13C2]Acetatf£]tterung von S. cinnamonensis. [°C]markierte
Positionen sind in grin (Mevalonatweg) und blau (Polyketidstoffwechsel) dargestellt. 2J
Kopplungskonstanten sind in Hz angegeben.

Weder die Methylgruppe an Position 6 des Naphthochinonringes noch die
Methoxygruppe an Position 7 zeigten eine [*C]Markierung (s. Tabelle 111.7 und Abb.
[11.16), was bedeutet, dass diese Substituenten erst spater in einem weiteren
Biosyntheseschritt angehangt werden, vermutlich unter Mitwirkung der
S-Adenosylmethionin abhangigen Methyltransferasen Fnq9 und Fnq27 (Glick,
2006).

Die Hauptfrage war jedoch, Uber welchen Biosyntheseweg die Prenyleinheiten von
FNQ | und Endophenazin A bereitgestellt werden.



74 Ergebnisse

Durch Analyse der Kopplungskonstanten der 10 isoprenoiden Kohlenstoffatome der
Geranylseitenkette von FNQ | nach der ['°C;]Acetatfiitterung (s. Tabelle 1.7 und
Abb. 1l1.16) konnten in jeder der beiden C5-Einheiten die Positionen zweier noch
intakter ['°C,]-Einheiten und eines einzelnen [**C]-Atoms bestimmt werden. Die
['3C,]-Einheiten wurden an den Positionen C-2/C-2Me (°J = 39,9 Hz), C-3/C-3Me (3J
= 35,3 Hz), C-11/C-12 (3J = 43,9 Hz) und C-13/C-14 (*J = 42,2 Hz) gefunden,
wahrend die einzelnen [*C]-Atome an Postition C-10 und C-15 identifiziert wurden.
Dieses Muster entsprach exakt der erwarteten Anordnung isoprenoider Atome aus
dem Mevalonatstoffwechsel (s. Abb. [11.14).

Tabelle 1.7 "°C-NMR: chemische Verschiebung und Anreicherungsrate von FNQ [, nach der
Fiitterung von [°C,JAcetat und [2-">C]Glycerol. Die Nummerierung der Struktur folgt Sedmera et al.
(1991). Die Anreicherungsrate ist als [13C]-Atomprozent abzliglich des natlirlichen Vorkommens
angegeben.

[13CZ]Acetatf[]tterung [2-13C]Glycerolfl'jtterung

C-Atom O (ppm)  Anreicherung (%) 2y (zu C) o (ppm)  Anreicherung (%)
2 88,2 3,9” 39,9 (2-Me) 88,3 1,5
2-CH,4 15,6 3,9 39,9 (2) 15,6 7,0
3 47 1 42" 35,3 (3-Me) 471 7.7
3-CH, 19,9 42" 35,3 (3) 19,9 0,2
3a 128,1 a) 61,1 (4); 75,1 (9a) 128,1 0,4
4 161,4 a 61,1 (3a); 72,0 (4a) 161,4 11,6
4a 109,7 a 59,1 (5); 72,0 (4) 109,9 0,4
5 184,1 a 51,9 (6); 59,1 (4a) 184,1 7,5
6 133,9 2) 51,9 (5); 74,3 (7) 134,1 0,2
6-CHs 9,6 - - 9,6 1,3
7 157,0 a 57,4 (8); 74,0 (6) 157,0 10,4
7-OCH, 60,9 - - 60,9 1,4
8 181,1 a 57,4 (7); 54,2 (8a) 181,3 0,4
8a 133,6 a 54,2 (8); 66,0 (9) 133,6 7,0
9 108,7 a 64,0 (9a); 65,4 (8a) 108,9 0,0
9a 156,7 a 63,7 (9); 75,1 (3a) 156,8 9,5
10 38,0 4,0 - 38,0 -0,1
11 23,9 41" 43,9 23,9 5,9
12 124,0 41" 43,9 124,0 1,5
13 132,3 3,8" 42,2 132,3 10,1
14 17,8 3,8" 42,2 17,8 0,1
15 25,9 4,1 - 25,9 -0,1

% Die durchschnittliche Anreicherung der 10 C-Atome des aus dem Polyketidstoffwechsel stammenden
Naphthochinonrings war 4,3%. Aufgrund der Kopplungen der Signale war eine genaue Messung an
diesen Positionen nicht mdglich.

® Durchschnittliche Anreicherung der beiden C-Atome einer [*C,]-Einheit.

Endophenazin A wurde in geringerer Menge von S. cinnamonensis gebildet als
FNQ I. Trotzdem gelang die Aufklarung des biosynthetischen Ursprungs durch die
Futterung mit ["*C,]Acetat. Die *C-NMR-Spektren der isolierten Substanz ergaben
eine starke Kopplung zwischen C-3’ und C-5 (°J = 42,2 Hz) und eine schwache
Wechselwirkung von C-2’ mit C-1" (3J = 43,7 Hz, berechnet durch die Satelliten von
C2’) (s. Tabelle 111.8 und Abb. 111.17). Das Signal von C-1" war nicht sauber aufgelost,
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da es durch Verunreinigungssignale Uberlagert war. Das Signal von C-4’ erschien
wie erwartet hauptsachlich als Singulett. Auch fir Endophenazin A konnte also
gezeigt werden, dass der Dimethylallylrest aus dem Mevalonatstoffwechsel stammt.
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Abb. 1I1.17 Markierung der Prenylseitenkette von Endophenazin A nach [13C2]Acetatf[]tterung von S.
cinnamonensis. [13C]markien‘e Positionen sind in griin dargestellt. Die punktierte Linie beschreibt die
erwartete [°C,J-Einheit zwischen C2’ und C1’, was durch die 2J Kopplung von C2’ (43,7 Hz) nahe
liegt.

Uberraschenderweise wurde zudem eine schwache Kopplung zwischen C-4’ und C-
3’ beobachtet, was auf einen in geringerem Ausmal} vorkommenden Einbau einer
['3C2]-Einheit an Position C-3'/C-4’ hindeutet und die Bildung eines Isotopomers von
Endophenazin A zur Folge hat, welches an Position 5’ ein einzelnes ['*C]-Atom
aufweist (s. Tabelle 111.8 und Abb. 111.17). Eine ahnliche Beobachtung wurde auch fur
FNQ | an Position C-10 und etwas schwacher an Position C-15 gemacht (s. Abb.
[11.16), was auf eine nicht ganz strikte Stereoselektivitat der DMAPP-IPP-Isomerase
schliel3en Iasst.

Tabelle 1.8 ’C-NMR chemische Verschiebung und Anreicherungsrate von Endophenazin A nach
Fiitterung von [13C2]Acetat. Die Anreicherungsraten wurden wie in Tabelle Ill.7 angegeben berechnet.

['°C,]Acetatfiitterung
C-Atom 0 (ppm) Anreicherung (%)
1 125,2 -
1-COOH 166,3 -
2 137,3 -
3 130,4 -
4 135,1 -
4a 143,3 -
5a 144.,8 -
6 128,3 -
7 132,0 -
8 131,8 -
9 139,49 -
9a 139,42" -
10a 139,39 -

1’ 30,1 n/a*
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["°C,]Acetatfiitterung
C-Atom 0 (ppm) Anreicherung (%)
2 120,6 3,9
3 135,7 27
4 26,0 2,2
5 18,3 3,2

(*) Die Anreicherungsrate an C1’ war nicht messbar, das
Signal war durch Verunreinigungssignale Uberlagert.

3.2.2 NMR-Analyse von FNQ | und Endophenazin A nach Futterung von
[2-*C]Glycerol
Nach der Fitterung von [2-"C]Glycerol wurden die gereinigten Metabolite ebenfalls
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie analysiert, um einen moglichen zusatzlichen
Beitrag des MEP-Weges zur Biosynthese der isoprenoiden Teilstrukturen von FNQ |
und Endophenazin A zu detektieren.
Die Anreicherungsrate von ['°C] in FNQ | ist in Tabelle Ill.7 angegeben. Der
Naphthochinonring von FNQ | war wie erwartet an den Positionen C-4, C-5, C-7, C-
8a und C-9a (Abb. III.18) markiert. Die Analyse der isoprenoiden Kohlenstoffatome
ergab eine deutliche Markierung an den Positionen C-3 und C-13 (im Durchschnitt
8,9%). Diese beiden Positionen kdnnen sowohl tber den MEV-Weg als auch Uber
den MEP-Weg markiert werden (s. Abb. 111.15). Zusatzlich waren die Positionen C-
2Me und C-11 (im Durchschnitt 6,5% Anreicherung) deutlich markiert. Diese
Positionen kénnen hingegen nur durch den Einbau von ['*C] Uber den MEV-Weg
markiert werden. Dieses Ergebnis zeigte deutlich, dass der isoprenoide Teil der
Struktur hauptsachlich aus dem Mevalonatstoffwechsel stammt.
Jedoch waren auch die Positionen C-2 und C-12 markiert (jeweils 1,5%
Anreicherung), wodurch ein zusatzlicher Beitrag des MEP-Stoffwechsels zur IPP-
Synthese gezeigt werden konnte.
Entsprechend der Anreicherungsraten von ['*C] an den entscheidenden Positionen
(C-2Me und C-11 mit 6,5% bzw. C-2 und C-12 mit 1,5% Anreicherung) wurden die
Beitrage der beiden Stoffwechselwege zur Biosynthese von FNQ | auf 80% fur den
Mevalonatweg und 20% fur den MEP-Weg geschatzt.
Die produzierte Menge an Endophenazin A von 1,3 mg genugte nicht, um das
Einbaumuster von [2-"*C]Glycerol zu bestimmen. Aus diesem Grund kann auch
keine Aussage Uber den relativen Beitrag des MEP-Stoffwechsels zur Biosynthese
der Dimethylallyleinheit von Endophenazin A gemacht werden.
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v Diskussion

1. Identifizierung eines Biosynthesegenclusters fur Endophenazin A
und Furanonaphthochinon | aus Streptomyces cinnamonensis
DSM 1042

1.1 Gene der Phenazin-Biosynthese

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Klonierung, Sequenzierung und Analyse des
Biosynthesegenclusters fur Endophenazin A und das Auffinden eines putativen
Prenyltransferasegens in Streptomyces cinnamonensis DSM 1042.

Durch vergleichende Sequenzanalyse ist es gelungen, auf dem Insert von 3-6H
sechs Orfs ephzB, ephzC, ephzD, ephzE, ephzG und ephzA zu identifizieren, die
eine Sequenzahnlichkeit zu den entsprechenden orthologen Genen der Phenazin-
Biosynthese aus Pseudomonas fluorescens 2-79 von 49-78% haben (Haagen et al.,
2006). Das in der vorliegenden Arbeit beschriebene Inaktivierungsexperiment konnte
bestatigen, dass es sich bei den sechs genannten Orfs um fir die Phenazin-
Biosynthese essentielle Gene handelt. Genau wie in P. fluorescens sind die Gene
alle in derselben Orientierung angeordnet und nur durch kleine intergenische
Bereiche voneinander getrennt (max. 87 bp), was die Vermutung nahelegt, dass es
sich um ein einziges Operon handelt. Diese Beobachtungen deuten auf eine enge
evolutionare Verwandtschaft zwischen den Biosynthesegenclustern in beiden
Organismen hin (s. Abb. IV.2).

Offensichtliche Unterschiede im Vergleich zum Gencluster aus P. fluorescens sind
die Position von ephzA und vor allem, dass ein orthologes Gen fur phzF fehlt. PhzF
wird eine SchlUsselrolle in der Biosynthese des Phenazingrundgerusts
zugeschrieben, indem es die Isomerisierung von 2,3-Dihydro-3-
hydroxyanthranilsaure katalysiert. Jedoch konnte das instabile Zwischenprodukt nicht
zweifelsfrei aufgeklart werden und fur dieses Produkt sind zwei verschiedene
Strukturen publiziert worden (Blankenfeldt et al., 2004; Parsons et al., 2004).
Inzwischen wurde im Rahmen der Diplomarbeit von K. Flinspach (2007) das Insert
eines weiteren Cosmids (8-4D) aus der Genbank von S. cinnamonensis komplett
sequenziert und analysiert (s. Abb. IV.2). Auf diesem Genomabschnitt wurde ein
orthologes Gen fur phzF identifiziert und als ephzF bezeichnet (Flinspach, 2007). Wo
sich dieser Genomabschnitt relativ zum Insert von Cosmid 3-6H befindet, ist jedoch
unklar. In direkter Nachbarschaft zu ephzF befinden sich drei weitere Orfs ephzA2,
ephzG2 und ephzC2, die Sequenzahnlichkeit zu Genen der Phenazin-Biosynthese
aus P. fluorescens haben (s. Abb. IV.2) (Flinspach, 2007). Zudem haben EphzAZ2,
EphzG2 und EphzC2 im Durchschnitt weit Uber 90% Sequenzahnlichkeit zu den
Genprodukten der in dieser Arbeit beschriebenen Gene ephzA, ephzC und ephzG.
Die Funktionen von PhzC, PhzE und PhzD in der Biosynthese von Phenazinen in
Pseudomonas sind gut untersucht. Sie sind an der Bildung von 3-Desoxy-D-
arabinoheptulosonsaure-7-phosphat (DAHP), 2-Amino-2-desoxy-isochorisminsaure
(ADIC) und 2,3-Dihydro-3-hydroxyanthranilsdure (DHHA) beteiligt (McDonald et al.,
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2001; Parsons et al., 2003). Dagegen liegen keine experimentellen Daten flr die
Funktion von PhzA, PhzB und PhzG vor, weshalb ihre Rolle weitgehend unklar ist
(Mavrodi et al., 2006).

1.2 Zwei Prenyltransferasegene fnq26 und fnq28

Endophenazin A und B sind an Position C-9 prenylierte Phenazin-1-
carbonsaurederivate. Somit war zu erwarten, dass sich in der Nachbarschaft der
Phenazin-Biosynthesegene ein putatives Prenyltransferasegen befinden wirde. Mit
fng26 und fnq28 wurden gleich zwei putative Prenyltransferasegene gefunden, deren
Genprodukte Sequenzahnlichkeit zu CloQ haben (s. Abb. IV.2) (Pojer et al., 2003).
Die hier beschriebenen Inaktivierungsversuche zeigten jedoch deutlich, dass weder
Fng26 noch Fng28 in die Biosynthese von Endophenazin A involviert sind.
Dahingegen konnte gezeigt werden, dass das Genprodukt von fnq26 an der
Biosynthese von FNQ | beteiligt ist (Haagen et al., 2006). Ein putatives Phenazin-
Prenyltransferasegen wurde etwa 13 kb upstream von ephzF auf dem erst vor
kurzem sequenzierten Genomabschnitt von S. cinnamonensis gefunden (Flinspach,
2007). Die Vermutung liegt sehr nahe, dass es sich hierbei um das gesuchte
Phenazin-Prenyltransferasegen handelt (s. Abb. 1V.2).

Die Funktion von Fng28 bleibt weiterhin unklar, da die Inaktivierungsexperimente
keine sichtbare Veranderung in der Sekundarstoffproduktion zeigten. Es gibt
mehrere Meroterpenoide, die doppelt prenyliert sind (Gomi et al., 1987; Henkel and
Zeeck, 1991; Shiomi et al., 1986). Mdglicherweise produziert auch S. cinnamonensis
neben FNQ | in sehr geringer Menge ein solches doppelt prenyliertes
Naphthochinon, fir dessen Prenylierung Fng28 verantwortlich ist. Ein Ausfall der
Produktion hatte also nicht beobachtet werden konnen. Andererseits konnte Fng28
seine Funktion im Laufe der Evolution auch verloren haben.

1.3 Das Methyltransferasegen fnq27

Zwischen fnq26 und fnq28 wurde das Gen fnq27 identifiziert, dessen Genprodukt
Sequenzahnlichkeit zu SAM-Methyltransferasen hat. Zunachst wurde vermutet, dass
Fng27 an der N-Methylierung des Phenazingrundgerutsts in der Biosynthese von
Endophenazin B beteiligt ist. Durch Inaktivierungsexperimente konnte jedoch eine
Beteiligung an der Biosynthese von Endophenazin B ausgeschlossen werden.
Stattdessen wurde fur Fng27 die Beteiligung am Methyltransfer auf Position 6 von
FNQ | nachgewiesen (s. Abb. 1V.2) (Gluck, 2006). In unmittelbarer Nahe der oben
erwahnten erst kurzlich auf dem Insert von Cosmid 8-4D identifizierten Phenazin-
Biosynthesegene ephzF, ephzA2, ephzG2 und ephzC2 wurde ephzM gefunden
(Flinspach, 2007). EphzM zeigt groRe Sequenzahnlichkeit zu PhzM, eine Phenazin-
spezifische Methyltransferase aus P. aeruginosa (Parsons et al., 2007), weshalb
sehr wahrscheinlich davon ausgegangen werden kann, dass EphzM fur den
Methyltransfer auf den Stickstoff des Phenazingerusts in der Biosynthese von
Endophenazin B verantwortlich ist (s. Abb. IV.2).
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1.4 Gene der FNQ I-Biosynthese

Durch Sequenzvergleich mit Genen des Furaquinocin-Biosynthesegenclusters
(Kawasaki et al., 2006) konnten insgesamt 13 Orfs upstream der Phenazin-
Biosynthesegene auf dem Insert von Cosmid 3-6H bzw. auf dem mit 3-6H
uberlappenden Insert von Cosmid 6-1D (Fay, 2005) dem FNQ |-
Biosynthesegencluster zugeordnet werden (s. Abb. IV.2).

Durch Inaktivierungsexperimente wurde flr das Genprodukt von fng26 eine
Beteiligung an der Biosynthese von FNQ | nachgewiesen und die spater
nachgewiesene enzymatische Aktivitat als Geranyltransferase (s. IV 2), deutet darauf
hin, dass Fng26 fur den Geranyltransfer auf das Naphthochinongerist verantwortlich
ist (s. Abb. IV.2). Da Fng26 sehr hohe Ahnlichkeit zu Fur7 hat, kann spekuliert
werden, dass auch Fur7 eine solche Aufgabe in der Furaquinocin-Biosynthese
ubernimmt. FUr Fnq27 konnte eindeutig bewiesen werden, dass dieses Enzym die C-
Methylierung in der Biosynthese von FNQ | katalysiert (Gluck, 2006), was darauf
hindeutet, dass es sich auch bei dem ahnlichen Fur6 ebenfalls um ein solches
Enzym handelt. Ebenso wurde die Funktion von Fnq9 als O-Methyltransferase durch
ein Inaktivierungsexperiment nachgewiesen (Gluck, 2006), insofern liegt nahe, dass
es sich bei Fur4 auch um eine O-Methyltransferase handelt (s. Abb. I1V.2).

Die Funktion von Fng20 bzw. Fur16 bleibt unklar.

Fng23 bzw. Fur19 haben Ahnlichkeit zu Polyprenyldiphosphatsynthetasen und sind
eventuell an der Synthese von Geranyldiphosphat (GPP) beteiligt. Fir Fng21 bzw.
Fur17 wurde eine Beteiligung an der Zyklisierung der Geranylseitenkette diskutiert
(Haagen et al., 2006), da es Ahnlichkeit zu einem Enzym hat, das die Bildung eines
funf-gliedrigen Lactonrings katalysiert (Yang et al., 2004). Fng22 bzw. Fur18 zeigen
Ahnlichkeit zu OvmZ aus der Oviedomycin-Biosynthese (Lombo et al., 2004).
Oviedomycin ist ebenfalls ein Sekundarmetabolit aus dem Polyketidstoffwechsel.
Uber die Funktion dieser beiden Proteine kann derzeit nur spekuliert werden.

Die Genprodukte von fnq6 auf dem Insert von Cosmid 6-1D (Fay, 2005) bzw. des
orthologen Gens fur1 zeigen grofe Ahnlichkeit mit RppA aus S. griseus (Funa et al.,
1999; Funa et al., 2002) und S. antibioticus IFO 13271 (Funa et al., 2005) sowie mit
einem ahnlichen Protein aus S. coelicolor (Austin et al., 2004; lzumikawa et al.,
2003). RppA ist eine Typ-lll-Polyketidsynthase, die die Bildung von
Tetrahydoxynaphthalin  (THN) katalysiert. Somit sind Fng6 bzw. Fur1
hochstwahrscheinlich fur die Biosynthese des Polyketidrings verantwortlich. Fnq7
bzw. Fur2 haben Ahnlichkeit zu MomA, einer Monooxygenase aus S. antibioticus
IFO 13271, welche die Oxidation von THN zu Flaviolin katalysiert (Funa et al., 2005).
Fng4 bzw. Fur22 zeigen eine groRe Ahnlichkeit zu Regulatoren der SARP-Familie
(Culebras et al., 1999), was darauf hindeutet, dass es sich bei diesen beiden
Proteinen um Regulatoren der Biosynthese der Sekundametabolite handelt.

Die Funktionen von Fng8 bzw. Fur3 haben Ahnlichkeit zu einer Aminotransferase
aus Acidothermus cellulolyticus 11B. Da weder FNQ | noch Furaquinocin eine
Aminogruppe in ihrer Struktur tragen, ist die Funktion dieses Proteins vollkommen
unklar. Fngq11 bzw. Fur5 zeigen Ahnlichkeit zu einer Fettsdure-CoA-Ligase. Da
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jedoch Funa et al. (1999) zeigen konnten, dass die THN-Synthase RppA Malonyl-
CoA als Startermolekul verwendet, ist die Bedeutung dieses Gens im FNQ I-
Biosynthesegencluster unklar.

1.5 Ein putatives Mevalonatkinasegen fnq719

In der Sequenz des Inserts von Cosmid 3-6H wurde fnq19 identifiziert, das
Sequenzahnlichkeit zum Mevalonatkinasegen MK aus dem Furaquinocin-
Biosynthesegencluster hat. MK ist eines von sechs Genen, die gemeinsam fur die
Biosynthese von Isopentenyldiphosphat ausgehend von Acetoacetyl-CoA Uber den
Mevalonatweg verantwortlich sind (Kawasaki et al., 2006). Diese sechs Gene wurden
in genau der gleichen Anordnung auch in den Biosynthesegenclustern anderer
Isoprenoide aus Streptomyceten gefunden (Hamano et al.,, 2001; Kawasaki et al.,
2003; Kawasaki et al., 2006; Takagi et al., 2000). In der Gesamtsequenz der Inserts
der Cosmide 3-6H und 6-1D konnten keine weiteren putativen Mevalonat-
Biosynthesegene gefunden werden. Diese Tatsache stellte die Frage nach dem
biosynthetischen Ursprung der Isopreneinheiten von FNQ | und Endophenazin A
bzw. welche Bedeutung dieses einzelne Mevalonatkinasegen hat.

Vor Kurzem wurden auf dem Insert von Cosmid 8-4D etwa 12 kb upstream der
erwahnten Gene ephzF, ephzA2, ephzG2, ephzC2 und ephzM in direkter
Nachbarschaft des putativen Phenazin-Prenyltransferasegens alle sechs
erforderlichen Gene des Mevalonatstoffwechsels identifiziert (Flinspach, 2007).
Neben einem weiteren putativen Mevalonatkinasegen wurden finf Orfs gefunden,
die fur eine HMG-CoA-Synthase, eine HMG-CoA-Reduktase, eine
Phosphomevalonatkinase, eine Mevalonatdiphosphatdecarboxylase und eine Typ-II-
PP-lsomerase kodieren und gemeinsam die Synthese von IPP bzw. DMAPP steuern
konnten (s. Abb. I1V.2).

1.6 Ein putatives SAM-Biosynthesegencluster

Die funf Orfs im Uberlappungsbereich der beiden Cosmidinserts von 3-6H und 6-1D
von fnq12 bis einschlieBlich fnq16 konnten ein vollstandiges Biosynthesegencluster
fur S-Adenosylmethionin (SAM) darstellen. SAM wird im Primarstoffwechsel durch
den in Abb. IV.2 abgebildeten Zyklus bereitgestellt und fur den enzymatisch
katalysierten Methyltransfer bendtigt (Stryer, 1995). Da es sich bei Fnq9 und Fnq27
um SAM-abhéangige Methyltransferasen handelt (Glick, 2006), ist es durchaus
plausibel, dass sich ein solches Gencluster in der Nahe dieser Gene befindet. fnq12
und fnq13 sind auf dem Insert von Cosmid 6-1D (Fay, 2005), fnq14, fnq15 und fnq16
auf dem Insert von Cosmid 3-6H lokalisiert. Fng12 zeigt Sequenzahnlichkeit zu einer
SAM-Synthase, die unter Verwendung von ATP SAM bereitstellt. Fnq13 hat
Ahnlichkeit zu einer Adenosinkinase, die fiir die Verwertung von Adenosin benétigt
wird. Fnq14 zeigt Sequenzahnlichkeit zu einer Methioninsynthase, die Homocystein
unter Verwendung von N5-Methyltetrahydrofolat als Cofaktor methyliert. N5-
Methylentetrahydrofolat wird von einer N5,N10-Methylentetrahydrofolatreduktase
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bereitgestellt, zu der Fnq15 Sequenzahnlichkeit zeigt. Fng16 hat schlieflich
Ahnlichkeit zu einer S-Adenosylhomocysteinase, die S-Adenosylhomocystein (SAH)
zu Adenosin und Homocystein spaltet.

Dies ist bislang das einzige Beispiel flur ein SAM-Gencluster, das einen Teil eines
Biosynthesegencluster fir einen Sekundarstoff darstellt.

| N5, N10-Methylen-THF |

Fng15 lN5,N10-Methylen-THF—reduktase

N5-Methyl-THF
A
-
Fnqg14

Methioninsynthase t
Fnq16
Fng13 - S-Adenosylk
Fnq12 | ATP |« | AMP | “—— 1 homocysteinase
S-Adenosylmethionin- Adf‘nosm-
synthase > Inase
v
J
S-Adenosylmethionin > > | S-Adenosylhomocystein
(SAM) Fnq27 (SAH)
C-Methyltransferase |
Fnq9

O-Methyltransferase y

Desmethyl-FNQ | |

Abb. V.1 Bereitstellung von S-Adenosylmethionin (SAM). Die Gene fiir Fnq12 und Fnq13 sind auf
dem Insert von Cosmid 6-1D lokalisiert (Fay, 2005; Haagen et al., 2006). (THF=Tetrahydrofolat)

1.7 Schlussfolgerungen

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die gefundenen
putativen Phenazin-Biosynthesegene ephzB, ephzC, ephzD, ephzE, ephzG und
ephzA essentiell fir die Endophenazin A-Biosynthese sind. Neben dem auf dem
Insert von Cosmid 3-6H gefundenen 6 kb groRen Phenazin-Biosynthesegencluster
ephzBCDEGA konnte im Rahmen einer Diplomarbeit ein zweiter Genort gefunden
werden, auf dem putative Phenazin-Biosynthesegene lokalisiert sind (Flinspach,
2007). Insgesamt betrachtet sind somit im Genom von S. cinnamonensis alle Orfs
vorhanden, die als essentiell fur die Biosynthese des Phenazingrundgerusts gelten
und auch in den Phenazin-Biosynthesegenclustern verschiedener anderer
Organismen anwesend sind (Mavrodi et al., 2006). Von daher deuten die
vorliegenden Ergebnisse nicht darauf hin, dass sich die Biosyntheseschritte der
Phenazine in Streptomyces wesentlich von denen in Pseudomonas unterscheiden.
Unklar jedoch ist, wie weit die beiden Genorte voneinander entfernt sind und welche
der doppelt vorkommenden Gene eine Rolle in der Biosynthese von Endophenazin A
spielen. Die Tatsache, dass es zwei Abschnitte im Genom von S. cinnamonensis
gibt, auf denen Phenazin-Biosynthesegene lokalisiert sind, konnte damit erklart
werden, dass es ursprunglich ein einzelnes Gencluster war, das dann im Laufe der
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Evolution zumindest zum Teil dupliziert wurde. Diese Annahme wurde auch erklaren,
dass die jeweils doppelt vorkommenden Orfs (ephzA bzw. ephzA2, ephzC bzw.
ephzC2 und ephzG bzw. ephzG2) sehr ahnlich zu einander sind (>90%
Sequenzahnlichkeit auf Aminosaureebene). Etwas unwahrscheinlicher ist hingegen
die Mdglichkeit, dass zwei Gencluster unabhangig von einander an unterschiedlichen
Stellen im Genom integriert wurden. Im vollstandig sequenzierten Genom von
P. aeruginosa PAO1 wurden ebenfalls zwei Bereiche gefunden, auf denen Phenazin-
Biosynthesegene lokalisiert sind, die etwa 2,7 Mb voneinander entfernt liegen (Stover
et al., 2000).

Durch vergleichende Sequenzanalyse mit dem Furaquinocin-Biosynthesegencluster
(Kawasaki et al., 2006) konnte ein Bereich von knapp 50 kb upstream des
ephzBCDGA-Operons der Biosynthese von FNQ | zugeordnet werden.

Es wurde gezeigt, dass das gefundene putative Prenyltransferasegen fnq26
essentiell fur die FNQ [-Biosynthese ist. Auferdem konnte im Rahmen der
Diplomarbeit von K. Glick (2006) durch Inaktivierungsexperimente bewiesen
werden, dass fnq9 und fnq27 fur die Methylierungsschritte in der Biosynthese von
FNQ | verantwortlich sind. So kann man schlieRlich davon ausgehen, dass sich das
FNQ I-Biosynthesegencluster von fnq1 bis fnq28 Uber einen Bereich von 49 kb
erstreckt.

Die enge strukturelle Verwandtschaft von FNQ | und Furaquinocin spiegelt sich auch
auf genetischer Ebene in ihren Biosynthesegenclustern wider. In beiden Genclustern
befinden sich Gene, die vermutlich fur die Enzyme der Biosynthese des
Polyketidgerusts kodieren, sowie mehrere Gene, deren Genprodukte modifizierende
Reaktionen in der Biosynthese katalysieren (s. Abb. 1V.2). Der auffalligste
Unterschied zwischen den beiden Biosynthesegenclustern ist das Fehlen eines
kompletten Satzes an Mevalonatgenen in direkter Nachbarschaft der
Biosynthesegene von FNQ | (s. Abb. IV.2). Ein weiterer deutlicher Unterschied im
Vergleich zum Furaquinocin-Biosynthesegencluster sind die teilweise groflien
intergenischen Bereiche (bis zu 2,3 kb) im FNQ [-Biosynthesegencluster.
Desweiteren wurde kein orthologes Gen fiur fngs aus dem FNQ |-
Biosynthesegencluster im Furaquinocin-Biosynthesegencluster gefunden, flr dessen
Genprodukt eine Beteiligung an der Zyklisierung bzw. Aromatisierung von THN
diskutiet wurde (Haagen et al, 2006). Fir fur20, ein putatives
cis-Isoprenyldiphosphatsynthasegen aus dem Furaquinocin-Biosynthesegencluster,
wurde dafur kein orthologes Gen im FNQ I-Biosynthesegencluster gefunden.

Der Vergleich der beiden Biosynthesegencluster erlaubt Rickschlisse auf die
Biosynthese von anderen Meroterpenoiden wie Naphterpin (Shin-ya et al., 1990),
Napyradiomycin (Shiomi et al., 1986), Marinon (Pathirana et al., 1992), Neomarinon
(Hardt et al., 2000; Kalaitzis et al., 2003) oder auch Naphthomevalin (Henkel and
Zeeck, 1991). Es ist zu vermuten, dass auch in diesen Organismen orthologe Gene
zu den beschriebenen Biosynthesegenen fur FNQ | bzw. Furaquinocin vorhanden
sind.
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Cosmid 8-4D (Flinspach 2007)
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Abb. IV.2 Biosynthesegene und Strukturen der Sekunddrmetabolite aus S. cinnamonensis DSM 1042
(Endophenazin A, Endophenazin B und FNQ [), Streptomyces sp. strain KO-3988 (Furaquinocin A)
und P. fluorescens 2-79 (Phenazin-1-carbonséure). In den entsprechenden Genclustern
vorkommende Phenazin-Biosynthesegene sind griin dargestellt. Die orthologen Gene aus S.
cinnamonensis und Streptomyces sp. strain KO-3988 bzw. der FNQ I-Biosynthese zugeordneten
Gene sind blau dargestellt. Die Mevalonatgene sind orange ausgefillt. Die den Genen

entsprechenden Struktureinheiten sind in den entsprechenden Farben umrahmt.



Diskussion 85

2. Die Prenyltransferase Fng26

Erst vor wenigen Jahren spekulierten Pojer et al., dass es sich bei CloQ aus der
Clorobiocin-Biosynthese um den ersten Vertreter einer neuen Klasse von
Prenyltransferasen handeln koénnte (Pojer et al, 2003). CloQ =zeigt keinerlei
Sequenzahnlichkeit zu anderen bekannten Proteinen und hat ungewohnliche
biochemische Eigenschaften.

Diese Annahme wurde etwas spater durch die Untersuchungen von Orf2 bestatigt.
Orf2 ist eine Prenyltransferase aus der Biosynthese von Naphterpin.
Strukturbiologische Untersuchungen zeigten, dass dieses Enzym eine neuartige
Proteinstruktur aufweist, die als ,Prenyltransferase-Barrel bezeichnet wurde
(Kuzuyama et al., 2005).

Inaktivierungsversuche konnten bestatigen, dass es sich bei Fng26 um ein Enzym
handelt, das an der Biosynthese von Furanonaphthochinon | (FNQ 1) beteiligt ist
(Haagen et al., 2006). In dieser Arbeit werden die Expression und biochemische
Charakterisierung der Enzymeigenschaften von Fnq26 sowie die Strukturaufklarung
der enzymatischen Produkte beschrieben.

Durch Sequenzvergleich mit CloQ und Orf2 wurde spekuliert, dass es sich bei Fnq26
ebenfalls um eine Prenyltransferase dieser neuen Enzymklasse handeln konnte.
Ahnlich wie Orf2 katalysiert Fng26 C-und O-Geranylierungen verschiedener
aromatischer Substrate. Zudem ist jedoch Fng26 als bisher einziger Vertreter dieser
Klasse in der Lage, die Geranylgruppe Uber C-3 des Prenyldiphosphates mit dem
Substrat zu verknipfen (Haagen et al., 2007). Nur zwei andere Enzyme wurden
beschrieben, die solche sog. ,reversen® Prenylierungen katalysieren, FgaPT1 und
LtxC (Edwards and Gerwick, 2004; Unsodld and Li, 2006). Diese beiden Enzyme
zeigten keinerlei Sequenzahnlichkeit zu Fng26. In der Vergangenheit wurde
spekuliert, dass solche ,reversen“ Prenylierungen Uber eine regulare Prenylierung
eines Heteroatoms und einer anschlieBenden Claisen-ahnlichen-Umlagerung
ablaufen, jedoch deuten die verfigbaren chemischen und biochemischen Daten eher
auf einen direkten nucleophilen Angriff eines aromatischen Kohlenstoffs auf C-3 des
Prenyldiphosphates hin (Unsdld and Li, 2006; Wiliams et al., 2000). Einen
zusatzlichen Hinweis in diese Richtung lieferte die Beobachtung, dass die
Prenylierung von Flaviolin ausschlieBlich an C-3 stattfindet und keines der beiden
Sauerstoffatome an den benachbarten Positionen C-2 und C-4 prenyliert wird.

Mit 1,3-Dihydroxynaphthalin (1,3-DHN) und 4-Hydroxybenzoat (4-HBA) als Substrate
wurden ausschlieBlich regulare O-Prenylierungen beobachtet, eine reverse C-
Prenylierung konnte mit keinem der beiden Substrate nachgewiesen werden.

Die Prenylierung wahrend der Biosynthese von FNQ | und dem strukturell sehr
ahnlichen Furaquinocin (Kawasaki et al., 2006) wird an Position C-6 von Flaviolin
erwartet. Die von Fnq26 katalysierte Prenylierungsreaktion fand jedoch in vitro
ausschlieRlich an Position C-3 statt. Durch die Struktur einer vinylogen Carbonsaure
ist jedoch die Position C-3 von Flaviolin stark aktiviert, was einen Angriff des
Prenyldiphosphates an dieser Position erklaren wirde. Dies konnte darauf
hindeuten, dass Flaviolin nicht das genuine Substrat von Fnq26 in der FNQ I-
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Biosynthese ist. Eventuell ist ein friheres Intermediat aus der Biosynthese von
Flaviolin (Funa et al., 2005) das tatsachliche Substrat. Es ist ebenso mdglich, dass
ein spateres Zwischenprodukt das genuine Substrat ist, das schon an C-3 methyliert
ist und/oder an Position 2 eine Methoxygruppe tragt, was die Struktur der vinylogen
Carbonsaure aufheben wiirde. Das Fitterungsexperiment mit [°C,]Acetat hat
gezeigt, dass in der Biosynthese von FNQ | ein symmetrisches Zwischenprodukt
entstehen muss, weshalb frihestens 1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin (THN) als
Substrat flr die Prenylierungsreaktion in Frage kommt (Bringmann et al., 2007).
Genauso ist der Mechanismus der Prenylierung in der Biosynthese von Naphterpin
und dem verwandten Marinon (Pathirana et al., 1992) bisher unklar. Diese
Substanzen sind an Positionen prenyliert, die eigentlich durch Hydroxygruppen aus
der THN-Biosynthese besetzt sein mufiten.

Alle trans-Prenyltransferasen und die schon genannten membrangebundenen
Prenyltransferasen mit aromatischen Substraten (Collakova and DellaPenna, 2001;
Melzer and Heide, 1994; Schledz et al., 2001; Suvarna et al., 1998; Yazaki et al.,
2002) zeigen das typische (D/N)DXXD-Motiv, welches an der Prenyldiphosphat-
Bindung und Mg?*-Komplexierung beteiligt ist. Die enzymatische Aktivitit dieser
Enzyme ist von der Anwesenheit von Mg?*- oder dhnlichen zweiwertigen Kationen
abhangig. Die Prenyltransferasen der neuen CloQ/Orf2-Klasse haben kein
(N/D)DXXD-Motiv, jedoch ist die enzymatische Aktivitdt von Orf2 von der
Anwesenheit von Mg?*-lonen abhéngig (Kuzuyama et al., 2005). Im Gegensatz dazu
bendtigt Fng26 keine Mg®*-lonen fiir seine enzymatische Aktivitat (Haagen et al.,
2007), wie es auch schon fur CloQ (Pojer et al., 2003) und HypSc (Kuzuyama et al.,
2005) berichtet wurde. Ahnlich verhalten sich auch die pilzlichen aromatischen
Prenyltransferasen FgaPT1 und FgaPT2 aus der Fumigaclavin-Biosynthese (Unsold
and Li, 2005; Unsdld and Li, 2006), DMATS aus der Biosynthese der Ergotalkaloide
(Gebler and Poulter, 1992), FtmPT1 aus der Tryprostatin B Biosynthese (Grundmann
and Li, 2005) und CdpNPT, eine aromatische N-Prenyltransferase (Yin et al., 2007).
Es konnte gezeigt werden, dass gereinigtes CloQ-Protein keine Mg?*- oder andere
Metallionen enthalt (Keller et al., 2006; Pojer et al, 2003). Aufgrund von
Modellingversuchen von CloQ wurde von Kuzuyama et al. (2005) diskutiert, dass ein
positiv geladener Lysinrest eventuell als Ersatz fiir Mg** bei der Bindung des a-
Phosphates des Prenyldonors fungiert (Kuzuyama et al., 2005). Fnq26 enthalt an der
entsprechenden Stelle die basische Aminosaure Arginin (s. Abb. IV.3).

Mg?*-lonen beschleunigen die nicht-enzymatische hydrolytische Spaltung von
Prenyldiphosphaten (Brems and Rilling, 1977). Die Mg®*-Unabhéngigkeit von
I6slichen Enzymen kann daher als Vorteil gegenuber membrangebundenen,
magnesiumabhangigen Enzymen betrachtet werden (Wessjohann and Sontag,
1996). Die Entdeckung der neuen Enzymklasse kdnnte fur die Arzneistoffentwicklung
von Bedeutung sein, da diese |6slichen, magnesiumunabhangigen Biokatalysatoren
fur die Erstellung von Substanzbibliotheken prenylierter aromatischer Substanzen
bzw. fur die chemoenzymatische Herstellung schon bekannter Arzneistoffe
verwendet werden kdnnten (Botta et al., 2005a; Koehl, 2005).
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Abb. IV.3 Alignment von Fnq26 (CAL34101), CloQ (AAN65239), NovQ (AAF67510) and HypSc
(AL939130) mit Orf2 (AB187169). Das Alignment wurde mit Hilfe von ESPript
(http.//prodes.toulouse.inra.fr/ESPript) unter Verwendung der Sekundérstruktur von Orf2 gemacht
(RCSB protein data base 1ZWC). Fnq26, CloQ, NovQ und HypSc haben an der entsprechenden
Stelle von Serin (Aminosdure 51) positiv geladene Aminoséduren. Weill auf rot: konservierte
Aminoséuren, blauer Rahmen: &hnliche Aminoséuren.

3. Untersuchung des biosynthetischen Ursprungs der
Isopreneinheiten in Furanonaphthochinon | und Endophenazin A

Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 produziert das geranylierte Naphthochinon
FNQ | und prenylierte Phenazine, hauptsachlich Endophenazin A. Auf dem Insert
von Cosmid 3-6H wurde fnq19 identifiziert, dessen Genprodukt Sequenzahnlichkeit
zu Mevalonatkinasen zeigte (Haagen et al., 2006). In allen bisher bekannten
Biosynthesegencluster fur Sekundarstoffe, die Gene des Mevalonatstoffwechsels
enthalten, sind sechs Gene in einem einzigen ca. 6,8 kb gro3en Operon identifiziert
worden, die die Synthese von Isopentenyldiphosphat (IPP)  bzw.
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) steuern (Hamano et al., 2001; Kawasaki et al.,
2003; Kawasaki et al., 2006; Takagi et al., 2000). Auf dem insgesamt 81 kb grof3en
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sequenzierten Bereich des Genoms von S. cinnamonensis wurde aulder fnq19
keines der anderen funf Mevalonatstoffwechselgene gefunden. Daher lag die
Vermutung nahe, dass in S. cinnamonensis urspringlich zwar alle Gene des
Mevalonatstoffwechsels vorhanden waren, dann jedoch finf Gene im Laufe der
Evolution verloren gegangen sind und seither IPP bzw. DMAPP fir die Biosynthese
von FNQ | und Endophenazin A Uber den Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg)
bereitgestellt werden, den Streptomyceten fir die Biosynthese von isoprenoiden
Metaboliten des Primarstoffwechsels benutzen (Kuzuyama and Seto, 2003).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen [13CZ]Acetatﬁjtterungsexperimente
zeigen jedoch sehr deutlich, dass die Isoprenoideinheiten von FNQ | und
Endophenazin A hauptsachlich aus dem Mevalonatstoffwechsel stammen
(Bringmann et al., 2007). Durch das zusatzlich durchgefuhrte Futterungsexperiment
mit [2-"°C]Glycerol konnte ein zusétzlicher Beitrag des MEP-Stoffwechsels zur
Biosynthese der Geranyleinheit von FNQ | gezeigt werden. Aus den
Anreicherungsraten der ['*C]-Isotope an den entsprechenden Positionen konnte
abgeschatzt werden, dass die Geranylseitenkette von FNQ | zu ca. 20% aus dem
MEP- und zu ca. 80% aus dem Mevalonatstoffwechsel stammt (Bringmann et al.,
2007). Es ist jedoch denkbar, dass dieses Ergebnis durch einen moglichen Einflul®
durch die Zufiitterung von ["*C]markierten Substanzen verfalscht ist. Wie hoch der
Beitrag des MEP-Weges zur Biosynthese der Prenyleinheit von Endophenazin A ist,
konnte wegen zu geringer Substanzmenge nicht bestimmt werden.

Flr einige Meroterpenoide wie Naphterpin, Furaquinocin, Napyradiomycin und
Terpentecin wurde in den 80er Jahren durch Futterungsstudien mit ["*C]markiertem
Acetat gezeigt, dass ihre Isoprenoideinheiten Uber den Mevalonatweg gebildet
werden (Funayama et al., 1990; Isshiki et al., 1986; Shin-Ya et al., 1990; Shiomi et
al., 1987). Seto et al. konnten jedoch 1996 durch Futterungsexperimente mit
[U-"*C]Glucose zeigen, dass die Isopreneinheit von Naphterpin zwar hauptsachlich
aus dem Mevalonatstoffwechsel stammt, jedoch zu einem geringen Anteil auch Uber
den MEP-Weg bereitgestellt wird (Seto et al., 1996). Ebenso ergaben diese
Fltterungsversuche, dass die Isopreneinheit des Primarstoffwechselproduktes
Menachinon hauptsachlich Uber den MEP-Weg gebildet wird, jedoch konnte auch ein
kleiner Beitrag des Mevalonatstoffwechsels gezeigt werden. Weitere Futterungen mit
[*C]markiertem Acetat und [1-'°C]Glucose haben auRerdem gezeigt, dass die
Isopreneinheit des Sekundarmetabolits BE-40644 aus Actinoplanes sp. A40644
ebenso grofltenteils aus dem Mevalonat- jedoch zu einem geringen Anteil auch aus
dem MEP-Stoffwechsel stammt (Seto et al., 1998). Seto et al. (1998) spekulierten
deshalb, dass der MEP-Weg zu einem frihen Zeitpunkt in der Wachstumsphase fur
die Synthese von IPP fur den Einbau in Primarstoffe benutzt wird und dann zu einem
spateren Zeitpunkt flr die Produktion von Sekundarmetaboliten durch den
Mevalonatweg abgelést wird. Aus den hier beschriebenen Ergebnissen flr
S. cinnamonensis lasst sich nicht schlieBen, ob es sich um eine Ubergangsperiode
handelt, in der IPP aus beiden Stoffwechseln gleichzeitig fir die Biosynthese von
FNQ | verwendet wird, oder ob der MEP-Weg standig zu einem kleinen Teil aktiv ist.
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Ein ahnliches Phanomen wurde in Pflanzen beobachtet, wo Mevalonat- und MEP-
Stoffwechsel in unterschiedlichen Zellkompartimenten ablaufen. Auch hier wurde ein
gleichzeitiger Beitrag der beiden Stofffwechselwege fir bestimmte Metabolite wie
z.B. Gibbereline beschrieben (Bartram et al., 2006; Hampel et al., 2005; Jux et al.,
2001; Kasahara et al., 2002).

Die beiden hier beschriebenen Futterungsexperimente haben deutlich gezeigt, dass
die Isoprenoideinheiten von FNQ | und Endophenazin A zum grof3ten Teil aus dem
Mevalonatstoffwechsel stammen. Dieses Ergebnis war insofern sehr Uberraschend,
da die funf anderen bendtigten Mevalonatgene fehlten und eine einzelne
Mevalonatkinase nicht allein fur die Synthese von IPP bzw. DMAPP verantwortlich
sein kann. Das bedeutete, dass sich die fehlenden Gene an einer anderen Stelle im
Genom befinden mussen. Die Tatsache, dass sich die Mevalonatgene nicht in
direkter Nahe zu dem Biosynthesegencluster fur die Sekundarstoffe befinden, deren
Isoprenoideinheiten sich erwiesenermalien aus dem Mevalonatweg ableiten, ist an
sich ungewohnlich und bisher fur Streptomyceten noch nicht beschrieben worden.
Kuzuyama et al. (2002) haben spekuliert, dass fur das gezielte Screening nach
Biosynthesegenclustern flr isoprenoide Sekundarmetabolite in Streptomyces die
hochkonservierten Bereiche der HMG-CoA-Reduktase als Sonde geeignet sein
konnten. Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass dieses Verfahren nicht
uneingeschrankt erfolgreich sein muss, selbst wenn bekannt ist, dass die
isoprenoiden Teile aus dem Mevalonatstoffwechsel stammen, da sich die
Mevalonatgene nicht zwingend in der Nachbarschaft der Biosynthesegene des
Sekundarmetaboliten befinden missen.

Wie oben schon erwahnt wurde, ist in der Zwischenzeit ein Mevalonat-
Biosynthesegencluster in S. cinnamonensis identifiziert worden (Flinspach, 2007). Es
befindet sich etwa 12 kb upstream einiger putativer Phenazin-Biosynthesegene auf
dem erst vor kurzem sequenzierten Genomabschnitt von S. cinnamonensis.
Allerdings ist unbekannt, wo und in welchem raumlichen Verhaltnis zum
Biosynthesegencluster fur FNQ | bzw. Endophenazin A sich dieser Abschnitt im
Genom von S. cinnamonensis befindet.

Die [*C,]Acetatfiitterung zeigte zudem, dass die DMAPP-IPP-Isomerase nicht strikt
stereoselektiv arbeitet (Bringmann et al., 2007). Diese Beobachtung wurde auch bei
friheren Futterungsexperimenten in Pflanzen (Arigoni et al., 1997) gemacht. Fur die
Typ-1I-DMAPP-IPP-Isomerasen aus Streptomyceten ist noch nicht untersucht
worden, ob diese Enzyme stereoselektiv arbeiten (Kaneda et al., 2001).

Die Fitterung mit ['°C,]Acetat zeigte desweiteren, dass in der Biosynthese von
FNQ | ein symmetrisches Zwischenprodukt entsteht. Sehr wahrscheinlich handelt es
sich hierbei um THN, das vermutlich das Produkt der Kondensation von funf
Molekulen Malonyl-CoA unter enzymatischer Katalyse der putativen THN-Synthase
Fng6 ist (Fay, 2005). Die Entstehung eines symmetrischen Zwischenproduktes THN
wurde schon in friheren Untersuchungen mit Naphthochinonen diskutiert (Funayama
et al., 1990; Shin-Ya et al., 1990; Shiomi et al., 1987). Dieses Ergebnis schlieldt die
Mdglichkeit aus, dass die Prenylierung in der Biosynthese von FNQ | zu einem
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friheren Zeitpunkt stattfindet und zeigt, dass frihestens THN als Substrat fir die
Prenylierungsreaktion in Frage kommt.

Prenyltransferasen katalysieren in der Regel die Knlpfung einer Bindung zwischen
C-1 des Prenyldiphosphates (z.B. DMAPP oder GPP) und dem Kohlenstoff,
Sauerstoff oder Stickstoff des Substrates. Die Struktur von FNQ | lasst jedoch
vermuten, dass die Verknupfung zwischen C-3 des Geranyldiphosphates (GPP) und
dem Naphthochinongerust stattfindet. Fur einige isoprenoide Strukturen, wie z.B.
Pentalenolacton oder Diterpene des Verrucosan-Typs, wurden strukturelle
Umlagerungen der isoprenoiden Einheit berichtet (Cane et al., 1981; Eisenreich et
al.,, 2004). Die Ergebnisse der hier beschriebenen Fltterungsexperimente zeigen,
dass keine dieser intramolekularen Umlagerungen der Geranylseitenkette in der
Biosynthese von FNQ | stattfinden. Sie deuten vielmehr daraufhin, dass der
Geranylrest tatsachlich Uber C-3 des GPP mit C-3 von THN verknlpft wird.
Untermauert wird diese Annahme durch die Beobachtung der reversen C-
Prenylierung von Flaviolin an Position C-3 durch das gereinigte Enzym Fnq26
(Haagen et al., 2007).
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\'} Zusammenfassung

Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 produziert zwei Arten von prenylierten
Sekundarstoffen: Furanonaphthochinon | (FNQ 1) und prenylierte Phenazine,
insbesondere Endophenazin A. FNQ 1 ist ein acetogenes Naphthochinon aus dem
Polyketidstoffwechsel, das einen zyklisierten Geranylrest tragt. Endophenazin A ist
ein Phenazin-1-carbonsaurederivat, das an Position 9 einen Dimethylallylrest tragt.
Zu Beginn dieser Arbeit waren einige Phenazin-Biosynthesegencluster aus
verschiedenen Organismen, vor allem aus Pseudomonas-Stammen bekannt, jedoch
keines fur prenylierte Phenazine und noch keines aus Streptomyces oder anderen
Actinomyceten. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit nach dem
Biosynthesegencluster fur Endophenazin A in Streptomyces cinnamonensis DSM
1042 gesucht werden.

Es wurde eine Cosmidbank von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 erstellt und
anschlieBend mit esmA, einer heterologen Sonde aus dem Esmeraldin-
Biosynthesegencluster von Streptomyces antibioticus Tu2706, ein Screening fur
Cosmide durchgefuhrt, die Phenazin-Biosynthesegene enthalten. Zwei identische
Cosmide wurden gefunden und das Insert des Cosmids 3-6H komplett sequenziert.
Vergleichende Sequenzanalyse des 42187 bp gro3en DNA-Abschnittes ergab 31
offene Leserahmen (Orfs), darunter sechs putative Phenazin-Biosynthesegene, zwei
putative Prenyltransferasegene und ein putatives Methyltransferasegen. AulRerdem
konnten einige Orfs mit hoher Sequenzadhnlichkeit zu Genen aus dem
Biosynthesegencluster des prenylierten Naphthochinonderivates Furaquinocin
gefunden werden, unter anderem ein putatives Mevalonatkinasegen. Zudem fanden
sich am Randbereich des Inserts einige Gene, die hohe Ahnlichkeit zu
Biosynthesegenen von S-Adenosylmethionin aufwiesen. Durch Inaktivierung der
beiden putativen Prenyltransferasegene fnq26 und fnq28 gelang der Nachweis, dass
Fng26 in die Biosynthese von FNQ | involviert ist, wohingegen die Funktion von
fnq28 nicht geklart werden konnte. Durch Deletion aller neun Gene von fnq26 bis
einschlieBlich ephzA konnte gezeigt werden, dass dieser Genabschnitt,
einschliellich der sechs putativen Phenazin-Biosynthesegene, an der Biosynthese
von Phenazin-1-carbonsaure und Endophenazin A beteiligt ist.

Fng26 wurde daraufhin in E. coli heterolog als Hisg-Tag Protein Uberexprimiert und
mit Hilfe der NTA-Nickelaffinitatschromatographie zur Homogenitat gereinigt. Der
Nachweis der Prenyltransferaseaktivitat gelang mit verschiedenen aromatischen
Substraten. Fnqg26 katalysiert die Geranylierung von Flaviolin,
1,3-Dihydroxynaphthalin und 4-Hydroxybenzoat. Die enzymatischen Produkte
wurden Uber praparative HPLC isoliet und deren Strukturen mittels
spektroskopischer Methoden (MS und NMR) aufgeklart. Fnq26 katalysiert sowohl C-
als auch O-Prenylierungen. Zudem ist Fng26 in der Lage, eine sehr ungewohnliche
sog. .reverse” Prenylierung durchzufuhren, bei der die Verknupfung des
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Geranyldiphosphates (GPP) mit dem aromatischen Substrat Uber C-3 des
Prenyldiphsophates anstatt Gber C-1 stattfindet.

Desweiteren wurden die biochemischen Eigenschaften, die kinetischen Parameter
und die lonenabhangigkeit der enzymatischen Aktivitat untersucht.

Fng26 ist ein losliches, monomeres Enzym von 39,1 kDa. Fur
1,3-Dihydroxynaphthalin ergab sich ein Kn-Wert von 1,9 mM und fir Flaviolin von 21
MM. Fir 4-Hydroxybenzoat wurde ein K-Wert von ungefahr 5,6 mM bestimmt. Der
Km-Wert fur GPP betrug 2,1 uM unter Verwendung von Flaviolin und 27 uM unter
Verwendung von 1,3-Dihydroxynaphthalin als Prenylakzeptor. Die Wechselzahl
betrug fiir 1,3-Dihydroxynaphthalin 0,2 min™, fiir 4-Hydroxybenzoat 0,14 min™ und fiir
Flaviolin 0,013 min™.

Sequenzvergleiche zeigten, dass Fnq26 zu einer erst kurzlich identifizierten neuen
Gruppe von |6slichen Prenyltransferasen gehdrt, die aromatische Substrate
prenylieren. Wie bei CloQ aus der Clorobiocin-Biosynthese, aber im Gegensatz zu
Orf2 aus der Naphterpin-Biosynthese und zu allen trans-Prenyltransferasen ist die
enzymatische Aktivitdt von Fng26 nicht von der Anwesenheit von zweiwertigen
Kationen wie Mg®** abhingig. Diese Eigenschaft macht das Enzym fir
chemoenzymatische Anwendungen besonders interessant.

Die Anwesenheit eines einzelnen putativen Mevalonatkinasegens im sequenzierten
Bereich von Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 warf die Frage nach dem
biosynthetischen Ursprung der Isoprenoideinheiten der beiden Sekundarmetabolite
FNQ I und Endophenazin A auf. Fir die Biosynthese von Isopentenyldiphosphat Gber
den Mevalonatweg sind namlich neben der Mevalonatkinase funf weitere Enzyme
erforderlich, deren Gene aber nicht im Biosynthesegencluster enthalten waren. Im
Rahmen eines Kooperationsprojektes mit der Arbeitsgruppe von G. Bringmann,
Universitat Wuarzburg, wurde dieser Frage in 2zwei Futterungsexperimenten
nachgegangen. Durch Fitterung von ["*C,]Acetat konnte gezeigt werden, dass
sowohl der Dimethylallylrest von Endophenazin A als auch der Geranylrest von
FNQ | hauptsachlich aus dem Mevalonatstoffwechsel stammen. Ein zweites
Fitterungsexperiment mit [2-">C]Glycerol bewies, dass es einen zusitzlichen Beitrag
des Methylerythritolphosphatweges zur Bereitstellung der Isopreneinheit von FNQ |
gibt. Anhand der Einbauraten der ['*C]-Markierung an verschiedenen Positionen des
FNQ I- Molekuls wurden der Beitrag des Mevalonatweges zur Isoprenoidbiosynthese
auf 80% und der Anteil des MEP-Weges auf 20% geschatzt. Durch die
['3C,]Acetatfiitterung konnte auferdem gezeigt werden, dass in der Biosynthese von
FNQ | ein symmetrisches Zwischenprodukt entstehen muss. Wahrscheinlich handelt
es sich dabei um 1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin, was bedeutet, dass die
Prenylierung erst nach Bildung dieses Intermediates stattfinden kann.
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VIl  Anhang
1. MS-MS-Spektren von Endophenazin A, Endophenazin B und FNQ |

Endophenazin A aus Gesamtextrakt von S. cinnamonensis DSM 1042
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FNQ | aus Gesamtextrakt von S. cinnamonensis DSM 1042

247.0

70
@ g0
-E 55
r; 45
2 A0 5.1
a0
= %07 014
" 275.
10 289.1
£ e , PR 010 2179 0 | 2604 320.1 3432 3533 1794
:1r:r:- 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Tabelle VII.1: MS-Daten Endophenazin A, Endophenazin B und FNQ |
Substanz Signale
m/z (%)

Endophenazin A

Endophenazin B

FNQ I

293 [M+H] (87), 275 (100), 260 (15), 255 (6), 232 (6)

323 [M+H] (4), 308 (40), 305 (100), 294 (15), 290 (10),
280 (51), 277 (6)

371 [M+H] (1), 315 (41), 301 (17), 289 (9), 287 (21), 275
(13), 261 (80), 247 (100)
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2. MS-MS- und NMR-Spektren von Flaviolin, 1,3-Dihydroxynaphthalin,
4-Hydroxybenzoesaure und ihren prenylierten Produkten 1, 2, 3, 4
und 5

1,3-Dihydroxynaphthalin
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1,3-Dihydroxynaphthalin

'H-NMR Spektrum (400 MHz, MeOD)
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1,3-Dihydroxynaphthalin

*C-NMR Spektrum (400 MHz, MeOD)
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-OH ?

Flaviolin

MS-MS-Spektrum

Flaviolin

"H-NMR Spektrum (400 MHz, CD5CN)
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4-Hydroxybenzoesaure

MS-MS-Spektrum
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Produkt 1

MS-MS-Spektrum
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MS-MS-Spektrum
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Produkt 2

"H-NMR Spektrum (400 MHz, CDsCN)
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Produkt 3

MS-MS-Spektrum
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Produkt 3

BC-NMR Spektrum (400 MHz, MeOD)
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Produkt 4

MS-MS-Spektrum
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Relative Abundance

—7.910
—17.838

H-2+H-6 H-3+H-5

Produkt 5
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Tabelle VII.2: MS-Daten von Flaviolin, 1,3-Dihydroxynaphthalin, 4-Hydroxybenzoesaure und
ihren prenylierten Produkten 1, 2, 3,4 und 5

Substanz Signale

m/z (%)
Flaviolin 205 [M-H] (100), 177 (80), 161 (2), 133 (13)
Produkt 1 341 [M-H] (100), 272 (20), 258 (10), 257 (11), 323 (7)
Produkt 2 341 [M-H] (100), 323 (8), 272 (40), 258 (4), 219 (4)
1,3-Dihydroxynaphthalin 159 [M-H] (100), 323 (8), 115 (11)
Produkt 3 295 [M-H] (74), 159 (36), 158 (100)
Produkt 4 295 [M-HJ (60), 159 (38), 158 (100)
4-Hydroxybenzoesaure 137 [M-H] (100), 93 (48)
Produkt 5 273 [M-H] (73), 229 (8), 137 (8), 136 (100), 135 (16), 92

(27)
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3. "PC-NMR Spektren der Substanzen nach Fiitterung von [°C,]Acetat
und [2-"*C]Glycerol
Tabelle VII.3: Berechnung der Anreicherungsraten fir FNQ | nach Fitterung von
[2-"3C]Glycerol
durchschnittl.
C-Atom C14U C14L Verhaltnis C15U C15L Verhaltnis Verhaltnis
(C14L/C14U) (C15L/C15U)
2 1,23 2,73 2,22 0,84 2,09 2,49 2,35
2Me 1,39 9,68 6,96 0,95 7,42 7,81 7,39
3 0,93 6,95 7,47 0,63 5,32 8,44 7,96
3Me 1,27 1,45 1,14 0,87 1,11 1,28 1,21
3a 0,58 0,36 0,62 0,39 0,28 0,72 0,67
4 0,24 2,73 11,38 0,16 1,86 11,63 11,50
4a 0,38 0,23 0,61 0,26 0,17 0,65 0,63
5 0,47 3,5 7,45 0,33 2,68 8,12 7,78
6 0,53 0,43 0,81 0,37 0,33 0,89 0,85
6Me 1,24 2,59 2,09 0,85 1,99 2,34 2,21
7 0,35 3,46 9,89 0,24 2,65 11,04 10,46
7-OMe 1,03 2,19 2,13 0,7 1,68 2,40 2,26
8 0,29 0,37 1,28 0,2 0,28 1,40 1,34
8a 0,51 3,55 6,96 0,35 2,72 7,77 7,37
9 1,20 1,15 0,96 0,82 0,88 1,07 1,02
9a 0,68 6,15 9,04 0,46 4,71 10,24 9,64
10 1,31 1,16 0,89 0,9 0,89 0,99 0,94
11 1,55 9,33 6,02 1,06 7,14 6,74 6,38
12 1,21 2,67 2,21 0,82 2,05 2,50 2,35
13 0,47 4,49 9,55 0,32 3,44 10,75 10,15
14 1 1 1,00 0,68 0,77 1,13 1,07
15 1,46 1,31 0,90 1 1 1,00 0,95

U = Integrale der entsprechenden Signale im *C-NMR-Spektrum der unmarkierten

Substanz

L = Integrale der entsprechenden Signale im ">C-NMR-Spektrum der markierten

Substanz

Durchschnittl. Verhaltnis= [(C14L/C14U)+(C15L/C15U)]/2

Relative Anreicherung = (Durchschnittl. Verhaltnis)-1

Geschatzte absolute Anreicherung = (Relative Anreicherung) x 1,1 %
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3C NMR Spektrum (400 MHz) von unmarkiertem FNQ | / Interner Standard: C14
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3C NMR Spektrum (400 MHz) von unmarkiertem FNQ | / Interner Standard: C15
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3C NMR Spektrum von markiertem FNQ | nach Fiitterung von [2-"*C]Glycerol / Interner Standard: C14
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3C NMR Spektrum von markiertem FNQ | nach Fiitterung von [2-"*C]Glycerol / Interner Standard: C15
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2
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ktrum (600 MHz) von markiertem FNQ I nach Fiitterung von ['°C;]Natriumacetat
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3C NMR Spektrum (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von ['*C,]Natriumacetat

ISE=Y SESS) ooy N Y ~ o
" S =N SN ¥ % sy o o NS o oY noD
~ S N TS v 9 o ) X N I S e~n N
~ = SRS Qe X S~ ~ S X ~ NS ¥meon n
X~ ~ NS NG N B N & N = X Axe 02
o %o O R MmN o S ) S = o5 o AN H
~ o~ ~ T~ ~ NN N~ ~ ~ o s} X o NN~~~ (=
=l N I KON
N ) N 3
**% Current Data Parameters ***
NAME : heide_~1
EXPNO : 21
PROCNO 1
I R R R L R B R R R LA R R R e e o N R AR R R R S RN R R R R AR N S SRR
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

(ppm)




Anhang 123

VergroRerung des *C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
['*C,]Natriumacetat: C13

Q **% Current Data Parameters ***
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VergréRerung des '°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
['*C2]Natriumacetat: C12
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VergroBerung des >C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
[*C;]Natriumacetat: C2

**% Current Data Parameters ***
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89.8 89.6 89.4 89.2 89.0 88.8 88.6 88.4 88.2 88.0 87.8 87.6 874 87.2 87.0 86.8
(ppm)




126 Anhang

VergréBerung des °C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
[°C,]Natriumacetat: C3

- **% Current Data Parameters ***
§ NAME : heide_~1
S EXPNO  : 21
PROCNO  : 1
|
| |
,‘ |
| |
|
L A o e
47.9 47.8 47.7 47.6 47.5 47.4 47.3 47.2 47.1 47.0 46.9 46.8 46.7 46.6 46.5 46.4

(ppm)



Anhang 127

VergroBerung des >°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
['*C,]Natriumacetat: C11

- - **% Current Data Parameters ***
= R
S S NAME : heide ~1
S < EXPNO  : 21
PROCNO  : 1
= | ) I
5 ‘ E‘ S 3
) S S O
N X S =
iS <\ = -
T T T T T T T T T T T T T T T \w T T T T T T T T T T
26.0 25.6 252 24.8 24.4 24.0 23.6 23.2 22.8 224 22.0



128 Anhang

VergroBerung des >°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
['*C,]Natriumacetat: C3Me

*¥#% Current Data Parameters ***

" o
o ~
X NAME : heide_~1 g
2 EXPNO ~ : 21 =
PROCNO  : 1

st e

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 T
214 212 210 208 206 204 202 200 198 196 194 192 190 188 186 184 182
(ppm)

T T
18.0



Anhang 129

VergréBerung des >°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
['*C,]Natriumacetat: C14

**% Current Data Parameters ***

o

~ TAM . cide

gg NAME : heide_~1

N EXPNO  : 21
PROCNO ~ : 1

T T
18.7 18.6 18.5 184 18.3 18.2 18.1 18.0 17.9 17.8 17.7 17.6 17.5 17.4 17.3 17.2 17.1 17.0 16.9
(ppm)



130 Anhang

VergréBerung des "°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem FNQ | nach Fiitterung von
['*C,INatriumacetat: C2Me

- **% Current Data Parameters ***

1) X .

OQ_ NAME : heide_~1

2 EXPNO  : 21
PROCNO 1

R R R R R R R R RN RN R R AR RE R S LR E N R N S S R N R R R AR RN R N R R R R R N N N AR RS
16.4 16.3 16.2 16.1 16.0 15.9 15.8 15.7 15.6 15.5 15.4 15.3 15.2 15.1 15.0 14.9 14.8 14.7 14.6
(ppm)



Anhang 131

3C NMR Spektrum (400 MHz) von unmarkiertem Endophenazin A

= l@ Q S\w AN 0\% srj I 22 g‘o % = *#% Cyrrent Data Parameters *** SRS .
e RITIRIEI x5 _A7 5 , NGRS N
< RERR SN SR S D Sk NAME : endoph~1 S N
S XN NN R RN S o5
~ O~~~ EXPNO . 81 SN =
Ll S .
=== e | PROCNO I | \
L A AL o B B e B L B B LA L B o M e e e
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

(ppm)



132 Anhang

3C NMR Spektrum (400 MHz) von markiertem Endophenazin A nach Fiitterung von ['*C,]Natriumacetat

8 SSSLAINT AR AS - o S 0 =
~ ~ * - rameters ¥x% <
< RESNRRAnR J22RTA Current Data Parameters S K A
o NSNS~ Do ooy n ) i NS &
NS ¥R AXNANIN N O~ S S NAME R heide ~1 S N
S ITINANNNRNN "R RN - S < oS
~ N e e B E T B B e I I AT . ~
LLLoLL) A EXPNO 31 ] |
T rr PROCNO  : 1
.A¢ N ‘j. A.nj‘b\ j“}. l. [I—— Dy M J.L " ‘ N il thu” ‘A MMM
N AT iy T Ll ¥ L (LU Ao A Y i Y W Y Lt AN L Wi WYl RN
R e R R

T T
170 160 150 140

T L B B A N RRRREE RS
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

(ppm)



Anhang 133

VergréRerung des '>°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem Endophenazin A nach Fiitterung von
['*C,]Natriumacetat: C3’

I >
% 2 **% Current Data Parameters ***
I Fa) NAME : heide ~1
h h EXPNO 31
PROCNO  : 1
T P e e e e e e A
136.6 136.4 136.2 136.0 135.8 135.6 1354 135.2 135.0 134.8 134.6 134.4

(ppm)



134 Anhang

VergroBerung des "*C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem Endophenazin A nach Fiitterung von
['*C,]Natriumacetat: C2’

-
2 *** Current Data Parameters ***
“
S NAME : heide ~1
S ,
EXPNO : 31
PROCNO 1
T T T
121.4 121.2 121.0 120.8 120.6 120.4 120.2 120.0 119.8 119.6 119.4

(ppm)



Anhang

135

Vergréferung des '>°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem Endophenazin A nach Fiitterung von

['*C,]Natriumacetat: C1’

30.0710

**% Current Data Parameters ***

NAME heide_~1
EXPNO 31
PROCNO  : 1
Uberlagerung des Signals
mit Verunreinigungspeaks!
16 3(‘). 8 3(}6 i 3()‘,4 3(;,2 3()‘. 0 29‘8 i 29‘ 6 2()‘.4 H ()‘2 i 29‘() 2(“?)»’



190 Anhang

VergroRerung des 3¢ NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem Endophenazin A nach Futterung von
['*C,]Natriumacetat: C4’

] **% Current Data Parameters ***
:?‘: NAME : heide_~1
N EXPNO 31
PROCNO 1
/X\W\_’_/\’_/\/JLJUL
AR RN RN AR RN AR RAR AR AN AR R R R L RN L AL AR RN RN R RN RN AR AR RN R AR AR A RAR AR RN AR
26.8 26.6 26.4 26.2 26.0 25.8 25.6 254 25.2 25.0 24.8

(ppm)



Anhang 137

VergréRerung des '>°C NMR Spektrums (400 MHz) von markiertem Endophenazin A nach Fiitterung von
['*C.]Natriumacetat: C5’

?c *** Current Data Parameters ***
i NAME : heide_~1
= EXPNO : 31
PROCNO 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 T T T T T T T
19.8 19.6 19.4 19.2 19.0 18.8 18.6 184 18.2 18.0 17.8 17.6 17.4 17.2 17.0 16.8 16.6

(ppm)
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