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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Urdamycine sind Glycosid-Antibiotika. Sie werden von Streptomyces fradiae Tii2717 gebildet und besitzen ein
angucyclisches Polyketid als Grundgeriist, das eine C-glycosidisch verkniipfte Trisaccharidkette D-Olivose-L-
Rhodinose-D-Olivose besitzt, sowie einen iiber eine tertidre Hydroxylgruppe O-glycosidisch gebundenen
Einzelzucker L-Rhodinose. Prinzipiell 16t sich die Biosynthese solcher Verbindungen in die Phasen
Polyketidsynthese einerseits und Polyketid-Modifizierung andererseits unterscheiden, dies sind z.B.
Glycosidierungen. Um diese zu erforschen, auch im Hinblick auf deren gentechnische Beeinflussung, wurden
folgende Experimente ausgefiihrt:

Durch einen Genaustausch wurden die Gene urdR und urdZ3 inaktiviert. Beide sind homolog zu dNDP-Hexose-
4-Ketoreduktase-Genen. Durch Inaktivierung von urdR (Mutante RN-435) wurden neben unglycosidierten
Angucyclinen 14 neuartige, glycosidierte Urdamycine nachgewiesen, sieben davon wurden aufgereinigt. Alle
glycosidierten Urdamycine enthielten keine D-Olivose. Mit D-Rhodinose und D-Amicetose wurden
Zuckerbestandteile in diesen neuen Urdamycinen gefunden, die aus Streptomyces fradiae Tii2717 bislang
unbekannt waren. Damit konnte UrdR einerseits als spezifisch zum D-Olivose-Biosyntheseweg zugehdrige
dNDP-2,6-Dideoxyhexose-4-Ketoreduktase identifiziert werden, andererseits wurde erstmalig dNDP-4-Keto-
2,6-Dideoxyhexose als letztes gemeinsames Intermediat auf dem Biosyntheseweg zu Rhodinose und Olivose
nachgewiesen. Durch das Auftreten von D-Rhodinose und D-Amicetose in den neuen Urdamycinen konnte eine
Substrat-Flexibilitdt der beteiligten Glycosyltransferasen gezeigt werden. Es wurde demonstriert, dal3
Geninaktivierung im Zusammenspiel mit hinreichend unspezifischen modifizierenden Enzymen eine geeignete
Strategie ist, um Naturstoff-Diversitit zu erzeugen. Ebenfalls mittels Genaustausch wurde urdZ3 inaktiviert.
Hauptprodukte in der zugehdrigen Mutante Z3-148 sind Aquayamycin und Urdamycinon B, es wurden keine
Urdamycine mit L-Rhodinose mehr gefunden. UrdZ3 ist damit die der L-Rhodinose-Biosynthese zugehdrige
dNDP-2,6-Dideoxyhexose-4-Ketoreduktase.

UrdGT1b und UrdGTlc sind zwei 91% identische Glycosyltransferasen, dennoch transferieren diese Enzyme
unterschiedliche Zucker auf wunterschiedliche Zielsubstrate. Erstmalig wurde mit dieser Arbeit der
Enyzmabschnitt beschrieben, der die Substratspezifititen von Glycosyltransferasen (GTs) diktiert. Durch die
Herstellung und Expression von hybriden GTs konnten 10 Aminosdurereste als potentiell relevant fiir die
Spezifitit ermittelt werden. Darauthin wurde eine GT-Genbibliothek mit 2048 Mitgliedern hergestellt, in deren
Genprodukten diese 10 Aminosdurepositionen zufdllig und unabhidngig voneinander mit der
positionsdquivalenten Aminosdure aus UrdGT1b oder UrdGTIc besetzt wurden. 600 Mitglieder dieser
Bibliothek wurden in vivo auf ihre Enzymspezifitit getestet. Es wurden GTs gefunden, die entweder wie
UrdGT1b oder UrdGTlc spezifisch waren, oder eine neue Spezifitit aufwiesen. AuBerdem wurden Enzyme
gefunden, die alle moglichen Kombinationen dieser drei Spezifititen vereinen. Die neue Aktivitdt fiihrt zur
Bildung von Urdamycin P, einem neuen Urdamycin mit einem ungewdhnlich verzweigten Trisaccharid.
Uberexpression von UrdGT1c oder UrdGT lc-artigen Hybriden in Sfradiae AX fiihrte zur Bildung der neuen
Urdamycine N und 12b-Derhodinosyl-Urdamycin O.

Fir weitergehende Untersuchungen in vitro und gegebenenfalls Kristallisation wurden UrdGT1b und UrdR als

6xHistidin-Fusionsproteine 19slich exprimiert und aufgereinigt. Fiir erstere konnte im Rahmen dieser Arbeit die

Funktionalitdt nachgewiesen werden.

VI



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Relevanz von Zuckern in biologischen Systemen
Mit dem Begriff Zucker werden iiblicherweise zunéchst die Stichworte Nahrung und Energiequelle assoziiert —

zurecht, sind doch Glycolyse der o-D-Glucose und nachfolgende Oxidation durch die Enzyme der
mitochondrialen Atmungskette die wichtigste Energiequelle einer Zelle. Speicherstoffe, gleich ob pflanzliche
Stirke oder das Glycogen von Pilzen und Tieren, sind ebenfalls Zuckerhomopolymere, die bei Bedarf zum
verbrennbaren Monomer, eben der a-D-Glucose bzw. ihrem 1-Phosphat abgebaut werden (Darnell et al., 1990).
Weiterhin bekannt ist die Rolle von Zuckerpolymeren zur zelluldren Strukturgebung. Bakterien besitzen als
Zellwandmaterial das Murein, ein peptidisch quervernetztes Heteropolymer aus alternierend eingebautem N-
Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsdure, auBlerdem Lipopolysaccharide als Bestandteil der &ufBeren
Zellmembran bei gramnegativen Bakterien (Schlegel, 1992). In Pilzzellwidnden findet sich das Chitin, das
Homopolymer des N-Acetylglucosamin (Miiller und Loffler, 1992). Pflanzen haben, dem evolutiondren Druck
des Stickstoffmangels folgend, dieses Atom nicht fiir ihr strukturgebendes Material benutzt und besitzen
stattdessen B-D-Glucose, polymerisiert zur Cellulose, sowie diverse andere Zucker im Pektin (Sitte et al., 1991).

Fiir viele andere zelluldre Funktionen sind Zucker ebenfalls essentiell, vornan steht die DNA und die RNA mit
ihrem Bestandteil 2-Deoxyribose bzw. Ribose. Viele sezernierte Proteine sind glycosidiert, z.B. Serumproteine.
Die Zuckeranteile sind nicht relevant fiir eine eventuelle katalytische Aktivitdt, sondern vielmehr fiir Faltung,
Tertidrstruktur, Loslichkeit oder Lokalisation. Anderungen im Glycosidierungsmuster einer Zelle oder eines
Gewebes konnen frithe Indikatoren fiir bevorstehende krankhafte Verdnderungen, z.B. Krebs, sein (Dwek et al.,
2002). Zucker spielen fiir die Antigenitét eine grofle Rolle, so basiert das menschliche Blutgruppensystem ABO
auf strukturell dhnlichen, aber nicht identischen Oligosacchariden auf der Erythrocytenoberfliche. Diese
geringen strukturellen Abweichungen reichen fiir eine Immunantwort aus, z.B. infolge einer fehlerhaften
Bluttransfusion. Zucker vermitteln Erkennungsreaktionen in biologischen Systemen, so besitzen Endothelzellen
Selectine, deren Liganden Saccharidstrukturen sind, z.B. um durch den Blutstrom angelieferte Granulocyten in
verletztem Gewebe zu akkumulieren. Besondere Aufmerksamkeit hat das Tetrasaccharid Sialyl Lewis X
gefunden, das bei verschiedenen Tumoren in abnormer Haufigkeit auftritt, an spezielle Selectine bindet und so
offenbar an der Metastasenbildung beteiligt ist (Hanisch et al., 1992). Die Elimination einer Vielzahl von
Stoffen aus dem Korper — fettlosliche Vitamine, Steroidhormone, Bilirubin, Carcinogene, Arzneistoffe — erfolgt
als wasserlosliches Glucuronid, also in glycosidierter Form (Dutton, 1980). SchlieBlich spielen Zucker im
Sekundérmetabolismus von Pflanzen und Bakterien eine grofie Rolle. Im folgenden einige Beispiele fiir

glycosidierte bakterielle Naturstoffe und die Rolle ihres Zuckeranteils fiir die Bioaktivitét.

1.2 Glycosidierte Natur stoffe
1.2.1 Macrolide

Macrolide sind beziiglich ihres Grundgeriistes Polyketide, ihr bekanntester Vertreter ist das Erythromycin (Abb.
1), es ist ein 14-gliedriges Macrolacton und tragt O-glycosidisch gebunden an Position C-3 eine L-Mycarose und
an C-5 ein D-Desosamin (Katz und Donadio, 1995, Salah-Bey et al, 1997). Erythromycin ist ein bewéhrtes
Standardantibiotikum, in der Praxis eingesetzt zur Bekdmpfung von grampositiven Infektionserregern
(Mutschler, 2001). Des-N-Methyl-Erythromycin sowie die unglycosidierten Erythromycin-Vorstufen 6-
Deoxyerythronolid B und Erythronolid B (Abb. 1) zeigen nur geringe bzw. keinerlei antibiotische Aktivitit
(Flynn et al., 1954, Weymouth-Wilson, 1997). Megalomicin (Abb. 1), ein Erythromycin-Derivat, das zusétzlich
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am C-6 O-glycosidisch den Zucker L-Megosamin tragt, besitzt ein dem Erythromycin vergleichbares
antibakterielles Spektrum (Weinstein et al., 1969), im Gegensatz zum Erythromycin zusétzlich jedoch
ausgeprigte antivirale Aktivitit gegen das Herpesvirus sowie antiparasitische Wirkung, z.B. gegen den
Malariaerreger Plasmodium falciparum (Alarcon, 1984, Volchegursky et al., 2000). Offensichtlich entscheidet
lediglich die An-oder Abwesenheit des L-Megosamin am C-6 iiber das Spektrum der Bioaktivitit bzw. die
Abwesenheit der Zucker iiber die Bioaktivitidt an sich. Es ist sicher, dal die Zucker Voraussetzung fiir die
Bioaktivitdt sind (Fish und Cundliffe, 1996), dennoch ist der genaue Wirkmechanismus im letzten Detail
unbekannt. Gesichert ist aber eine Interaktion der Zucker mit der 23S rRNA im Peptidyltransferase-Zentrum
(Schliinzen et al., 2001), vermutlich dissoziiert die Peptidyl-tRNA dadurch wihrend der Elongationsphase vom

Ribosom.

1.2.2 Anthracycline

Anthracycline sind tetracyclische, aromatische Polyketide und tragen mindestens eine Zucker (Fujiwara und
Hoshino, 1983). Sie besitzen eine ausgepriagte Bioaktivitit, einige Vertreter werden als Antitumor-Medikamente
klinisch eingesetzt, so z.B. das Daunomycin (Abb. 1) gegen Leukdmie sowie das Adriamycin (Abb. 1) zur
Bekampfung diverser solider Tumorarten. Auch hier gilt, daB die unglycosidierte Vorstufe, das e-Rhodomycinon
keine biologische Aktivitdt zeigt (Olano et al., 1999). Daunomycin und andere Anthracyclin-Antibiotika
interkalieren in DNA. Rontgen-Strukturanalysen zeigten, daf} sich die Ringe B-D des Daunomycin-Molekiils in
die DNA-Sequenz CGTACG zwischen C und G an beiden Seiten des Motivs einlagern und fiir lokale
Entwindungen der DNA sorgen, wéihrend der Ring A sowie der Zucker nicht interkalieren (Moore €t al., 1989).
Der Zucker kommt in der kleinen Furche der DNA zu liegen, dessen Hydroxyl- und Aminogruppen jedoch ragen
iiber die Furche heraus und interagieren vermutlich mit DNA- bzw. RNA-Polymerasen, die dadurch inhibiert
werden (Weymouth-Wilson, 1997). Aclacinomycin (Abb. 1) ist mit dem Daunomycin-Aglycon nah verwandt,
besitzt jedoch als signifikantesten Unterschied statt eines einzelnen L-Daunosamins als Zucker ein Trisaccharid
L-Rhodosamin-2"-Deoxy-L-Fucose-Cinerulose (Yang und Wang, 1994). Aclacinomycin zeigt in der praktischen
Anwendung geringere Nebenwirkungen, vor allem hinsichtlich der Kardiotoxizitit, als das Daunomycin.
AuBerdem ist Aclacinomycin zur Behandlung Daunomycin-resistenter Tumore geeignet. Nach Bindung von
Aclacinomycin an DNA lagert sich das Trisaccharid in die kleine Furche der DNA ein, die 2’-Deoxy-L-Fucose
bewirkt ein Einknicken der Helix in die groBBe Furche (Yang und Wang, 1994). Diese strukturelle Verzerrung
tragt zusidtzlich zum Tod der behandelten Zellen bei. Daher wird fiir das Aclacinomycin ein anderer
Wirkmechanismus angenommen als fiir das Daunomycin (Thorson et al., 2001), d.h. wiederum erwéchst der

Unterschied fiir die Bioaktivitdt aus dem Glycosidierungsmuster.

1.2.3 Polyene

Die Klasse der Polyen-Antibiotika entstammt biosynthetisch ebenfalls dem Polyketid-Stoffwechsel und ist
strukturell charakterisiert durch ein polyhydroxyliertes Polyen-Chromophor sowie einen O-glycosidisch
gebundenen Zucker. Einige Vertreter dieser Substanzklasse sind in der Praxis gingige Antimycotika. Gut
untersucht — wenn auch nicht im letzten Detail verstanden - ist der Wirkmechanismus des Amphotericin B (Abb.
1). Wie andere Polyene auch bildet es Aggregate mit Membransterolen, bevorzugt mit dem Ergosterol, dem
Membransterol der Pilze. Infolge einer zylindrischen Anordnung der Polyene bilden diese Aggregate Poren in

der Membran, die letztlich zum Zelltod fiithren. Fiir das Amphotericin B konnte gezeigt werden, dal sein Zucker
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D-Mycosamin essentiell fiir die Wirksamkeit ist, da seine Aminogruppe zusammen mit der Carboxylgruppe des

Aglycons als ein polarer Molekiilkopf iiber Wasserstoffbriicken mit der Hydroxylgruppe an Position 3 des
Ergosterols interagiert (Hervé et al., 1989, Georgopapadakou, 1998).

N(CH,), 0-CH,
Erythromycin A: B: R1=OH, R2= |14 R3= CH
© CH, o éH
0 CH,
o
6-Deoxyerythronolid B: R1=H, R2=0OH, R3=0OH
Erythronolid B: R1=OH, R2=0OH, R3=0OH
Megalomicin A:
N(CH,), N(CH;), oH
R1= Ho OH R2= HO = CH
m& o CH, R3= o (%H
0 CH,
(0] (e}
o
Daunomycin: R1=CH, R2= H,C (e}
NH
HO °
o
H.c-O o OH R2 Adriamycin: R1=CH,OH R2= H,C O
3
NH,
HO

Aclacinomycin A

o OH Amphotericin B WH3
Q HO

Abb.1: Glycosidierte, bioaktive Polyketide, die dem Sekundarstoffwechsel von Streptomyceten entstammen.
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1.2.4 Angucycline

Angucycline sind eine groBe Klasse meist glycosidierter Naturstoffe und weisen eine bemerkenswerte
Bandbreite beziiglich ihrer Bioaktivitit auf. Prinzipiell besteht ihr Grundgeriist aus dem namensgebenden
angucyclischen Polyketid, also einem Benz[a]anthracen, meist als Benz[a]anthrachinon ausgebildet. Die
immense Diversitdt der Substanzen in der Angucyclin-Familie hélt auch ungewohnlich modifizierte
Grundgeriiste mit kontrahierten oder erweiteren Ringen, Heteroatomen oder durch Aminoséureanlagerung
erweiterte Aglyca bereit. Fir die Angucycline sind insgesamt zehn Untergruppen durch die Merkmale
klassisches oder modifiziertes Grundgeriist, Anwesenheit anguldrer Sauerstoffatome, sowie Anwesenheit C-
glycosidisch gebundener Zucker definiert (Rohr und Thiericke, 1992, Krohn und Rohr, 1997). Die ersten in der
Literatur beschriebenen Angucycline sind das Tetrangomycin und das Tetrangulol (Kunstmann und Mitscher,
1966), beide unglycosyliert (Abb. 2). Mit dem Aquayamycin (Abb. 2) wurde erstmals ein glycosidiertes
Angucyclin beschrieben (Sezaki et al., 1968, Sezaki et al., 1970). Das Aquayamycin ist Intermediat und unter
dem formal-chemischen Aspekt das Aglycon vieler glycosidierter Angucycline (Rohr et al., 1993), darunter
vieler Urdamycine. Es besitzt an Position C-9 eine C-glycosidisch gebundene D-Olivose, welche durch saure
Hydrolyse nicht vom angucyclischen Polyketid, also dem eigentlichen Aglycon im wortlichen Sinne, entfernt
werden kann. Aquayamycin ist ein Inhibitor der Monooxygenasen Dopamin-B-Hydroxylase und Tyrosin-
Hydroxylase (Nagatsu et al., 1968, Ayukawa et al., 1968), beides Enzyme, die in die Biosynthese von
Noradrenalin aus Tyrosin involviert sind. Eine Inhibition um 50% wurde bereits bei einer Konzentration von 400
nM erzielt. In beiden Féllen spielt fiir die Inhibition vermutlich eine Komplexbildung mit einem Metallion als
Cofaktor (bei der Dopamin-f-Hydroxylase Kupfer, bei der Tyrosin-Hydroxylase Eisen) eine zentrale Rolle. Ein
potenter Inhibitor der Collagen-Prolin-Hydroxylase ist das Angucyclin P-1894B (Abb. 2, Ohta und Kamiya,
1981, Ohta et al., 1984). Strukturell ist P-1894B insofern interessant, als in ihm wiederum das Aquayamycin-
Grundgeriist auftaucht, jedoch zusitzlich fiinf weitere Zucker: An C-9 des Angucyclins entspringt die
Seitenkette D-Olivose-L-Rhodinose-L-Aculose, am C-3 trégt die tertiire Alkoholgruppe ein Disaccharid L-
Rhodinose-L-Aculose. Die tertidren Hydroxylgruppen an C-4a und C-12b sind nicht glycosidiert. Die Collagen-
Prolin-Hydroxylase ist ein Schliisselenzym in der Collagen-Biosynthese. Ihr Vorkommen und ihre Aktivitat ist
in Geweben mit pathologischen Formen der Fibrose erhoht. Eine Inhibition dieses Enzyms um 50% wurde bei
einer Konzentration von 2.2 uM erzielt (Okazaki et al., 1981). Die Inhibition ist praktisch irreversibel, d.h. im
UberschuB zugegebene Cofaktoren Eisen und Ascorbinsiure haben keinen Effekt auf die Inhibition. Der
Wirkmechanismus ist, im Gegensatz zur Dopamin-f-Hydroxylase und Tyrosin-Hydroxylase, hier offenbar keine
Komplexbildung und keine antioxidative Wirkung gegeniiber Ascorbinsdure. Sakyomicine sind strukturell
relativ einfach aufgebaute Angucycline, das Grundgeriist der Hauptprodukte Sakyomicin A (Abb. 2) und C
selbst tragt, iber die Hydroxylgruppe an C-12b O-glycosidisch verkniipft, nur eine D-Rhodinose (Nagasawa et
al., 1984). Interessant ist die Bioaktivitdt dieser Angucycline. Neben einer antibiotischen Aktivitdt gegen
grampositive Bakterien besitzen sie auch inhibitorische Eigenschaften gegeniiber der Reversen Transkriptase,
getestet fiir die des avianen Myeloblastosis-Virus, aulerdem wurde eine Hemmung des HTLV-III gefunden
(Tanaka et al., 1986). Die Angucycline der PI-080-Gruppe besitzen wiederum das Aquayamycin-Geriist und
tragen zwei Saccharidseitenketten. Im Falle von PI-080 (Abb. 2) sind dies eine Kette L-Rhodinose-L-Rhodinose-
L-Aculose O-glycosidisch an die tertidre Hydroxylgruppe am C-3 gebunden, sowie D-Olivose-L-Rhodinose-L-
Aculose als C-Glycosid am C-9 des Polyketids (Kawashima et al., 1989). Mit einem Molekulargewicht von
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Rabelomycin: R=OH

Tetrangomycin: R=H

Tetrangulol

Sakyomicin A

Aquayamycin

Abb. 2: Chemische Strukturen ausgewahlter Vertreter der Angucycline.

> 1000 (PI-080: 1049) gehoren PI-080 und seine in den Zuckerketten leicht verdnderten Derivate zu den
schwersten bislang beschriebenen Angucyclinen. Sie sind potente Inhibitoren der Thrombocyten-Aggregation
(5ug/ml bei P1-080, Kawashima et al., 1988, Rohr und Thiericke, 1992).

Eine groBe Gruppe glycosidierter Angucycline sind die Urdamycine (Abb. 3, Abb. 4). Sie stehen im Zentrum
der vorliegenden Arbeit. Der erste Vertreter, Urdamycin A (Abb. 3) wurde 1983 entdeckt, weil der Rohextrakt
des Bodenbakteriums Streptomyces fradiae (S. fradiae) Ti2717 durch intensiv gefirbte Signale in der
diinnschichtchromatographischen Untersuchung auffiel. Tests ergaben zundchst keine Hinweise auf einen
antimikrobiellen Effekt. Erst als die isolierten und gereinigten Einzelkomponenten untersucht wurden, fiel deren
biologische Aktivitdt auf (Rohr, 1984). Viele Urdamycine enthalten wiederum das Aquayamycin als Teil ihres

Molekiils, sind jedoch typischerweise an zwei Positionen des angucyclischen Grundgeriistes glycosidiert: an C-9
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befindet sich C-glycosidisch angeheftet ein Trisaccharid D-Olivose-L-Rhodinose-D-Olivose, an C-12b befindet
sich O-glycosidisch gebunden eine einzelne L-Rhodinose (Drautz et al., 1986). Die natiirlich vorkommenden
Mitglieder der Urdamycin-Familie variieren vor allem in ihrem Aglycon. Die Urdamycine wurden in der
chronologischen Abfolge ihrer Entdeckung mit einem GroBbuchstaben unterschieden, zundchst waren dies die
Urdamycine A bis F (Rohr, 1984). Die Strukturen von Urdamycin C und D wurden erstmals von Rohr et al.
(1988) publiziert, die Strukturen der Urdamycine G und H von Henkel et al. (1989) bzw. von Rohr (1989). Im
Wildtyp von Streptomyces fradiae Tii2717 kommen die Urdamycine A bis H (Abb. 4) vor. Hauptprodukt ist, je

Urdamycin A

Abb. 3: Chemische Struktur des Urdamycin A.

nach Medium, das im neutralen Medium goldgelbe Urdamycin A (Abb. 3) allein oder zusammen mit dem
weinroten Urdamycin C (Rohr, 1984). Die Urdamycine A, C-F und H waren umso bemerkenswerter, als sie - im
Gegensatz zu vielen anderen glycosidierten Antibiotika - beziiglich der Zucker identisch waren und sich stets im
Polyketid-Kern des Molekiils unterschieden (Rohr et al., 1989). Durch nichtenzymatische Addition von Tyrosin
an das angucyclische Grundgeriist entsteht das tiefrote, hexacyclische Urdamycin C-Typ-Aglycon, durch
Addition von Tryptophan die blauvioletten, heptacyclischen D-Typ Urdamycine. Weitere Variationen entstehen
durch Ausbildung eines Thioethers (E-Typ Urdamycine) oder Hydroxylierung (F-Typ Urdamycine) an Position
5. Eine nichtenzymatische Ringkontraktion im C-Typ-Aglycon, wenn sein (4-Hydroxyphenyl)-d-lacton-System
zu einem (4-Hydroxyphenyl)-furan rearrangiert wird, fithrt zum H-Typ-Aglycon (Rohr, 1990). Eine Ausnahme
bei den natiirlich vorkommenden Urdamycinen bildeten lediglich das Urdamycin B, dem die Hydroxylgruppen
an Position C-4a und C-12b fehlen (dadurch bedingt das Fehlen der L-Rhodinose am C-Atom 12b und die
Abweichung von typischen Glycosidierungsmuster), und das Urdamycin G, das eine verkiirzte Zuckerseitenkette
am C-Atom 9 besitzt und der direkte Vorldufer des Urdamycin A ist. Die biologische Aktivitit der Urdamycine
A-E erstreckt sich einerseits auf die antibakterielle Wirksamkeit gegen grampositive Eubakterien, andererseits
auf cytostatische Eigenschaften: Die Urdamycine A und E erwiesen sich als aktivste Substanzen beim Assay mit
L 1210 Leukdmie-Zellen. Der ICsy -Wert betrug 2,84 bzw. 1,9 pmol/l. Zum Vergleich: Adriamycin, ein
Daunomycin-Derivat und in der Humantherapie verbreitetes Cytostatikum besitzt in diesem Test einen ICs -
Wert von 38 nmol/l. (Drautz et al., 1986). Weiterhin wurde eine Inhibition der Thrombocyten-Aggregation
durch Kerriamycin B (identisch mit Urdamycin A) beschrieben (Omura et al., 1988). Inwieweit die Zucker eine
Rolle fiir die genannten biologischen Wirksamkeiten der Urdamycine spielen, ist bislang unbekannt.

Ein Einsatz der Urdamycine als Therapeutikum in der Human- oder Veterindrmedizin ist nicht vorgesehen, sie
stellen aber fiir das Verstdndnis von Glycosidierungsreaktionen an pharmakologisch aktiven Naturstoffen ein

interessantes Modell in der mikrobiologischen Grundlagenforschung dar. Durch gentechnologische Bearbeitung
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Abb. 4: Strukturformeln ausgewahlter Urdamycine (Fortsetzung I). Die Urdamycine M, P, R und S, sowie 12b.
derhodinosyl-Urdamycin O wurden im Rahmen dieser Arbeit erzeugt.
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Urdamycin T: R= HO ’%

Abb. 4: Strukturformeln ausgewahlter Urdamycine (Fortsetzung II).

des Produzentenstammes konnten Urdamycin-Derivate erzeugt werden, die sich im Glycosidierungsmuster
unterschieden, z.B. die nichtglycosidierten Urdamycine I und J, sowie Urdamycin K (Abb. 4), welches nur eine
L-Rhodinose an Position C-12b trigt (Kiinzel et al., 1999, Faust et al., 2000) oder aber die 12b-Derhodinosyl-
Derivate der Urdamycine A, C, D, F und G (Hoffmeister, 1998, Trefzer et al., 2000). Weitere, beziiglich der
Glycosidierung neue Urdamycine sind die im Laufe dieser Arbeit entstandenen Urdamycine M-P (Hoffmeister et

al., 2000, Hoffmeister et al., 2002) sowie Urdamycine R-T (Abb. 4).

1.3 Biosynthese deoxygenierter Zucker
Die vorgestellten Glycoside aus Streptomyceten besitzen modifizierte Hexosen, die, wie gezeigt, oftmals fiir die

Bioaktivitdt der gesamten Verbindung von entscheidender Bedeutung sind. Die Verkniipfung von
Primdrmetabolismus hin zur Biosynthese dieser modifizierten, zum Einbau in Sekundirstoffe bestimmten
Zucker stellt das Glucose-1-Phosphat dar (Kirschning et al., 1997). Es ist das Ausgangsmolekiil fiir die
Biosynthese einer groflen Diversitit von deoxygenierten und oft zusétzlich funktionalisierten Zuckern, z.B.
durch Amino-, Nitro-, Keto- oder Methylgruppen. Die Forschung an den Streptomyceten-Metaboliten sowie
bakteriellen Lipopolysacchariden — ebenfalls mit Deoxyzuckern ausgestattet — ergab ein einheitliches Bild der
frithen Biosyntheseschritte (Trefzer et al., 1999), diese umfassen die dNDP-Glucose-Synthese aus einem
Nucleotidtriphosphat und Glucose-1-Phosphat, die C-6-Deoxygenierung durch eine 4,6-Dehydratation sowie
hiufig eine C-2-Deoxygenierung, um zur dNDP-4-Keto-2,6-Dideoxy-Hexose zu kommen. Spéte, spezifische
Modifikationsschritte sind z.B. Epimerisierungen, 3-Deoxygenierungen durch eine 2,3-Dehydratation,
Aminierungen und sehr hiufig eine Reduktion der beim ersten Dehydratationsschritt eingefiihrten Ketofunktion
am Atom C-4. Dieser letztgenannte spite Biosyntheseschritt wurde flir die D-Olivose- und L-Rhodinose-

Biosynthese im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

1.4 Glycosyltransferasen

So unterschiedlich die in den vorangegangen Abschnitten vorgestellten glycosidierten Verbindungen auch sind,
ihnen ist doch allen gemeinsam, dafl wahrend ihrer Biosynthese enzymatisch ein modifizierter Zucker auf sie
transferiert wurde. Glycosyltransferasen (GTs; E.C. 2.4.x.y.) iibertragen Zucker von einem Donorsubstrat,
iiblicherweise ein Nucleotidzucker, auf ein Aglycon oder ein anderes Kohlenhydrat als Zielmolekiil. Die

Substratspezifitiat der GTs ist dabei der Schliissel zur strukturellen Diversitit der Glycoside (Paulson und Colley,
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1989). Manche GTs sind entsprechend ihrer zelluldren Funktion substratunspezifisch, z.B. hinsichtlich des
Akzeptorsubstrates die im Endoplasmatischen Reticulum menschlichen Lebergewebes lokalisierte UDP-
Glucuronosyltransferase UGT2B7, welche eine grof3e Diversitét an Steroiden, Retinylacetaten und ungeséttigten
Fettsduren glucuronosidiert und somit fiir deren Elimination aus dem Korper vorbereitet (Radominska-Pandya et
al., 1999). Deutlich spezifischer sind die GTs, die in die Biosynthese der erwihnten Glycosid-Antibiotika aus
prokaryotischen Produzenten involviert sind, jedoch sind auch bei ihnen graduelle Unterschiede in der Spezifitét
festzustellen (Méndez und Salas, 2001). Bislang wurde eine grofe Zahl an GTs aus sowohl pro- als auch
eukaryotischen Organismen kloniert und charakterisiert, die Vielzahl reflektiert ihre breite Bedeutung und die
Unterschiede in den Substraten. Aus mechanistischer Sicht kdnnen GTs in zwei Hauptgruppen differenziert
werden, in invertierende und nichtinvertierende GTs, je nach dem, ob beim Ausbilden der glycosidischen
Bindung das anomere Zentrum des Zuckers in seiner Konfiguration beibehalten oder invertiert wird. Der
Mechanismus invertierender GTs (Abb. 5) folgt einerm Sy2-Mechanismus, also einer nucleophilen
Substitutionsreaktion (Quirds et al., 2000, Unligil und Rini, 2000): Eine Base im katalytischen Zentrum, meist
eine Asparaginsdure oder Glutaminsdure, abstrahiert das Proton der Akzeptor-Hydroxylgruppe. Daraufhin greift
das entstandene Oxocarbenium-Ion als Nucleophil das anomere Kohlenstoffatom des Zuckers an, und unter

Abspaltung des Nucleotiddiphosphates wird die glycosidische Bindung geschlossen.

Abb. 5: Schematische Darstellung des Mechanismus einer invertierenden Glycosyltransferase. R-OH
symbolisiert das Zucker-Akzeptorsubstrat mit seiner Ziel-Hydroxylgruppe.

Verschiedene GTs sind kristallisiert und ihre Struktur aufgeldst worden, so z.B. SpsA aus Bacillus subtilis, eine
invertierende GT, die am Aufbau der Sporenhiille beteiligt ist (Charnock und Davies, 1999), die am
Mureinaufbau beteiligte MurG aus Escherichia coli (Ha et al., 2000), mehrere eukaryotische GTs sowie GtfB
aus Amycolatopsis orientalis, die fiir den Glucosetransfer in der Chloroeremomycin-Biosynthese verantwortlich
ist (Mulichak et al., 2001). Alle Strukturen bestitigen, daBB GTs aus zwei etwa gleich grolen Doménen bestehen.
So wurde beispielsweise fiir GtfB in jeder Doméne eine Kernstruktur aus parallelen p-Faltblattern, verbunden
durch a-Helices, gefunden, also ein sogenanntes Rossmann-Motiv. Aufer einem Linkerpeptid und einer a-Helix

am duBersten C-Terminus, welche an die N-terminale Doméne reicht, sind bei GtfB Interaktionen der beiden
Doménen untereinander selten. Interessanterweise sind GTs topologisch und strukturell sehr dhnlich, obwohl die
Primédrsequenz keinerlei Verwandtschaft vermuten 146t: so sind z.B. MurG aus E.coli und BGT, eine DNA-
modifizierende B-Glucosyltransferase aus dem Phagen T4 (Vrielink et al., 1994, Moréra et al., 1999) topologisch
identisch und strukturell sehr &hnlich, obwohl die Sequenzidentitdt nur 14% betrdgt. Auch sind die beiden
Doménen einer GT untereinander dhnlich (Mulichak et al., 2001). Auf Sequenzvergleichen basierend wurde die
CAZy (Carbohydrate-Active Enzyme) Klassifikation der GTs erstellt (Coutinho et al., 1999), sie umfaft
gegenwirtig 55 GT-Familien. Die in dieser Arbeit beschriebenen GTs UrdGT1b und UrdGT1c gehdren, wie alle
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anderen GTs aus streptomycetalen Antibiotika-Biosynthesewegen auch, der CAZy-Kategorie I an, die

invertierende GTs aus viralen, pro- und eukaryotischen Quellen enthilt.

1.5 Streptomyceten als Natur stoffproduzenten
Alle genannten Metaboliten und eine riesige Diversitit weiterer bioaktiver Naturstoffe entstammen dem

Stoffwechsel von Arten der bereits erwihnten Bakteriengattung Streptomyces und nah verwandeter Gattungen.
Sie sind die wichtigste Quelle fiir die Substanzen oder Substanzvorldufer moderner Antibiotika und Cytostatika
und bieten ein reiches Reservoir an — hinsichtlich ihrer chemischer Struktur und/oder des Wirkmechanismus -
neuartigen Substanzen. Etwa 70% aller bekannten bioaktiven mikrobiellen Stoffwechselprodukte werden von
Streptomyceten gebildet (Grife, 1992, Kieser et al., 2000). Die Gattung Sreptomyces gehort zur Ordnung der
Actinomycetales (Goodfellow et al., 1984). Die Anzahl der Arten ist wegen Synonymien und Schwierigkeiten
der Art-Stamm-Abgrenzung in der Literatur uneinheitlich, Williams et al. (1989) nennen 142 Arten basierend
auf numerischer Taxonomie. Die Zahl von 3000 Stdmmen innerhalb der Gattung ist vermutlich zu hoch und
Resultat einer iibertriecbenen Taxonomie infolge patentrechtlicher Uberlegungen (Anderson und Wellington,
2001). Streptomyceten sind grampositive, aerobe, terrestrische oder marine Eubakterien, global verbreitet, und
besitzen einen morphologisch stark differenzierten Lebenszyklus: Zunédchst wichst Streptomyces mit einem aus
einer Spore hervorgehenden, nichtseptierten Substratmycel. Bei Anderung der Umweltbedingungen,
beispielsweise bei Nahrstoffmangel, bildet er iiber das Substrat abgehobene Lufthyphen, die als Sporophoren
dienen und terminal kettenartig angeordnete Sporen abgliedern, die nach Freisetzung und Keimung den
Lebenszyklus erneut initiieren (Schlegel, 1992). Streptomyceten besitzen, obwohl prokaryotisch, {iblicherweise
ein lineares Chromosom (Huang et al., 1998). Der GC-Gehalt der DNA beléduft sich gewohnlich auf 69 bis 78%
(Bibb et al., 1984). Haufig sind Gene, die zu einem Biosyntheseweg zugehorig sind, am gleichen Locus, in
einem sogenannten Gencluster auf dem Chromosom angeordnet (Martin und Liras, 1989). Diese Tatsache,
erstmals von Rudd und Hopwood (1979) vorausgesagt und nachgewiesen, erleichtert das Auffinden und
Klonieren der Antibiotika-Biosynthesegene erheblich. Ende der 70er Jahre wurde die molekularbiologische
Modifikation eines Streptomyceten erstmals erfolgreich durchgefiihrt (Bibb et al., 1978). In den Folgejahren
nahm, vor allem durch die Absicht, die Sekundirstoffproduktion zu verstechen und zu beeinflussen, die
Streptomycetengenetik Aufschwung. Ein Meilenstein ist die vollstindige Sequenzierung des Genoms von S
avermitilis, dem Produzenten des Avermectin (Omura €t al., 2001), sowie die unmittelbar bevorstehende

Publikation des Genoms von S. coelicolor A3(2), dem Produzenten des Actinorhodin.

1.6 Kombinatorische Biosynthese
Aus dem zunehmenden Verstandnis der Sekundarstoffproduktion und ihrer genetischen Grundlagen entstand die

Kombinatorische Biosynthese (Katz und Hutchinson, 1992): Sie besteht aus der gezielten Geninaktivierung, vor
allem aber aus der heterologen Expression von einzelnen mehreren Genen oder ganzen Genclustern, um
Streptomycetenstimme zur Biosynthese neuartiger, gewissermaflen unnatiirlicher Naturstoffe zu veranlassen.
Die Gene sind im Ursprungsorganismus an der Naturstoffbiosynthese beteiligt, sie konnen aus phylogenetisch
nah- oder entfernter verwandten Arten stammen, konnen native, gentechnisch modifizierte oder hybride Gene
sein. Voraussetzungen fiir diese Experimente sind die Verfligbarkeit der Gene, die Verfligbarkeit von geeigneten
transformierbaren Streptomycetenstimmen sowie Expressionsvektoren.

Die Untersuchungen zur kombinatorischen Biosynthese konzentrierten sich zunéchst hauptsidchlich auf die

Polyketid-Biosynthese. Polyketidsynthasen (PKSs) von Typ II sind aus separaten Untereinheiten aufgebaut und
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enthalten pro Untereinheit ein aktives Zentrum, welches mehrfach im Verlauf der Biosynthese am wachsenden
Polyketid aktiv ist. Durch die Kombination verschiedener Untereinheiten gelang die Herstellung neuartiger
aromatischer Polyketide in vivo (McDaniel et al., 1995). Typ I-PKSs zur Macrolid-Biosynthese hingegen
besitzen einen modularen Aufbau. Ein Modul katalysiert dabei die Beladung des Enzyms mit dem
Startermolekiil des Polyketids oder einen Verldngerungsschritt der Polyketidkette um eine C-2-Einheit und
verfiigt iber alle dazu notwendigen enzymatischen Aktivititen wie Acyltransferase, Ketosynthase,
Ketoreduktase. So wurden durch kombinatorische Biosynthese neue Erythromycine biosynthetisiert, indem die
Beladungsdomine der Erythromycin-PKS gegen die unspezifischere der Avermectin-PKS ausgetauscht wurde
(Marsden et al., 1998). Ein anderes Beispiel ist der Aufbau einer kompletten artifiziellen PKS aus Modulen
dreier verschiedener Ursprungs-PKS: Erythromycin, Pikromycin, Oleandomycin (Tang et al., 2000). Die
Anstrengungen zur kombinatorischen Biosynthese umfassen auch die Herstellung dieser streptomycetalen
Metaboliten in effizienteren und besser handhabbaren Wirten als Streptomyces selbst. Ein groBer Erfolg war
beispielsweise die Herstellung von 6-Deoxyerythronolid B, also des Erythromycin-Grundgeriistes in einem
E.coli-Stamm. Die Produktivitit dieses Systems ist dabei nahezu vergleichbar mit dem eines
Hochleistungsstammes des natiirlichen Produzenten Saccharopolyspora erythraea (Pfeifer et al., 2001).

Obwohl die Arbeiten auf dem Polyketidsektor die kombinatorische Biosynthese dominieren, wurde auch die
Maglichkeit untersucht, in die Polyketid-modifizierenden Biosyntheseschritte wie z.B. Deoxyzuckeriibertragung
bzw. deren Biosynthese einzugreifen. Beispiele sind die Herstellung eines 3’-O-Rhamnosyl-Erythromycin B
durch heterologe Expression einer Rhamnosyltransferase aus dem Oleandomycin-Biosyntheseweg in einer
Glycosyltransferase-Mutante des Erythromycin-Produzenten (Doumith et al., 1999) oder die Herstellung von
Megalomicin durch heterologe Expression derjenigen Biosynthesegene im Erythromycin-Produzenten, die fiir

die Biosynthese und Ubertragung des Zuckers L-Megosamin notwendig sind (Volchegursky €t al., 2000).

1.7 Glycorandomisierung
Eine interessante Erweiterung des Repertoires an glycosidierten Naturstoffen konnte sich aus der

Glycorandomisierung ergeben, die das Problem der schwierigen chemischen Darstellbarkeit nucleotid-
diphosphat-aktivierter Zucker zu umgehen versucht. Prinzipiell sind fiir eine Glycosidierung einer Verbindung
drei Schritte nétig: Ein Zucker, meist D-Glucose-1-Phosphat muf3 durch in vivo Bildung eines Nucleotid-
diphosphates aktiviert, dann modifiziert, z.B. deoxygeniert werden. SchlieBlich muf3 die Glycosyltransferase den
nucleotid-diphosphat-aktivierten Zucker erkennen und iibertragen. Geldnge in vitro die Nucleotidaktivierung mit
Nucleotidylyltransferasen, die in ihrer Spezifitit herabgesetzt sind, konnten die chemisch viel leichter
darstellbaren Phosphate der bereits modifizierten Zucker direkt in ihre INDP-Aquivalente umgesetzt werden, die
ersten beiden Schritte — Engstellen in der kombinatorischen Biosynthese — wiren umgangen. Barton et al. (2001)
gelang, eine solche Nucleotidylyltransferase mit breiterer Substratakzeptanz durch gezielte Sequenzénderungen
herzustellen. Der Erfolg dieser Strategie hiingt aber nun von der Ubertragbarkeit der so hergestellten aktivierten
Zucker ab, d.h. von der Verfiigbarkeit entsprechend unspezifischer Glycosyltransferasen.

Zusammenfassend: Zucker sind fiur die Bioaktivitdt vieler Naturstoffe unerldBlich, die Kombinatorische
Biosynthese hat ihre Tauglichkeit zur Erzeugung neuer unnatiirlicher Naturstoffe bewiesen, dies vor allem auf
dem Gebiet der Derivatisierung der Polyketid-Aglyca, aber auch auf dem der Erzeugung der nucleotidaktivierten
Zucker. Vor diesem Hintergrund entstand die vorliegende Arbeit zur Erzeugung neuer Urdamycine durch

Eingriff in Zucker-Biosynthese und Herstellung unspezfischerer Glycosyltransferasen.
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1.8 Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit

e Charakterisierung der Urdamycin-Biosynthesegene urdR und urdZ3 sowie Aufreinigung neuer Urdamycine,
die infolge dieser Geninaktivierungen von den Mutanten herstellt werden. Strategie war der Austausch der

Wildtyp-Gene durch Allele, die in ihrem Leseraster verschoben sind.

e Bestimmung des Enzymbereichs in den Urdamycin-Glycosyltransferasen UrdGT1b und UrdGTlc, der fiir
die Substratselektivitdit — sowohl hinsichtlich des Zuckerdonorsubstrates als auch des Zuckerakzeptors-
verantwortlich ist. Strategie war die Herstellung und Expression hybrider GT-Gene mit verschieden groflen
und verschieden positionierten Anteilen von urdGT1b und urdGT1c sowie Herstellung und Expression einer
Genbibliothek, basierend auf der zufdlligen Durchmischung bestimmer Aminoséuren, sowie deren

Expression in zwei GT-Mutanten von Sfradiae Ti2717.

«  Uberexpression und Aufreinigung von UrdGT1b und UrdR sowie Uberexpression von UrdM, einer
Oxygenase der Urdamycin-Biosynthese. Strategie war die Expression als N-terminales 6xHistidin- und als
Glutathion-S-Transferase-UrdGT1b Fusionsprotein in E.coli bzw. C-terminal 6x-Histidin-Fusionsprotein in
Sfradiae XTC. UrdR wurde als C-terminales 6x-Histidin-Fusionsprotein gereinigt. Im Falle von UrdM

wurde als N-terminales 6xHistidin-Fusionsprotein iiberexprimiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Puffer/L 6sungen
2.1.1 Puffer/L 6sungen allgemein

Alle Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser zubereitet, wenn nicht anders angegeben

TE-Puffer, pH=7,6 (Aufbewahrung von DNA)
Tris-HCI, pH=7,6 10,0 mM
EDTA (pH=8,0) 1,0 mM

TAE-Puffer, pH=8,0 (Agar ose-Geleelektrophor ese)
Tris-Acetat 40,0 mM
EDTA (pH=8,0) 1,0 mM

TBE-Puffer, pH=8,0 (DNA-Sequenzierung mittels Acrylamid-Gelelektrophor ese)
Tris- Borat 90,0 mM
EDTA (pH=8,0) 2,0 mM

STE-Puffer, pH=8,0 (Plasmidisolation aus E.coli)

NacCl 100,0 mM
Tris-HCI, pH=8,0 10,0 mM
EDTA (pH=8,0) 1,0 mM
STET-Puffer, pH=8,0 (Plasmidisolation aus E.coli)
NacCl 100,0 mM
Tris-HCI, pH=8,0 10,0 mM
EDTA (pH=8,0) 1,0 mM

5% Triton X-100 (v/v)
Zugabe von 625ug Lysozym pro ml STET

Puffer 1 (Plasmidisolation aus Streptomyces)

Glucose 50 mM
Tris 25 mM
EDTA (pH=8,0) 10 mM

Puffer 2 (Plasmidisolation aus Streptomyces)
NaOH 02 M
SDS 1%

Stets frisch aus Stockldsung zubereiten

Kaliumacetat-L 6sung (zur DNA-Fallung)/Puffer 3 (Plasmidisolation aus Streptomyces)
Kaliumacetat 3,0M

pH=5,2 mit Eisessig
Stocklésungen zur Blau-Weil3-Selektion von E.coli
IPTG 20,0 mM in H,0

X-Gal 100,0 mg/ml Dimethylformamid

Pro Agarplatte zur Selektion 20ul beider Stockldsungen zu 60pl sterilem H,O bidest. geben, ausstreichen und
trocknen lassen
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IxPBS-Puffer (Proteinisolation aus E.coli)

NaCl 140,0 mM
KCl 2,7 mM
NazHPO4 10,0 mM
KH2P04 1,8 mM
pH=7.3

PreScission Protease Puffer
TRIS-HCI pH=7.0 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
DTT 1 mM

Vor Benutzung auf 4°C kiihlen.

Lysispuffer (Lyse von E.coli zur Proteinisolierung)

NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM

pH=8.0 mit NaOH
Zellen in Lysispuffer resuspendieren, zum Einleiten der Lyse mit Lysozym 1 mg/ml supplementieren.

Waschpuffer (fiir Ni-NTA-Saulen)

NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM

pH=8.0 mit NaOH

Elutionspuffer (fiir Ni-NTA-Séulen)

NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM

pH=8.0 mit NaOH

2.1.2 Elektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese: 0,7-2,0 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer
Gelladepuffer 1 (zur Detektion von Banden # 0,5 kb)
Bromphenolblau 0,25%

Sucrose, 40,0%

in TE-Puffer, pH=7,6

Gelladepuffer 2 (zur Detektion von Banden # 3,0 kb)

Xylene Cyasol FF 0,25%

Sucrose, 40,0%

in TE-Puffer, pH=7,6

Farbebad fur Agarosegele
Ethidiumbromid 10,0 pg/ml
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Acrylamid-L 6sung fur DNA-Sequenzier gel

Acrylamid 4,5%
Bisacrylamid 0,5%
Harnstoff 7,0 M

in TBE-Puffer, pH=8,0
Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Protein-Char akterisierung

Sammelgel (4%)

H,O bidest. 6,1 ml
0.5 M Tris-HCl, pH=6.8 2,5 ml
10% SDS (w/v) 0,1 ml
Acrylamid 30% (w/v) 1,33 ml
10% APS (w/v) 50,0 pl
TEMED 10,0 pul

Trenngel (12%)

H,O bidest. 3,35 ml
0.5 M Tris-HCI, pH=8.8 2,5 ml
10% SDS (w/v) 0,1 ml
Acrylamid 30% (w/v) 4,0 ml
10% APS (w/v) 50,0 pl
TEMED 5,0 ul

10% APS-Losung stets frisch zubereiten, vor Zugabe von APS und TEMED mind. 15 Minuten entgasen.

Ladepuffer fir Acrylamid-Gele

H,O bidest. 3,8 ml
0.5 M Tris-HCI, pH=6.8 1,0 ml
10% SDS (w/v) 1,6 ml
Glycerin 0,8 ml
2-Mercaptoethanol 0,4 ml

1% Bromphenolblau (w/v) 0,4 ml

1x Laufpuffer fir Acrylamid-Gele

Tris-Base 25,0 mM
Glycin 192,0 mM
SDS 3,5 mM
pH=8,3

Farbeldsung

Coomassie Brilliant

Blue G250 1,0g
Ammoniumsulfat 60,0 g

Phosphorsédure 85% 20,0 g

H,O bidest. ad 1000 ml

Entfarbel6sung

Methanol 450 ml
H,O bidest. 450 ml
Eisessig 100 ml
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2.1.3 Puffer zur Transformation von Streptomyceten

Protoplastier ungs-Puffer fiir Streptomyceten (Thompson et al., 1982).
Jede Komponente getrennt autoklavieren, dann mischen.

Saccharose 103,0 g (ad 858 ml H,O bidest.)
Spurenelemente 0,2% (v/v)

TES (pH=7,2) 25,0 mM

MgCl, 10,0 mM

CaCl, 2,5 mM

K,SO, 1,4 mM

KH,PO, 0,4 mM

Transfor mationspuffer-Puffer fiir Streptomyceten (Thompson et al., 1982). Alle Komponenten getrennt
autoklavieren.

PEG 1000 25,0%
Saccharose 2,5%
K>SO, 1,4 mM
KH2PO4 400,0 lJ.M
Tris-Maleat 50,0 mM
MgCl, 10,0 mM
CaCl, 10,0 mM
Spurenelemente 3,0% (v/v)

Spur enelement-L 6sung fiir Streptomyceten (Hopwood et al., 1985, Kieser et al., 2000)

FeClyBH,0 740 uM
Na,B,0,00H,0 26 uyM
(NH4)6M07024EH20 8 MM
CuCl,2H,0 59 uM
Ml’lClz@HzO 50 ]J.M
ZnCls 30 uM

2.1.4 Western Blotting

Transfer puffer

Glycin 200,0 mM

Tris 25,0 mM
Methanol 20,0 % (v/v)
SDS 0,01 % (w/v)
pH=8,3-8,4

Ponceau-Rot S-Farbelésung
0,5% Ponceaurot S (w/v) in 0,1 % Essigsdure
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2.2 Nahrmedien

Fiir Festmedium wurde 18g/1 Agar verwendet, wenn nicht anders vermerkt
LB-Medium

Trypton 10,0 g

Hefeextrakt 50¢g

NaCl 50¢g

Glucose 1,0g

Mit NaOH pH=7,3 einstellen
Leitungswasser ad 1000 ml

LBBS-Medium (LB + Betain und Sorbitol)

LB 50,0 ml
Sorbitol (1.2 M) 50,0 ml
Betain (250 mM) 0,5 ml

e Sorbitol wird als 1.2 M Stockldsung getrennt autoklaviert
e Betain wird als 250 mM Stocklosung sterilfiltriert

Beide Komponenten nach Sterilisation zugeben

NZCYM-M edium

NZCYM broth 220¢g

Mit NaOH pH=7,0 einstellen,
H,O bidest. ad 1000 ml

CRM-M edium

Saccharose 103,0 g
Hefeextrakt 10,0 g
tryptic soybroth 20,0 g
MgCL[6 H,0O 10,12 g

Mit NaOH pH=7,0 einstellen,
Leitungswasser ad 1000 ml

Nach Autoklavieren: CaCl, in einer Endkonzentration von 10 mM steril zugeben.

R2YE-Medium

Losungen A, B und C getrennt autoklavieren, dann steril mischen
Losung A

Agar 240¢g
K>S0, 025¢g
MgCl,[6H,0 10,12 g
CaCl,2 H,O 295¢
Glucose 10,0 g
L-Prolin 30g
Casaminoséduren 0,1g
Spurenelemente 2,0 ml

H,O bidest. ad 500 ml
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Losung B

TES 573 g
Hefeextrakt 50¢g
Saccharose 103,0 g

Mit NaOH pH=7,4 einstellen
H,O bidest. ad 500 ml

Losung C
KH2PO4 50,0 mg

H,O bidest. ad 10 ml

HA-M edium (+ CaCl,)

Glucose 40¢g
Hefeextrakt 40¢g
Malzextrakt 10,0 g
CaClzmHzO 0,15 g

Mit NaOH pH=7,4 einstellen,
Leitungswasser ad 1000 ml

NL111V-Produktionsmedium

Lab Lemco-

Fleischextrakt 20,0 g
Malzextrakt 100,0 g
CaCO; 10,0 g

Mit NaOH pH=7,2 einstellen,
Leitungswasser ad 1000 ml

S-Medium (+ 1% Glycin)
Losungen A und B getrennt autoklavieren, dann mischen.

Losung A

Pepton 40¢g
Hefeextrakt 40¢g
KzHPO4B HzO 4,0 g
KH2P04 2,0 g
L-Glycin 10,0 g

H,O bidest. ad 800 ml

Losung B
Glucose 10,0 g
MgSO,[7H,0 0,5g

H,O bidest. ad 200 ml
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R3-Weichagar
Saccharose
Glucose
Pepton

KCl

MgCl,8 H,O
CaClzﬁ HzO
Agar

H,O bidest. ad 860 ml

1710 g
10,0 g
40¢g
0,5¢g
81lg
22¢g
8,0¢g

Nach dem Autoklavieren steril zugeben:

K,HPO, (0,5%)
TES 250 mM,
pH=7.2

2G+Medium
Glycerin
Tween 80

In H,O bidest.

2.3 Antibiotika

40,0 ml

100,0 ml

20,0 % (v/v)
0,1 % (v/v)

Antibiotikum Konzentration der Stockldsung Konzentration im Medium
Apramycin 100,0 mg/ml H,O 20,0 pg/ml*

Carbenicillin 50,0 mg/ml H,O 50,0 ng/ml
Chloramphenicol 30,0 mg/ml EtOH 30,0 ng/ml

Tetracyclin 5,0 mg/ml EtOH 10,0 pg/ml

Thiostrepton 50,0 mg/ml DMSO 25,0 pg/ml*

*7Zum Uberschichten von Transformationsansitzen von Streptomyces fradiae Tii2717 wurde pro Petrischale 1,5

mg in 270 pl (bei Thiostrepton) bzw. 285 ul H,O bidest. (bei Apramycin) verwendet.
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2.4 Vektoren und Plasmide

2.4.1 Vektoren
Vektor GroRe | Resistenz- | Charakter desVektors Referenz
(kb) | gen(e)
pBSK” 2,96 bla Standard-Klonier- und Short et al., 1988, Alting-Mees und
Sequenziervektor fiir Short, 1989
Escherichia (E.) coli
pUC18 2,68 bla Standard-Klonier- und Yanisch-Perron et al., 1985
Sequenziervektor fiir E.coli
pUC19 2,68 bla Standard-Klonier- und Yanisch-Perron et al., 1985
Sequenziervektor fiir E.coli
pKC1132 3,5 aac(3)IV Geninaktivierungsvektor fiir Bierman et al., 1992
Streptomyces
pUWL201 6,6 bla/tsr Expressionsvektor fiir Streptomyces Doumith et al., 2000
pSET152 5,5 aac(3)IV Gen-Integrationsvektor fiir Bierman et al., 1992
Streptomyces
pGEX6-2P 4,9 bla Genexpressionsvektor fiir E.coli AMRAD Corp. Ltd., Kew, Australien
pQE-60 3,4 bla Genexpressionsvektor fiir E.coli Qiagen Inc., Valencia CA, USA
pRSETb 2,9 bla Genexpressionsvektor fiir E.coli Schoepfer, 1993
2.4.2 Plasmide
Plasmid Léange | Vektor kloniertin | Insert Referenz
Insert
p2-10 7,5kb | pUCI19 EcoRI Fragment des Urdamycin-Biosynthesegen- | Faust, 2000
Clusters, enthilt urdMm
s5 5,2kb | pBSK" Sacl Fragment des Urdamycin-Biosynthesegen- | Trefzer et al., 2000
Clusters, enthilt urdGT1b und urdGT1c
pR 2,3kb |pBSK" Pstl Fragment des Urdamycin-Biosynthesegen- | Hoffimeister et al.,
Clusters, enthalt urdR 2000
pZ3 2,0kb |pBSK" Pstl Fragment des Urdamycin-Biosynthesegen- | Hoffimeister et al.,
Clusters, enthélt urdZ3 2000
pUWL- 1,2kb | pUWL201 | Munl/BglII | Leserahmen und Ribosomen-Bindestelle Trefzer et al., 2000
GT1b von urdGT1b
pUWL- 1,2kb | pUWL201 | Munl/BglIl | Leserahmen und Ribosomen-Bindestelle Trefzer et al., 2000
GTlc von urdGT1c
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2.5 Bakterienstamme und Kultivierung

Stamm

relevante M arker

Referenz

E.coli XL 1 blue MRF’

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, rel Al
lac[F’proAB, lacl®ZDM15, Tn10 (Tet")]

Raleigh et al., 1991

E.coli ET12567

F’, dam'13::Tn9, dem6 hsdM, hsdR, 7j202::Tn10, recF143, galK2,
galT22, ara’14, lacY1, xyl15, leuB6, thil, tonA31, rpsL.136, hiso4,
tsx78, mtll, ginv44

MacNeil et al., 1992

E.coli BL21 (DE3) x
pLysS

F ompT, hsdSp(rg-me), gal, dcm(DE3), pLysS (Cam")

Borck, 1976,
Phillips, 1984

E.coli Origami (DE3)

F ompT, hsdSy(rg-me), gal, dcm(DE3), lacY 1, gor 522::Tn10 (TcY),
trxB::kan(DE3)

Novagen Inc.,

Madison WI, USA

Sreptomycesfradiae | Urdamycin A-Produzent, Wildtyp Rohr, 1984, Drautz
Ti2717 etal., 1986
Sreptomycesfradiae | Aquayamycin-Produzent, urdGT1a, urdGT1b, urdint’, urdGT1c Trefzer et al., 2000
AX

2.5.1 Kultivierung von E.coli

E.coli-Kulturen wurden nach Sambrook et al. (1989) in LB-Medium (siehe 2.2) stets bei 37°C iiber Nacht, d.h.
14-18 h inkubiert. Flissigkulturen wurden mit 170 rpm geschiittelt. Kulturvolumen war 2 ml bzw. 5 ml pro
Reagenzglas fiir Plasmidisolationen im Mini-Mafstab. Fiir Plasmidpriparationen im Midi-Maf3stab wurden 100
ml-Kulturen in einem 300 ml Erlenmeyerkolben mit zwei Schikanen verwendet. Antibiotika wurden in der unter
2.3. beschriebenen Endkonzentration zugegeben.

Die Bedingungen zur E.coli-Anzucht fiir Proteinexpression sind in Abschnitt 2.11 fiir das jeweilige Protein

beschrieben.

2.5.2 Kultivierung von Streptomyces fradiae T2717

Kulturen von Sreptomyces fradiae Ti2717 wurden bei 28°C kultiviert. Zur Stammerhaltung wurde HA+CaCl,-

Festmedium verwendet, zur Anzucht fiir Protoplastierung oder Proteinexpression CRM-Fliissigmedium oder S-

Medium +1% Glycin, zur Urdamycin-Produktion NL111V-Fliissigmedium (siehe 2.2). Fliissigkulturen wurden

mit 170 rpm geschiittelt (in Miniatur-Kulturgefd3en bei 250 rpm). Falls erforderlich, wurde ein entsprechendes

Antibiotikum zur Selektion zugesetzt.

Fliissigkulturen wurden inkubiert als

e 7 ml-Kulturen in Miniatur-KulturgefdBen (30 ml Zylinder, eine Schikane) zum Screening der Genbibliothek

e 20 ml-Kulturen in 100 ml Erlenmeyerkolben mit einer Schikane (Urdamycin-Produktionskulturen fiir
Extraktion im analytischen Maf3stab)

e 100 ml-Kulturen in 300 ml Erlenmeyerkolben mit einer Schikane und Stahl-Spiralfeder am Boden (zur
Anzucht fiir nachfolgende Protoplastierung oder zur Proteiniiberexpression)

« 100 ml-Kulturen in 500 ml Erlenmeyerkolben mit einer Schikane, Offnung mit steriler Watte verschlossen

(Urdamycin-Produktionskulturen fiir Extraktion im préparativen MaRstab)
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Spor ensuspensionen

Sporensuspensionen von Sreptomyces fradiae Ti2717 wurden nach folgendem Protokoll hergestellt:
* FEine Agarplatte mit gut sporuliertem Zellmaterial wird mit 3 ml 2G+-Medium bedeckt (siehe 2.2).
e Mit einer sterilen Impfose werden die Sporen im 2G+-Medium suspendiert

» Filtration durch sterile Watte

* Die Sporensuspension wird gevortext und 3 Minuten bei 4.000 g abzentrifugiert

+  Uberstand verwerfen

Das Pellet mit 1 ml 2G+-Medium resuspendieren

Lagerung der Suspension bei -20°C oder-70°C.

2.6 DNA-Isolation, -Bearbeitung und -Char akterisierung
2.6.1 Plasmidisolation aus E. coli

Plasmidisolation im Mini-M aRstab durch Hitze-Lysis

Aus 2 ml Ubernacht-Kultur wurde mit der von Holmes und Quigley (1981) beschriebenen, leicht modifizierten
Methode Plasmid-DNA isoliert. Die Modifikationen beziehen sich auf einen zusétzlichen Waschschritt mit 500
ul STE-Puffer (siehe 2.1.1) pro Kultur nach dem Pelletieren, sowie auf eine Verldngerung der Hitzeexposition
von 40 auf 60 Sekunden. AuBlerdem wurde nach der Hitzeexposition die Probe 5-10 Minuten auf Eis gekiihlt und

erst dann zentrifugiert.

Plasmidisolation aus E.coli zur Herstellung sequenzier bereiter DNA
Zur Herstellung sequenzierbereiter DNA wurden aus je 5 ml Ubernacht-Kultur von plasmidtragenden E.coli
mittels des Wizard Plus-Kit (Promega, Madison WI, USA) gemil den Herstellerangaben Plasmid-DNA isoliert.

Die gewonnene DNA wurde in 50ul H,O aufgenommen.

Plasmidisolation im Midi-M af3stab

GroBe Mengen Plasmid-DNA (100 pg oder mehr) wurden aus 100 ml Bakterienkultur unter Verwendung von
Nucleobond AX-100 Sdulen und -Puffern (Macherey&Nagel, Diiren) gewonnen. Diese Methode basiert auf der
von Birnboim und Doly (1979) beschriebenen und wurde durch den Hersteller modifiziert. Die gewonnene DNA

wurde in 200u] TE-Puffer oder H,O aufgenommen.

2.6.2 Plasmidisolation aus Streptomyces

Diese Methode beruht auf alkalischer Denaturierung der DNA und Lyse durch Lysozym- und SDS-Behandlung.
Gewohnlich ist die Methode deutlich ineffizienter als die Plasmidisolation aus E.coli, auBlerdem ist die
gewonnene Plasmid-DNA verunreinigt. Es empfiehlt sich, die Plasmid-DNA zur erneuten E.coli-Transformation

zu verwenden, um dann, z.B. zur DNA-Sequenzierung, saubere Plasmide in ausreichender Menge zu erhalten.

1,5 ml Fliissigkultur pelletieren

e zweifach mit Puffer 1 waschen (siehe 2.1.1)

e in 300 pl Puffer 1+ 4 mg/ml Lysozym resuspendieren und 30 min bei 37°C inkubieren
e 300 pl Puffer 2 zugeben, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

e 300 pl Puffer 3 zugeben, 10 Minuten auf Eis aufbewahren
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e 20 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugieren

+  Uberstand abnehmen und mit 500 pl Phenol waschen

e 20 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugieren

«  Uberstand abnehmen und mit 0,7 VT Isopropanol fillen

e 15 Minuten bei RT stehenlassen, dann 20 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugieren
e Mit Ethanol 70% waschen

¢ DNA in 50 ml TE resuspendieren

2.6.3 DNA-Fallung
Die Fillung von DNA wurde mit Ethanol oder Isopropanol nach der Vorschrift von Sambrook et al. (1989)
ausgefiihrt. Die gefillte DNA wurde in TE-Puffer oder H,O resuspendiert.

2.6.4 Enzyme

Alle DNA-Restriktionsendonucleasen, T4-DNA-Ligase, Kalbs-Intestinal-Phosphatase, Tag-Polymerase, Pfu-
Polymerase, Thermo-Sequenase, AmplitaqGold-Polymerase, T4-DNA-Polymerase, Lysozym, PreScission
Protease, RNAseA sowie das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E.coli wurden nach

Herstellervorschrift verwendet.

2.6.5 Agar ose-Gelelektrophor ese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde gemifl Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt, zum Einsatz kamen, je nach
Bedarf, 0,7-2,0% Agarose-Gele. Léngenstandard war die 1-kb Leiter (Promega). Die Gele wurden in
Ethidiumbromid-Losung fiir mindestens 20 Minuten geférbt. Bei praparativen Gelen wurde eine Farbedauer von
ca. 10 Minuten eingehalten. Die gefdrbten Gele wurden mit einem UV-Transilluminator (Pharmacia) und einer
CCD-Kamera (Eagle Eye, Stratagene, Heidelberg) dokumentiert. Wurde die Agarose-Gelelektrophorese zu
priaparativen Zwecken durchgefiihrt, wurden zur Elution der DNA aus der Agarosematrix das Nucleospin-

Extract Kit (Macherey&Nagel, Diiren) verwendet.

2.6.6 DNA-Sequenzier ung/rechner gestiitzte Sequenzauswertung

Rekombinante Plasmide wurden als doppelstrangige Matrize fiir die nicht radioaktive Sequenzierung nach dem
Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977) eingesetzt. Zur Verminderung von Kompressionen wihrend der
Sequenzierprozedur wurde anstatt dGTP fiir das Cycle Sequencing 7-deaza-dGTP (Mizusawa €t al., 1986)
eingesetzt. Fiir das Cycle Sequencing wurde ein PCR-Gerét von Perkin Elmer GeneAmp 2400 eingesetzt, fiir
die Reaktion wurde das ,,Thermo Sequenase core kit RPN 2440 with 7-deaza-dGTP*“ (Amersham,
Braunschweig) nach Herstellervorschrift verwendet.

Sequenziervektor waren pBluescript SK°, pUC18 oder pUCI19 (siche 2.4.1), Sequenzierprimer waren markierte
T3- oder T7, M13 forward oder reverse-Primer oder interne Primer mit spezifisch komplementérer Sequenz
gegen das zu sequenzierende Insert.

Plasmide wurden mit einem automatischen Sequenzierer Molecular Dynamics Vistra 725 (Amersham-
Pharmacia, Freiburg) und der Steuersoftware ,,Vistra 725 Sequencer” gelesen. Die von 4base-Lab GmbH

(Reutlingen) erstellten Sequenzdaten entstanden unter Verwendung von Standardprimern oder internen Primern
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und eines Sequenzierers von Applied-Biosystems (Weiterstadt), Modell 377. MWG (Ebersberg/Bayern)
sequenzierte mit einem LI-COR 4200 Sequenzierer.

Die Editierung und Auswertung der Sequenzdaten wurde mit dem Programmpaket DNASIS fiir Windows
(Hitachi Software Engineering, San Bruno, CA, USA), Version 2.1. und Clone Manager (Scientific &
Educational Software, Durham, NC, USA) durchgefiihrt, Datenbankrecherchen nach Sequenzhomologien (auf
Nucleotid- oder Aminoséureebene) wurden mit BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al.
1990) und Advanced BLAST, Version 2.2.1 (Altschul et al. 1997) im Suchmodus Blastx bei nichtredundanter
Recherche ausgefiihrt.

2.7 Herstellung/Expression hybrider Glycosyltransferase-Gene
Ausgangsmaterial zur Herstellung hybrider GT-Gene waren die Plasmide pUWL-GT1b und pUWL-GT c (siche

2.4.2). Durch Austausch von Restriktionsfragmenten verschiedener Lange (siche auch Abb. 6) zwischen beiden
Plasmiden wurden in Gene erzeugt, deren Sequenz sich teilweise von urdGT1b, teilweise von urdGTIc ableitet,
die also hybrid beziiglich ihrer Sequenz sind, und sich ebenfalls im Expressionsvektor pUWL201 befinden.
Diese im pUWL 201 vorliegenden hybriden Gene dienten ihrerseits als Basis flir weitere Austausche von

Restriktionsfragmenten und damit zur Erzeugung weiterer hybrider Gene.

Bezeichnung | Herkunft der Codons Her stellung
H1 1-31: urdGT1b; 32-391: urdGT1c Austausch des 1,1 kb PfIMI-Fragmentes von pUWL-
GTlc gegen das gleiche Fragment aus pUWL201-
GTl1b
H2 1-31: urdGT1c; 32-388: urdGT1b Austausch des 1,1 kb PfIMI-Fragmentes von pUWL-
GT1b gegen das gleiche Fragment aus pUWL201-
GTlc
H3 1-184: urdGT1b; 185-391: urdGT1c | Austausch des 0,65 kb Pstl/BgllI-Fragmentes von
pUWL-GT1b gegen das gleiche Fragment aus pUWL-
GTlc
H4 1-184: urdGT1c; 185-388: urdGT1b | Austausch des 0,65 kb Pstl/BgllI-Fragmentes von
pUWL-GT1c gegen das gleiche Fragment aus pUWL-
GT1b
H5 1-239: urdGT1c; 241-388: Austausch des 0,5 kb Bsml/Xbal-Fragmentes von
urdGT1b* pUWL-GTlc gegen das gleiche Fragment aus pUWL-
GT1b
H6 1-31und 240-391: urdGT1c; 32- Austausch des 0,5 kb Bsml/Xbal-Fragmentes von
240: urdGT1b* pUWL-GTlc gegen das gleiche Fragment aus H2
H7 1-31und 241-388: urdGT1b; 32- Austausch des 0,5 kb Bsml/Xbal-Fragmentes von
239: urdGT1c* pUWL-GT1b gegen das gleiche Fragment aus H1
HS8 1-184 und 241-388: urdGT1b; 185- | Austausch des 0,5 kb Bsml/Xbal-Fragmentes von
239: urdGT1c* GT1H3 gegen das gleiche Fragment aus H4

* urdGT1b besitzt zwischen der Pstl- und der Bsmi-Restriktionsstelle ein zusitzliches Codon (Arg-Codon 227).
Dabher verschiebt sich die fortlaufende Numerierung der Codons ab dieser Stelle um 1, verglichen mit urdGT1c,

dadurch entstehen scheinbare Liicken oder Uberlappungen in der Zihlung der Codons hybrider Gene.

Alle hybriden Gene, die nicht unter Beteiligung eines PCR-Fragmentes konstruiert wurden, befinden sich in
Vektor pUWL201. Um die Korrektheit der Klonierungen durch Sequenzierung zu iiberpriifen, wurden sie per
HindIIl/Xbal Corestriktion aus pUWL201 ausgeschnitten und in pBSK’ iiber die gleichen Restriktionsstellen
inseriert. Ortsspezifische Aminosdurensubstitutionen wurden durch Austausch eines Restriktionsfragmentes

gegen ein per PCR editiertes Aquivalent erreicht.
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Bezeichnung | Herkunft der Codons Her stellung

H9 80-82: urdGTl1c; alle anderen: Austausch des 1,0 kb Xhol/BgllI-Fragmentes von pUC18-
urdGT1b 1b gegen sein per PCR editiertes Aquivalent (siehe 2.10)

H10 76, 80-82: urdGT1c; alle anderen: Austausch des 1,0 kb Xhol/Bgl1I-Fragmentes von pUC18-
urdGT1b H9 gegen sein per PCR editiertes Aquivalent

H1l 68-71, 80-82: urdGT1c; alle Austausch des 0,25 kb HindIII/XhoI-Fragmentes von
anderen: urdGT1b pUC18-H9 gegen sein per PCR editiertes Aquivalent

Hi12 68-71, 80-82: urdGT1c; alle Austausch des 0,25 kb HindITI/NotI-Fragmentes von
anderen: urdGT1b pUCI18-H11 gegen sein per PCR editiertes Aquivalent

H13 52-53, 55-56, 58-62, 64, 68-71, 76, | Gen komplett per PCR hergestellt
80-82: urdGTl1c; sonstige: urdGT1b

H3S 1-184, 226: urdGT1b; alle anderen | Austausch des 0,75 kb BsmI/HindIII-Fragments von
urdGT1c pBSK-H3 gegen sein per PCR editiertes Aquivalent

H3R 1-184,227: urdGT1b; alle anderen | Austausch des 0,75 kb BsmI/HindIII-Fragments von
urdGT1c pBSK-H3 gegen sein per PCR editiertes Aquivalent

H3SR 1-184, 226-227: urdGT1b; alle Austausch des 0,75 kb BsmI/HindIII-Fragments von
anderen urdGT1c pBSK-H3 gegen sein per PCR editiertes Aquivalent

Alle Gene, die unter Beteiligung eines PCR-Fragmentes konstruiert wurden, befinden sich in pUCI1S8
(H3S/H3R/H3SR: in pBSK’). Die Kontroll-Sequenzierungen der Gene wurden mittels dieser pUC18- oder
pBSK -basierten Konstrukte durchgefiihrt, fiir die Expression in Sfradiae wurden die Gene durch HindIIl/Xbal

Corestriktion ausgeschnitten und in pUWL201 inseriert.

HindI1l/
Bl PAIMI Xhol Pstl Bsml Xbal

urdGT1b

urdGT1c

Abb. 6: Ubersicht iiber die verwendeten Restriktionsstellen in den Genen urdGT1b und urdGT1c.

Konstruktion der Genbibliothek hybrider Glycosyltransferasen: Basis ist das hybride GT-Gen H12, zehn Codons
(52-53, 55-56, 58-62, 64) stammen jedoch zufillig von urdGT1b oder urdGT1c, Codon 76 von urdGT1c

Bezeichnung | Herkunft der Codons Her stellung

Bibliothek 52-53, 55-56, 58-62, 64, 68-71, 80- | Gene komplett per PCR hergestellt
82: urdGT1b oder urdGT1c; 76:
urdGT1c; alle anderen: urdGT1b

Auch die Bibliothek befindet sich in pUC18. Sie wurde ebenfalls in die HindIIl/Xbal-Stellen von pUWL201
ligiert. Um alle Varianten der Bibliothek abzudecken, wurden 4.500 Klone, resultierend aus der Ligation in
pUWL201, von den Transformationplatten mit 1-2 ml LB-Carbenicillin Flissigmedium abgeschwemmt,

vereinigt und fortan gehandhabt, als handele es sich um einen einzelnen E.coli-Klon.

26




Material und Methoden

2.8 Herstellung von Genintegrations- und Geninaktivierungskonstrukten
2.8.1 Herstellung des S.fradiae-Stammes XTC durch Genintegration

Ein Sfradiae-Stamm, der konstitutiv Urdamycine mit Disaccharid-Seitenkette am C-Atom 9 produziert, wurde
durch Integration des Gens urdGT1c unter Kontrolle des ermE-Promotors in das Chromosom hergestellt. Die
Integration erfolgt tiber die Anheftungsstelle des Phagen ®C31, die sowohl auf dem Chromosom als auch im
Integrationsvektor (pSET152, siehe 2.4.1) vorhanden ist. urdGT1c inclusive ermE-Promotor wurde {iber
Kpnl/Xbal-Corestriktion aus pUWL-GT ¢ (siche 2.4.2) ausgeschnitten und iiber die gleichen Restriktionsstellen
in pUC19 inseriert. Dies ergab Plasmid pUC19-1cerm.

Aus pUCI19-1cerm wurde urdGT1c, ebenfalls inclusive ermE-Promotor, liber ECORI ausgeschnitten und in die
gleiche Stelle von pSET152 inseriert. Dies ergibt pSET-1cerm (siche Abb. 43). Sfradiae AX wurde mit pSET-
lcerm transformiert, einige Transformationsklone wurden auf HA+CaCl,+Apramycin-Festmedium kultiviert,
um weiter auf Apramycin-Resistenz zu selektieren. Ein Klon wurde weiter kultiviert und auf
Sekundarstoffprodukution untersucht. Es wurden 12b-Derhodinosyl-Urdamycin G und 100-1 als Hauptprodukte
gefunden. Dieser Stamm heifit Sfradiae XTC.

2.8.2 Herstellung der Geninaktivierungskonstrukte fiir urdR und urdzZ3

Der Leserahmen von urdZ3 wurde im Plasmid pZ3 (siche 2.4.2) durch Restriktion mit BSpEI (Basen 1114-1119
des 2010bp-Inserts) und anschlieBender Auffiillreaktion mit der DNA-Polymerase des Phagen T4 zerstort,
anschlieBend erfolgte die Religation. Ziel war das Einfiihren einer Leseraster-Verschiebung. Das derart mutierte
Allel von urdZ3 wurde sequenziert, um die Sequenzédnderung zu verifizieren. Anstelle der reguldren BSpEI-
Erkennungs- und Schnittstelle TCCGGA wurde TCCGGCCGGA gefunden, d.h. es wurden vier Nucleotide
eingefiigt, die Verschiebung des Leserasters ist erreicht. Das Insert des mutieren Plasmides wurde durch
Restriktion mit Pstl ausgeschnitten und in den ebenso gedffneten und dephosphorylierten Vektor pKC1132
inseriert. Das entstandene Inaktivierungskonstrukt heilit pKCZ3 (Karte siche Anhang, Abb. 39) und verleiht

Resistenz gegen Apramycin. Durch DNA-Sequenzierung wurde die Leserasterverschiebung bestitigt.

Im Plasmid pR (siche 2.4.2) wurde die singuldre SplI-Schnittstelle (Basen 1242-1247 des 2310bp-Inserts) durch
Restriktion und anschlieBender Behandlung mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase 1 aus E.coli
zerstort. Das derart prozessierte 2.3 kb Pstl-Insert von pR wurde in die PstI-Stelle von pKC1132 inseriert: dies
ist das Inaktivierungskonstrukt pKCRN (Karte siche Abb. 41). Das mutierte Plasmid pR wurde im Bereich der
aufgefiillten SplI-Stelle sequenziert, um die Mutation zu verifizieren. Die SplI-Stelle (CGTACG) ist zwar
aufgefiillt, jedoch nicht, wie theoretisch zu erwarten (CGTACGTACG), stattdessen wurde CGTGTACG
gefunden.

Die irreguldre Auffiillreaktion ist durchaus positiv, denn sie sorgt fiir eine Verschiebung des Leserasters derart,
dafl dieses 18 Codons nach der Verschiebung in ein Stopcodon lduft, auerdem wird nur bei irreguldrer
Auffillreaktion die SplI-Stelle entfernt, so daB erwiinschte Doppelcrossover per PCR leicht durch den Verlust

dieser Restriktionsstelle identifiziert werden konnen (siehe auch 2.10.6).
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2.8.3 Genexpressionskonstrukte zur Komplementierung der M utanten S.fradiae Z3-148 und RN-435

Ein Konstrukt zur Komplementierung von Sfradiae Z3-148 wurde wie folgt hergestellt: Das 2.0 kb Pstl-Insert
des Plasmides pZ3 (siche 2.4.2) wurde aus dem Vektor pBSK' per Restriktion mit PstI ausgeschnitten und in den
Vektor pUWL201 inseriert. Dies ergab das Komplementationsplasmid pUWLZ3 (Karte siche Anhang, Abb. 40).

Aus Plasmid pR (sieche 2.4.2) wurde per PstI-Restriktion das Insert ausgeschnitten und in den ebenfalls mit PstI
geodftneten Vektor pUWL201 inseriert. Dies ergab das Komplementationsplasmid pUWLR (Karte im Anhang,
Abb. 42), welches zur Transformation der S fradiae Mutante RN-435 Verwendung fand.

2.9 Transformation
2.9.1 Transformation von E.coli

Die Herstellung und Transformation kompetenter Zellen von E.coli XL I blue, E.coli ET12567 und E.coli
Origami B (DE3) und E.coli BL21 (DE3) x pLysS folgte dem von Sambrook et al. (1989) beschriebenen
Protokoll fiir Calciumchlorid-kompetente Zellen.

2.9.2 Transformation von Streptomyces fradiae T2717

Zur Protoplastierung wurde S. fradiae Tii2717 24-36 h unter Standardbedingungen in CRM-Medium (siche 2.2)
kultiviert, 1 ml Kultur entnommen und mittels einer sterilen Insulinspritze wiederum in CRM-Medium (50-100
ml pro 300 ml-Kolben mit zwei Schikanen und Stahl-Spiralfeder) tiberimpft und 18-24 h weiter inkubiert.

Zur Minimierung von Restriktionen wurden fiir die Transformation von S fradiae Tii2717 in E.coli ET12567

amplifizierte Plasmide verwendet.

Protoplastierung

e Ernte: Abzentrifugieren bei +4°C, 2.000 g fiir 5 Minuten

¢ Resuspendieren des Pellets in 20 ml eiskaltem P-Puffer (siche 2.1.3), kurz sanft vortexen

e Abzentrifugieren bei +4°C, 2.000 g fiir 5 Minuten

* Resuspendieren des Pellets in 10 ml P-Puffer mit 3,5 mg/ml Lysozym

* Inkubation bei +37°C im Wasserbad, gelegentlich das Gefédl} invertieren

* Mikroskopische Kontrolle der Protoplastierung (erstmals nach 20 Minuten, dann alle 10 Minuten)

e Stoppen der Protoplastierung nach ca. 40-50 Minuten durch Zugabe von 20 ml eiskaltem P-Puffer, in Eis

lagern

Alle folgenden Schritte auf Eis:

* Filtern der Protoplasten durch sterile Watte
 Filtrat abzentrifugieren (+4°C, 850 g, 10 Minuten)

« Uberstand fast vollstindig verwerfen, im Rest Zellen vorsichtig resuspendieren

DNA-Denaturierung

Dieser Schritt erhoht die Integrationseffizienz bei nichtreplikativen Plasmiden, z.B. pKC1132- oder pSET152-
basierten Konstrukten (Oh und Chater, 1996) und wird unmittelbar vor der Transformation der DNA in S
fradiae Tii2717 durchgefiihrt.
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e 10-20 ng DNA-Losung vorlegen (Volumen sollte 9pul nicht libersteigen)
e 2 ul 1M NaOH zugeben und kurz abzentrifugieren

¢ 10 Minuten bei +37°C inkubieren

* Im Eiswasser schnell abkiihlen

e Neutralisieren durch Zugabe von 2ul 1 M HCI

¢ Bis zur Transformation auf Eis lagern

Transformation

e Zu denaturierter DNA 200ul Protoplasten-Suspension und 500ul eiskalten T-Puffer (siehe 2.1.3) zugeben

* Sanft mischen durch einmaliges Auf- und Abpipettieren mit abgeschnittener Pipettenspitze

e Verteilen des Transformationsansatzes auf zwei vorgewédrmte und getrocknete R2YE-Platten (siehe 2.2)

»  Uberschichten mit 3 ml R3-Weichagar (siehe 2.2) pro Petrischale: den fliissigen Agar durch Neigen iiber die
gesamte Flache verteilen

¢ Inkubation 14 - 16 h bei +28°C

Selektion auf einfaches Crossover
e Pro Agarplatte 1,5 mg Antibiotikum in H,O bidest. ausbringen
e Inkubation bei +28°C

+ Uberimpfen von Transformanden nach 4-6 Tagen

Kontrolle der Protoplastierung
200 pl Protoplasten und 1000 pul HO bzw. 200 ul Protoplasten und 1000 ul P-Puffer werden unter gleichen

Bedingungen wie die Transformationsansitze inkubiert.

Kontrolle des Wachstumsund der Antibiotika-Sensitivitat
200 pl Protoplasten und 500 pl T-Puffer werden gemischt, gleiche Volumina ausplattiert und unter gleichen
Bedingungen wie die Transformationsanséitze inkubiert. Eine der Platten wird ohne das entsprechende

Antibiotikum tliberschichtet (Wachstumskontrolle), die andere Platte mit Antibiotikum (Sensitivititskontrolle).

2.10PCR

Zur Herstellung von Genexpressions- oder Geninaktivierungskonstrukten, zur Punktmutagenese und zur
Herstelling der Genbibliothek hybrider ~Glycosyltransferasegene, sowie zur Uberpriifung von
Integrationsereignissen im Zuge einer Geninaktivierung wurde DNA per PCR amplifiziert. Alle PCR-
Reaktionen wurden mit einem PerkinElmer GeneAmp 2400 oder GeneAmp 9700 (Applied Biosystems,
Weiterstadt) durchgefiihrt, die PCR-Primer stammten von Amersham-Pharmacia (Freiburg). Template war
linearisierte Plasmid-DNA (ca. 0,1 pg) oder chromosomale DNA, die wihrend der PCR aus Zellen freigesetzt
wurde. Das Reaktionsvolumen war 100ul, wenn nicht anders vermerkt. PCR-Produkte wurden stets sequenziert,

um die Korrektheit der Amplifikation zu verifizieren.
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2.10.1 Punktmutagenese in Glycosyltransfer ase-Genen

PCR-Fragment zur Herstellung des GensH9

Mittels des Primers PAP (siehe 2.10.7) wurden die Codons 80-82 von urdGT1b so verdndert, daB3 statt Ala-Ser-
Leu nunmehr Pro-Ala-Pro codiert wird, dies sind die positionsdquivalenten Aminosduren aus UrdGT1c. Durch
diese Anderung entfillt die weiter 3" gelegene Xhol-Stelle in urdGT1b. Zusitzlich wurde iiber den Primer als
stille Mutation eine Sacll-Restriktionsstelle eingefiihrt.

PCR-Programm:

7°00"" Initial 97°C
130" 95°C
100" 49°C
100" 72°C
10°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen: Tag-Polymerase 2,5 U, Reaktionsvolumen: 50 pul, 2,5% DMSO, 180uM dNTP
Endkonzentration, Primer: PAP und M13 reverse, Primerkonzentration: je 50pmol. Als Template diente pUC18-
1b, also pUC18 mit urdGT b, inseriert in HindIII/Xbal.

PCR-Fragment zur Herstellung des Gens H10

Mittels des Primers V (siehe 2.10.7) wurde das Codon 76 von H9 so verdndert, da3 statt Thr nunmehr Val
codiert wird. Die durch den Primer PAP bereits frither eingefiihrte Sacll-Stelle bleibt erhalten, die durch ihn
entfernte zweite Xhol-Stelle bleibt entfernt.

PCR-Programm:

7°00"" Initial 97°C
130" 95°C
100" 62°C
100" 72°C
10°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen: Tag-Polymerase 2,5 U, Reaktionsvolumen: 50 pl, 2,5% DMSO, 20% Glycerin, 180uM
dNTP Endkonzentration, Primer: V und M13 reverse, Primerkonzentration: je 50pmol. Als Template diente

pUC18-HO9.

PCR-Fragment zur Herstellung desGensH11

Mittels des Primers GPDQ (siche 2.10.7) wurden die Codons 68-71 von H9 so verdndert, daf statt Arg-Glu-Gly-
Glu nunmehr Gly-Pro-Asp-Gln codiert wird. Die durch den Primer PAP bereits friiher eingefiihrte Sacll-Stelle
bleibt weiterhin erhalten, die durch ihn entfernte zweite Xhol-Stelle bleibt entfernt.

PCR-Programm:

7°00"" Initial 97°C
1’30 95°C
100" 61°C
045" 72°C
10°00"" Ende 72°C
30 Zyklen
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Weitere Bedingungen: Tag-Polymerase 2,5 U, Reaktionsvolumen: 50 pl, 2,5% DMSO, 20% Glycerin, 180uM
dNTP Endkonzentration, Primer: V und M13 universal, Primerkonzentration: je 50pmol. Als Template diente

pUC18-HO9.

PCR-Fragment zur Herstellung des Gens H12

Das Gen H11 wurde in den Codons 66 (Glycin) bzw. 67 (Leucin) mittels PCR und unter Verwendung des
Primers AVR (siehe 2.10.7) einer stillen Mutagenese unterzogen (GGG - GGC bzw. TTG - CTA). Auf diese
Weise entsteht in diesen Codons eine AvrII-Restriktionsstelle.

PCR-Programm:

7°00"" Initial 97°C
100" 95°C
100" 62°C
040" 72°C
7°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen: Tag-Polymerase 4 U, Reaktionsvolumen: 50 pl, 2,5% DMSO, 140uM dNTP
Endkonzentration, Primer: AVR und M13 universal, Primerkonzentration: je 20pmol. Als Template diente

pUCI8-GT1bH11.

Herstellung des Gens H13 und der Bibliothek hybrider Glycosyltransferasen

Durch den Primer CON (siehe 2.10.7) wurden die Codons aller zehn fiir die Spezifitdt von UrdGT1b/UrdGTlc
potentiell relevanten Aminosduren (aa 52-53, 55-56, 58-62, 64) gleichzeitig ausgetauscht, d.h. es wurden in
UrdGT1b die entsprechenden AS aus UrdGT1c eingefiihrt. Der Primer CON ist so gewahlt, dal er nahe seines
5’-Endes die Avrll-Stelle enthélt und in diesem Bereich mit dem entgegengesetzt orientierten Primer REV (siehe
2.10.7) komplementér ist, welcher ebenfalls die Avrll-Stelle besitzt. Dadurch kann per PCR in einem Schritt das
gesamte, durch Avrll-Restriktion linearisierte Plasmid pUC18-H12 amplifiziert und die gewiinschten
Basenaustausche eingefiihrt werden. Nach der PCR liegt das Plasmid bereits mit dem verdnderten Gen vor,
weitere Klonierungsschritte entfallen. Es muf3 lediglich das PCR-Amplifikat mit Avrll restringiert und
nachfolgend religiert werden. Der Primer CON verdndert aulerdem das Codon 55 (Alanin), indem er fiir eine
stille Mutation GCA—GCC sorgt. Dadurch lauten die Codons fiir Gly54 und Ala55 GGCGCC, so daf} eine
Bbel-Restriktionsstelle entsteht.

PCR-Programm:

7°00"" Initial 96°C
100" 95°C
050" 56°C
400" 72°C
7°00"" Ende 72°C
35 Zyklen

Weitere Bedingungen: Tag-Polymerase 4 U, Reaktionsvolumen: 50 pl, 200uM dNTP Endkonzentration, Primer:
CON und REV, Primerkonzentration: je 40 pmol. Als Template diente pUC18-H12, linearisiert durch Avrll-

Restriktion.
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Identische Bedingungen wurden zur Herstellung der Bibliothek hybrider Glycosyltransferasen gewéhlt, jedoch
wurde der Primer WOB (statt CON) verwendet. Primer WOB (siche 2.10.7) ist wie Primer CON ebenfalls im 5'-
Bereich komplementdr zu Primer REV, stellt aber de facto eine Primerbibliothek dar, da elf Nucleotid-
Positionen unabhéngig voneinander von jeweils zwei Basen besetzt sein kdnnen, somit ergeben sich 2'1=2048
Varianten. Wie Primer CON verdndert der Primer WOB auflerdem das Codon 55 (Alanin), indem er fiir eine
stille Mutation GCA—GCC sorgt. Dadurch lauten die Codons fiir Gly54 und Ala oder Asp55 GGCGMC (M=A
oder C). Es muB} daher in 50% der GT-Gene der Bibliothek eine Bbel-Restriktionsstelle vorhanden sein.
PCR-Fragment zur Herstellung der Gene GT1H3S, GT1H3R und GT1H3SR

Mittels der Primer LHS1, LHS2 oder LHS3 wurde in H3 das Codon 226 so verdndert, da3 es kiinftig statt fiir
Gly fiir Ser bzw. Arg bzw. Ser-Arg (Codons 226 und 227) codiert.

PCR-Programm:

7°00" Initial 97°C
130" 95°C
100" 49°C
100" 72°C
10°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen: Tag-Polymerase 2,5 U, Reaktionsvolumen: 50 pl, 20% Glycerin, 180uM dNTP
Endkonzentration, Primer: LHS1, LHS2 oder LHS3 und T7, Primerkonzentration: je 10 pmol. Als Template
diente pBSK-H3 (pBSK-H3S zur Herstellung von pBSK-H3SR).

2.10.2 Genexpressionskonstr ukt fur urdM

Das Gen urdM wurde mit den Primern M1 und M2 (siehe 2.10.7) per PCR amplifiziert. Template war das
Plasmid p2-10 (siehe 2.4.2). Durch die Primer wurde vor dem Initiationscodon eine BamHI-Stelle, nach dem
Terminationscodon eine ECORI-Stelle eingefiihrt.

PCR-Programm:

5'00"" Initial 96°C
130" 95°C
100" 65°C
200" 72°C
10°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen: Pfu-Polymerase 2,5 U, 20% Glycerol, 180uM dNTP Endkonzentration,
Primerkonzentration: je 40 pmol.

Das 2.0 kb Amplifikat wurde mit ECORI und BamHI restringiert, gelgereinigt und in die entsprechend gedffneten
Vektoren pBSK™ und pRSETDb (siche 2.4.1) inseriert. Dies ergibt die Plasmide pBSK-urdM und pRSETb-urdM
(ADb. 406).

2.10.3 Konstrukte fiir urdGT1b —Expression in E.coli

Das Gen urdGT1lb wurde per PCR mit zwei verschiedenen Primerpaaren amplifiziert, um es sowohl als
Fusionsprotein Glutathion-S-Transferase-UrdGT1b, als auch als N-terminal mit einem 6xHistidin-Tag
versehenen Protein in E.coli zu exprimieren. Fiir die Klonierung in pGEX6-2P (siche 2.4.1) als gst-Fusion

wurden mittels der Primer BGF und BGR (siehe 2.10.7) eine ECORI-Stelle stromaufwérts bzw. eine Sall-Stelle
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stromabwidrts eingefiihrt. Fiir die Insertion in pRSETb (Histidin-Tag) wurden mittels der Primer BRF und BRR
(siehe 2.10.7) eine BglIl-Stelle stromaufwirts bzw. eine ECORI-Stelle stromabwirts eingefiihrt. Der PCR-Primer
BREF fiir die Klonierung in pRSETb wurde mit einer zusitzlichen Ndel-Stelle versehen, so da3 der flir den His-
Tag codierende Bereich spiter aus pRSETb wieder entfernt und das Protein ohne irgendwelche Modifikationen
exprimiert werden kann. Die beiden Expressionsplasmide sind pRSET-1b und pGEX-1b (Abb. 44 und 47).
PCR-Programm:

5'00"" Initial 98°C
1107 95°C
100" 64°C
200" 72°C
7°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen: Pfu-Polymerase 4 U, Hotstart, 20% Glycerin, 200uM dNTP Endkonzentration,
Primerkonzentration: 50 pmol. Als Template diente ein 1,9 kb HindIIl/Eco4711I-Fragment des Plasmids s5
(siche 2.4.2).

2.10.4 Konstrukte fir urdGT1b —Expression in S. fradiae XTC

Zur Herstellung eines Gens, das fir UrdGT1b mit einem C-terminalen 6xHistidin-Tag codiert, wurden die
Primer SP-F und SP-R (siehe 2.10.7) verwendet, ersterer fiihrt eine HindIII-Schnittstelle, letzterer fithrt die sechs
Histidin-Codons und eine Xbal-Stelle ein. Die sechs Histidin-Codons wurden (entsprechend der Codon-
Verwendung im Urdamycin-Cluster) in einem Verhiltnis 2:1 von CAC:CAT gewdhlt. Das PCR-Amplifikat
wurde in pUWL201 sowie pBluescript (siehe 2.4.1) tiber HindIll/Xbal einkloniert und ergab Plasmid pUWL-
GTI1bHIS (Abb. 48).

PCR-Programm:

5'00"" Initial 98°C
110" 95°C
100" 55°C
200" 72°C
7°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen: Pfu-Polymerase 4 U, Hotstart, 20% Glycerin, 200 uM dNTP Endkonzentration,
Primerkonzentration: 50 pmol. Template war pUWL-GT 1b mit KpnlI linearisiert (siche 2.4.2).

2.10.5 Konstrukte fiir urdR —Expression in E.coli

Das Gen urdR wurde per PCR amplifiziert: Fir die Klonierung in pQE-60 (siche 2.4.1) iiber die
Restriktionsschnittstellen Ncol und BgIII dienen die Primer RCF und RCR (siehe 2.10.7). In pQE-60 wird das
Protein mit C-terminalem 6xHis—Tag exprimiert.

PCR-Programm:

5'00"" Initial 98°C
100" 95°C
100" 65°C
100" 72°C
7°00"" Ende 72°C
30 Zyklen
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Weitere Bedingungen Pfu-Polymerase 4 U, Hotstart, 20% Glycerin, 200uM dNTP Endkonzentration,
Primerkonzentration: 50 pmol. Als Template diente das Plasmid pR (siche 2.4.2). Die Insertion des PCR-
Amplifikates in pQE-60 (Ncol/BglIl) ergab das Plasmid pQE-R (Abb.45).

2.10.6 Nachweis Geninaktivierung durch PCR

Der Nachweis auf Crossover-Ereignisse erfolgte per PCR. Nach einem einfachen Crossover befinden sich zwei
Kopien des zu inaktivierenden Gens auf dem Chromosom: das Wildtyp- und das mutierte Allel. In dieser Arbeit
wurden fiir urdR und urdZ3 Leserasterverschiebungen infolge einer zerstdrten Restriktionsstelle zur
Inaktivierung gewéhlt. Wildtyp- und mutiertes Allel unterscheiden sich dann lediglich in An- bzw. Abwesenheit
dieser Restriktionsstelle. Durch spezifisches Amplifizieren des zu inaktivierenden Gens vom Chromosom per
PCR und nachfolgender Restriktion kann An- und/oder Abwesenheit dieser Restriktionsstelle nachgewiesen und
so eine Aussage getroffen werden, ob sich nur das Wildtypallel und/oder das mutierte Allel im Chromosom

befindet.

urdR-Inaktivierung

Nach Verwendung von Zellmaterial der zu untersuchenden Sfradiae Einfach-Crossover-Mutante R-4, des
Wildtyps und Plasmid pR zur Kontrolle, sowie der Primer urdRF und urdRR (siche 2.10.7) wird je ein 810 bp-
Amplifikat erwartet. Es wurde anschlieBend einer Restriktion mit Sall und Spll unterzogen, ersteres Enzym
wurde zur Kontrolle auf spezifische Amplifikation von urdR gewdhlt, durch Zerstérung einer Sall-
Erkennungsstelle wurde die Leserahmenverschiebung in urdR eingefiihrt.

PCR-Programm:

5'00"" Initial 95°C
130" 95°C
100" 54°C
200" 72°C
10°00"" Ende 72°C
30 Zyklen

Weitere Bedingungen Tag-Polymerase 3 U, Reaktionsvolumen: 50 pl, 20% Glycerin, 200uM dNTP
Endkonzentration, Primerkonzentration: 50 pmol. Identische Bedingungen dienten dem Nachweis des

Genaustausches infolge doppelten Crossovers bei der Mutante RN-435

urdzZ3-Inaktivierung

Nach Verwendung von Zellmaterial der zu untersuchenden Sfradiae Einfach-Crossover-Mutante Z3-14, des
Wildtyps und Plasmid pZ3 zur Kontrolle, sowie der Primer urdZ3F und urdZ3R (siehe 2.10.7) wird je ein 1150
bp-Amplifikat erwartet. Es wurde anschlieBend einer Restriktion mit Accl und BSpEI unterzogen, ersteres
wiederum zur Kontrolle auf spezifische Amplifikation, durch Zerstérung einer BSpEI-Erkennungsstelle wurde
die Leserahmenverschiebung in urdZ3 eingefiihrt.

PCR-Programm:

900" Initial 95°C
130" 95°C
100" 63°C
200" 72°C
10°00"" Ende 72°C
30 Zyklen
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Weitere Bedingungen Tag-Polymerase 3 U, Reaktionsvolumen: 50 pl, 20% Glycerin, 200uM dNTP
Endkonzentration, Primerkonzentration: 50 pmol. Identische Bedingungen dienten dem Nachweis des

Genaustausches infolge doppelten Crossovers bei der Mutante Z3-148.

2.10.7 Primer
Name | Sequenz (relevante Restriktionsstelle(n) fett) Restriktionsstelle |Lénge | T, (°C)
(nt)
PAP 5’-CGCCCGCTCGAGACGCGTCCGCCGCGGGCG Xhol/Sacll 48 54.7
CCTGAGTCGATGGGCGGG-3’
\% 5’-GAGCGCCCGCTCGAGGTGCGTCCGCGGCCGG -3 | Xhol/Sacll 31 95.3
GPDQ |5- GGACGCACCTCGAGCGGCCGCTGATCCGGCCCC Xhol 48 99.6
AACCCGGCGACCAAC-3’
AVR 5’-GTCTCGAGCGGCCGCTGATCCGGCCCTAGGC NotI/AvrIl 42 95.1
CGGCGACCAAC -3’
CON |5-GATCCGGCCCTAGGCCGGCGAGCAACTTGGCC Avrll 71 53.6
TCCCCGTTGAACGGGGCGCCGATGCTCACCGCGTTGA
GC-3’
REV 5-AGAGAAGGCCTAGGGCCGGATCAGCGGCCG Avrll 49 97.5
CTCGAGGTGCGTCCGCGGC-3’
WOB | 5- GATCCGGCCCTAGGCCGGCGASCAACWTGKCS AvrIl/Bbel bei 71 97.1
TCCMCGTKGAACSRGKCGCCGAYGYTCACCGCGTTG |50% der
AGC-3’ Amplifikate
W=A+T, S=C+G, K=G+T, Y=C+T, R=A+G, M=A+C
LHS1 |5-CGCCCACAGAATGCCCCGCATCAACGGCACCCC Bsml 63 51,4
GTTCAACGCCAACGTACTACCGATGGTGAC -3’
LHS2 |5-CGCCCACAGAATGCCCCGCATCAACGGCACCCC Bsml 63 51.2
GTTCAACGCCAACGTCCGACCGATGGTGAC -3’
LHS3 |5-CGCCCACAGAATGCCCCGCATCAACGGCACCCC Bsml 66 50.9
GTTCAACGCCAACGTCCGACTACCGATGGTGAC -3’
M1 5-AGGACAGGATCCGCATATGGTCGCGCCCTC-3’ BamHI 30 66.9
M2 5’-GAGACCTCCAGGAATTCGATGAGCATGTTC-3" EcoRI 30 62.8
BGF 5- CAGGGAGAATTCCGATGCGTGTAC-3" EcoRI 24 54,0
BGR 5’- ACGCCCGTCGACCTGACATCACAG-3’ Sall 24 57,1
BRF 5- GCAGGGAGATCTCATATGCGTGTACTGATG-3’ Bgl1I/Ndel 30 58,0
BRR 5- GTACTCGAATTCCCGTGGGCCTGACATCAC-3’ EcoRI 27 61,2
RCF 5- GGACGACCCATGGACATTGTGG-3’ Ncol 22 53,4
RCR 5’- CTTCGGGAGATCTGATACGGACGGC-3’ Bglll 25 56,0
urdRF | 5- ATGTGTCACTGCAGCACAGAGATCAGG-3’ Pstl 27 61,1
urdRR | 5°- TTCAGAAAGCATCAGAATTCTCCCGTG-3’ EcoRI 27 58,1
urdZ3F | 5'- GAAGAGCATCGAGCTCGGCGGGGACAG-3’ Sacl 27 67,2
urdZ3R | 5- ACCTCTTCCTGCAGCAGTTCCTTGCGG-3’ Pstl 27 64,1
SP-F 5- TATCGATAAGCTTCAATTGCAGG -3’ HindIIl 23 63,9
SP-R 5- TAGTAGTCTAGATCAGTGATGGTGGTG Xbal 48 89,4
ATGGTGCAGGCCGGCCAGCCG-3’

2.11 Proteinexpression/-reinigung/-analyse

Bei allen Proteinexpressionen wurde die denaturierende Acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur
Kontrolle der Expression und ggf. Reinigung verwendet. Durchfiihrung entsprechend Gebrauchsanweisung fiir
die Protein-Gelkammer (Mini-Protean II, Biorad, Miinchen). Nach dem Gellauf wurde das Sammelgel entfernt
und das Trenngel 5-10 Minuten in Féarbelosung gefarbt, anschlieBend in Entfarbelosung (mehrmaliger Wechsel)
einige Stunden bis zum gewiinschten Grad entfirbt. Das Gel wurde anschlieBend iiber Nacht in 10%
Glycerinlosung aufbewahrt, dann zwischen zuvor befeuchtetem Cellophanpapier blasenfrei eingelegt, in einen

Geltrocknungsrahmen eingespannt und bei Raumtemperatur drei Tage getrocknet.
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Expression UrdR

Vorkultur: Von Platte wurde je eine Einzelkolonie E.coli XL 1 blue, transformiert mit pQE-R (siche 2.10.5)
bzw. dem leeren Vektor pQE-60 zur Kontrolle, in 100 ml LB-Flissigmedium (Carbenicillin 50/pg/ml) unter
Standardbedingungen iiber Nacht inkubiert.

Hauptkultur: 100 ml Hauptkultur (LB-Flissigmedium, Carbenicillin 50/pg/ml) wurden mit 1 ml Vorkultur
inokuliert und bei 37°C inkubiert. Bei ODggo ca. 0.5-0.6 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1mM
IPTG (Endkonzentration) induziert. Inkubation bei 37°C. Bei Induktion, nach 1h, 2h und 4h Inkubationsdauer
wurde jeweils 1 ml Kultur entnommen und durch kurzes Zentrifugieren bei 10.000 g geerntet. Nach vier Stunden
wurden zusétzlich die gesamten Kulturen (ca. 95 ml) geerntet.

Proteinreinigung: UrdR wurde unter nativen Bedingungen aufgereinigt. Die geernteten Kulturen wurden mit
Lysispuffer resuspendiert und das Protein unter nativen Bedingungen gereinigt, wie vom Hersteller des Ni-NTA-
Sdulenmaterials beschrieben (Qiagen, Valencia, CA, USA). Modifikationen: Auf die Beschallung mit einem

Ultraschallstab wurde verzichtet, es wurde RNase A (10 pg/ml) zum Lysat gegeben.

Expression UrdM

Vorkultur: Von Platte wurde je eine Einzelkolonie E.coli BL21 (DE 3) x pLysS, transformiert mit pRSETb-
urdM (siehe 2.10.2) bzw. dem leeren Vektor pRSETb zur Kontrolle, in 100 ml NZCYM-Flissigmedium
(Carbenicillin 50/pg/ml, Chloramphenicol 34pg/ml) unter Standardbedingungen iiber Nacht inkubiert.
Hauptkultur: 100 ml Hauptkultur wurden mit 1 ml Vorkultur inokuliert und bei 37°C inkubiert. Bei ODgy ca.
0.5-0.6 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von ImM (Endkonzentration) IPTG induziert. Inkubation bei
37°C. Bei Induktion, nach 1h, 2h und 4h Inkubationsdauer wurde jeweils 1 ml Kultur entnommen und durch
kurzes Zentrifugieren bei 10.000 g geerntet. Nach vier Stunden wurden zusitzlich die gesamten Kulturen (ca. 95

ml) geerntet.

Expression UrdGT 1b mit N-terminalem Histidin-Tag in E.coli

Vorkultur: Von Platte wurde je eine Einzelkolonie E.coli BL21 (DE 3) x pLysS, transformiert mit pRSET-1b
(siehe 2.10.3) bzw. dem leeren Vektor pRSETb zur Kontrolle, in 100 ml NZCYM-Fliissigmedium (Carbenicillin
50/ug/ml, Chloramphenicol 34pg/ml) unter Standardbedingungen iiber Nacht inkubiert.

Hauptkultur: 100 ml Hauptkultur wurden mit 1 ml Vorkultur inokuliert und bei 37°C inkubiert. Bei ODgy ca.
0.5-0.6 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1mM (Endkonzentration) IPTG induziert. Inkubation bei
37°C. Bei Induktion, nach 1h, 2h und 4h Inkubationsdauer wurde jeweils 1 ml Kultur entnommen und durch
kurzes Zentrifugieren bei 10.000 g geerntet. Nach vier Stunden wurden zusitzlich die gesamten Kulturen (ca. 95
ml) geerntet.

Proteinreinigung: UrdGT1b sollte unter nativen Bedingungen aufgereinigt werden. Vorgehen wie fiir UrdR

beschrieben.
Expression Fusionsprotein Glutathion-S-Transferase-UrdGT1b in E.coli

Die E.coli-Stamme BL21 (DE3) x pLysS und Origami (DE3), transformiert mit pGEX-1b (siche 2.10.3) bzw.

mit dem Vektor pGEX6-2P, wurden unter folgenden Parametern fiir die Proteinexpression kultiviert:
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Medium (Vor- | Temperatur IPTG- MgCl, Induktionsdauer | Stamm
und vor/ wahrend Konzentration
Hauptkultur) Induktion (°C)
NZCYM 37/37 1 mM - 4h BL21 (DE3) x pLysS
und Origami (DE3)
NZCYM 37/28 1 mM - 4h BL21 (DE3) x pLysS
und Origami (DE3)
NZCYM 37/28 1 mM 5 mM 4h BL21 (DE3) x pLysS
NZCYM 37/28 1 mM 10 mM 4h BL21 (DE3) x pLysS
NZCYM 37/28 1 mM 20 mM 4h BL21 (DE3) x pLysS
LB-Betain/Sorb. |28/28 1 mM - 3h BL21 (DE3) x pLysS
NZCYM 28/22 1 mM SmM 3h BL21 (DE3) x pLysS
NZCYM 28/28 0,5 mM 10 mM 3h BL21 (DE3) x pLysS
NZCYM 22/13 * 100 uM 10 mM 24 h BL21 (DE3) x pLysS
NZCYM 22/13 * 20 uM 10 mM 20 h BL21 (DE3) x pLysS
NZCYM 22/13 * 2 uM 10 mM 24 h BL21 (DE3) x pLysS

*Der Stamm wurde mit 1% einer Ubernachtkultur angeimpft und bis auf ODg4=0.45 angezogen. Dann 30 Min.
bei 13°C, erst dann wurde induziert.

Proteinreinigung: Das Fusionsprotein GST-UrdGT1b sollte unter nativen Bedingungen aufgereinigt werden.
300 ml Kultur wurden geerntet, in 30 ml Lysispuffer resuspendiert und das Protein gereinigt, wie vom Hersteller
des Glutathion-Sepharoseharzes beschrieben (Amersham-Pharmacia, Freiburg). Modifikationen: Der Aufschluf3
erfolgte mit einem Hochdruck-Zellaufschluigerédt (Constant Systems, Northants, UK), 0,18 mm Diise, 1,7 kbar
Druck.

Proteinsequenzierung/Rechnergestiitzte Sekundarstruktur-Voraussage: Die 16 N-terminalen Aminosduren von
loslichem GST-UrdGT1b-Protein wurden mit einem Applied Biosystems 477A Proteinsequenzierer bestimmt.
Die Arbeiten wurden von Dr. Emile Schiltz, Lehrstuhl fir Biochemie, Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg,
durchgefiihrt. Sekundérstruktur-Voraussagen fiir Proteine erfolgten mit der PhD-Software (Rost und Sander,
1993, Rost et al., 1994, Rost und Sander, 1994) oder PSIPRED (Jones, 1999).

Expression UrdGT1b mit C-terminalem Histidin-Tag in Sfradiae XTC

Kultur: Von einer Transformations-Platte wurden Einzelkolonien von Sfradiae XTC, transformiert mit pUWL-
IbHIS bzw. pUWL-GT1b zunichst in 20 ml NLI111V-Flissigmedium unter Standardbedingungen inkubiert
(siehe 2.5.2) und die Urdamycine extrahiert. Nachdem festgestellt wurde, daB alle Transformanden ein
identisches Urdamycin-Produktionsspektrum besitzen, also UrdGT1b auch als C-terminale 6xHistidin-Fusion
funktionell ist, wurde jeweils ein UrdGT1b-HIS-exprimierender und ein UrdGT 1b-exprimierender Stamm in 100
ml CRM-Fliissigmedium weiterkultiviert (44 h bei Standardbedingungen).

Ernte/Aufschlufd/Proteinreinigung:

e Ernte bei 3000 g fiir 5 min, +4°C

*  Resuspendieren der Biomasse in 20 ml Lysispuffer+10mg/ml Lysozym (siehe 2.1.1)

* 20 min auf Eis

¢ AufschluB mit Constant Systems Hochdruck-ZellaufschluBgerét, 0,18 mm Diise, 1,7 kbar Druck

e Zentrifugation des Lysats bei 10.000 g fiir 30 min, +4°C

e Aufreinigung an der Nickelsdule nach Herstellerangabe (Qiagen, Valencia, CA, USA). Modifikationen: Es
wurde

6 ml Ni-NTA-Siulenmaterial eingesetzt. Sechs Elutionen (je 500 pl Elutionspuffer mit
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unterschiedlichen Imidazol-Konzentrationen) im Stufengradienten 125mM/250mM/500mM/500mM/1000
mM/1000mM Imidazol.
Proteinanalyse: Die 16 N-terminalen Aminosduren von l6slichem UrdGT1b-HIS wurden ebenfalls von Dr.

Emile Schiltz sequenziert.

2.12 Analyse der Naturstoffproduktion
2.12.1 Isolation der Sekundéar stoffe aus Streptomyces fradiae

Extraktion im analytischen M af3stab
1 ml Produktionskultur (5-6 d) wurden mit 1 ml Ethylacetat vesetzt, kréftig geschiittelt und 30 Minuten unter
gelegentlichem Schiitteln aufbewahrt. Die organische Phase wurde abgenommen, zur Trockne einrotiert und in

100 pl Methanol geldst. Der so gewonnene Extrakt wurde fiir DC, HPLC sowie HPLC-MS eingesetzt.

Extraktion im préparativen M al3stab

Zur préparativen Isolation von Urdamycin-Derivaten aus Sfradiae RN-435 wurden mit einer 65 h alten
Vorkultur 3 1 bzw. 15 | Hauptkultur angeimpft und diese nach 48 h mit Celite 545 versetzt (ca. 1-2 gehéufte
Loffelspatel pro 100 ml Kultur), dann wurde {iber eine Filterpresse das Mycel vom Medium getrennt. Das Filtrat,
ca. 2,3 1 bzw. ca 11 I, wurde dreimal mit dem gleichen Volumen Ethylacetat ausgeschiittelt, bei schlechter
Phasentrennung 20-200 ml Aceton zugegeben, die organischen Phasen vereinigt und am Rotationsverdampfer
zur Trockne eingeengt, anschliefend wurde der Extrakt in 100 ml bzw. 500 ml Methanol resuspendiert und zur
ersten Reinigung mit dem gleichem Volumen n-Pentan ausgeschiittelt. Die Pentan-Phase wurde verworfen.
Identische Bedingungen wurden zur Urdamycin P-Produktion mit Sfradiae XTC+GT0101 verwendet, das
Gesamtvolumen der Hauptkultur war jedoch 4 1, auf den Reinigungsschritt mit n-Pentan wurde verzichtet.

Rohextrakte wurden fiir die préparative Substanzreinigung und anschlieBende NMR-Analyse eingesetzt.

2.12.2 Reinigung neuer Urdamycine

Reinigung Urdamycin P

Urdamycin P wurde aus dem Rohextrakt von vier Litern Kultur in vier priaparativen HPLC-Laufen (siehe 2.12.5)
isoliert (durchgefiilhrt von Graham Foster, GlaxoSmithKline Medicines Research Centre, Stevenage,
Hertfortshire, UK). Die Urdamycin P-haltigen Fraktionen wurden vereint, mit dem gleichen Volumen H,0O
bidest. verdiinnt und nochmals per priparativer HPLC gereinigt. Die Urdamycin P-haltige Fraktion wurde
wieder mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und auf eine Isoelute Env+ 500 mg Siule (International
Sorbent Technology Ltd., Dyffryn Park, Wales) readsorbiert, mit 10 ml H,O bidest. gewaschen, mit 10 ml

Methanol eluiert und anschlieBend im Vakuum getrocknet.

Reinigung der UrdamycineM und R-T

Fiir die Fraktionierung und erste Reinigung des Rohextraktes aus 15 Litern Kultur wurde eine Sephadex LH-20
Saule, 100x5 cm (Amersham-Pharmacia, Freiburg) verwendet, Laufmittel war Methanol, der FluB3 100 ml/h. Die
Eluate wurden zu acht Fraktionen (A-H) vereinigt und am Rotationsverdampfer getrocknet. Die Fraktionen A, D,
G und H wurden in je 1 ml Methanol aufgenommen und per préparativer HPLC einzelne Substanzen

aufgereinigt.
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2.12.3 Dunnschichtchromatographie

Diinnschichtchromatographische Untersuchungen von Rohextrakt und aufgereinigten Fraktionen wurden wie

folgt ausgefiihrt:

Stationdre Phase:

Mobile Phase:

Trennstrecke:

Aufgetragenes Volumen:

Kieselgel 60 F,s54 (Merck)

Dichlormethan: Methanol 9:1, Chloroform: Methanol 9:1 oder Dichlormethan:
Methanol: Ethylacetat 8:1:1, v/v

15-18 cm

5-10 pl in Methanol geldster Rohextrakt

2.12.4 Analytische Hochdruck-Flussigkeitschromatogr aphie

Sekundar stoff- Analyse von S.fradiae RN-435 und Z3-148
(durchgefiihrt an der Eberhard-Karls-Universitit Tiibingen, Pharmazeutische Biologie)

Gerit:

Saule:

Injiziertes Volumen:

FluB3:
Detektion:
Laufmittel A:
Laufmittel B:

Linearer Gradient:

Zeit (min)
0,1
10
20
30
40
42
43
53
60

HPLC-Gerdit: Series I, Modell 1090 (Hewlett Packard).
Reversed Phase RP-18-Saule (ODS Hypersil, Korngrofie 5 pm,
200x2,1 mm)

10ul in Methanol geldster Rohextrakt

300 pl/min

Diodenarray, A=200-600 nm

H,0 (0,1% H3POy, v/v)

Acetonitril (0,1% H3;POy, v/v)

% Laufmittel A % Laufmittel B
95 5

90 10

75 25

70 30

60 40

58 42

5 95

95 5

95 5

Sekundér stoff-Analyse von S.fradiae RN-435, Z3-148, sowie AX und XTC nach GT-Genexpression
(durchgefiihrt von Prof. Dr. Koji Ichinose, The University of Tokyo, Tokyo, Japan).

Gerit:

Séule:

Injiziertes Volumen:

FluB3:
Detektion:
Laufmittel A:
Laufmittel B:

Tosoh SC-8020 oder Hewlett Packard 1000 series

Tosoh TSK-Gel ODS-80, 150 x 4.6 mm, 3.5um Korngrdf3e
10ul in Methanol geldster Rohextrakt

800 pl/min

Diodenarray, A=250-500 nm

H,0 (0,5% Essigséure, v/v)

Acetonitril (0,5% Essigséure, v/v)
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Linearer Gradient:

Zeit (min) % Laufmittel A % Laufmittel B
0-5 70 30

5-20 70-55 30-45

20-25 55-5 45-95

25-30 5 95

30-35 5-70 95-30

Analyse des Sekundér stoffspektrums von S.fradiae AX und XTC nach Expression der GT-Genbibliothek
(durchgefiihrt im GlaxoSmithKline Medicines Research Centre, Stevenage, Hertfortshire, UK)

Gerit: Agilent HP 1100 series integrated system

Saule: Thermoquest Hypersil HyPurity Elite C-18 (150x4.6 mm, 3um Korngrof3e)
Injiziertes Volumen: 5 ul in Methanol geldster Rohextrakt

FluB3: 1000 pl/min

Detektion: Diodenarray, A=190-600 nm

Laufmittel A: 10% Acetonitril in H,O + 10mM Ammoniumacetat

Laufmittel B: 90% Acetonitril in H,O + 10mM Ammoniumacetat

Linearer Gradient:

Zeit (min) % Laufmittel A % Laufmittel B
0 85 15

20 85-10 15-90

21 5 95

23 5 95

24 85 15

27 85 15

2.12.5 Pr&par ative Hochdr uck-Fliissigkeitschr omatographie
HPLC zur Aufreinigung der UrdamycineM und R-T
(durchgefiihrt an der Christian-Albrechts-Universitéit Kiel, Pharmazeutische Biologie)

Gerit: Waters 510 Pumpen und Waters 486 UV-VIS-Detektor

Saule: Macherey&Nagel Hypersil RP-18-Saule (200x2,1 mm, 5 pum Korngrof3e)
Injiziertes Volumen: pro Lauf 50 pl in Methanol geldster vorgereinigter Extrakt

Flu3: 600 pl/min

Detektion: A=254 nm

Laufmittel A: H,O

Laufmittel B: Acetonitril:Methanol 5:1, v/v

Linearer Gradient:

Zeit (min) % Laufmittel A % Laufmittel B
0-5 70 30

5-8 70-60 30-40

8-9 60 40

9-11 60-50 40-50

11-19 50-0 50-100

19-22 0 100

22-23 0-70 100-30
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HPLC zur Aufreinigung von Urdamycin P
(durchgefiihrt von Graham Foster, GlaxoSmithKline Medicines Research Centre, Stevenage, Hertfortshire, UK)

Gerit: Gilson 306 Pumpe und Gilson 118 UV-VIS Detektor
Séaule: Kromasil C-8 (250x 21.0 mm, 5pum KorngroB3e)
Injiziertes Volumen: 4x2 ml in Methanol geloster Rohextrakt

FluB3: 15 ml/min

Detektion: A=254 nm

Laufmitte]l A: H,0 + 10mM Ammoniumacetat

Laufmittel B: 80% Acetonitril in H,O + 20mM Ammoniumacetat

Linearer Gradient:

Zeit (min) % Laufmittel A % Laufmittel B
0-75 100-40 0-60
75-90 40 60

2.12.6 M assenspektroskopie
(durchgefiihrt von Prof. Dr. Koji Ichinose)

Gerit: Hewlett Packard 1000 series, gekoppelt an ein Thermoquest LCQ-
Massenspektroskop

Séule: Tosoh TSK-Gel ODS-80, 150 x 4.6 mm, 3.5um Korngrofe

Injiziertes Volumen: 10ul in Methanol geldster Rohextrakt

Ionisation: atmospheric pressure chemical ionization (APCI), positiver und negativer
Ionisationsmodus

FluB3: 800 pl/min

Detektion: A=254 nm

Laufmittel A: H,O (0,5% Essigséure, v/v)

Laufmittel B: Acetonitril (0,5% Essigséure, v/v)

Linearer Gradient:

Zeit (min) % Laufmittel A % Laufmittel B
0-5 70 30

5-20 70-55 30-45

20-25 55-5 45-95

25-30 5 95

30-35 5-70 95-30

Linearer Gradient flir Urdamycin R und S:

Zeit (min) % Laufmittel A % Laufmittel B
0-5 55 45

5-25 55-5 45-95

25-30 5 95

30-35 5-55 95-45

Eine zusétzliche Untersuchung fiir Urdamycin P wurde von Dr. Nicholas Taylor, GlaxoSmithKline Medicines
Research Centre, Stevenage, Hertfortshire, UK, mit einem Finnegan MAT-Massenspektroskop mit

Direktinjektion der Probe und chemischer Ionisation (APCI) durchgefiihrt.
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2.12.7 Hydrolyse

(durchgefiihrt im Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Hannover)

Die Abspaltung O-glycosidisch gebundener Zucker im Urdamycin S-Molekiil erfolgte durch saure Hydrolyse:

0.2 M HCI in wasserfreiem Methanol herstellen (285 pl Acetylchlorid mit 20 ml Methanol Lichrosolv

vermischen). Substanz in einigen ml 0.2 M HCl in Methanol l6sen, Hydrolysedauer etwa 1 h.

Hydrolysefortschritt durch Entnahme einer Probe alle 15-20 min zur DC-Analyse kontrollieren. Um nach der

Hydrolyse den abgespaltenen Zucker zu entfernen wird das Reaktionsgemisch zur Trockne einrotiert, in

Dichlormethan geldst und auf einer Miniatur-Kieselgelsdule gereinigt.

e Wattepfropf in den verjiingten Bereich einer Pasteurpipette

* Mit Kieselgel 60 befiillen (dieses aufgeschldmmt in Dichlormethan, im Ultraschallbad von Luftblasen
befreit)

e Unter stdndigem Klopfen sedimentieren lassen

e Probe (in Dichlormethan geldst) auftragen

¢ Saule mit Laufmittel beladen (19:1 Dichlormethan:Methanol, v/v)

e Urdamycin-haltige Fraktionen auffangen

e Kontrolle durch DC

e Fraktionen ggf. vereinen.

2.12.8 Kernresonanzspektr oskopie

UrdamycineK, M, R-T

Die 'H-Spektren der Urdamycine K, M, R-T sowie Tetrangomycin wurden mit einem JEOL JNM alpha 500 bei
500 MHz, die *C-Spektren bei 125 MHz gemessen, Losungsmittel war dg-Aceton. Die Messungen wurden von
Prof. Dr. Koji Ichinose durchgefiihrt.

Urdamycin N

Das 'H-Spektrum des Urdamycins N wurde mit einem Varian VXR 400 bei 400 MHz gemessen, Losungsmittel
war ebenfalls dg-Aceton. Die Messung erfolgte durch Prof. Dr. Jiirgen Rohr, Medical University of South
Carolina, Charleston SC, USA.

Urdamycin P

'H- und "C-Spektren von Urdamycin P wurde mit einem Bruker AMX 500 bei 500 MHz vermessen,
Ldsungsmittel war CD;0D. Die Messung erfolgte durch Dr. Philip J. Sidebottom, GlaxoSmithKline Medicines
Research Centre, Stevenage, Hertfortshire, UK.

Urdamycin S

'H- und "“C-Spektren des Hydrolyseproduktes von Urdamycin S wurde von Dr. Gerald Dréger, Universitét
Hannover, mit einem Bruker AMX 400 bei 400 bzw. 100 MHz gemessen, Losungsmittel war dg-Aceton.
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2.13 Chemikalienliste

Enzyme

AmplitaqGold-Polymerase
Kalbs-Intestinal-Phosphatase
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I
Lysozym

Restriktionsendonucleasen

RNase A
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
Tag-Polymerase
Pfu-Polymerase
Thermo Sequenase

Puffer- und M edienbestandteile
Agar

Betain

Casaminosduren

EDTA

Eisessig

Glucose

Glycerin

HCI

Hefeextrakt

Lab Lemco-Fleischextrakt
Lauroylsarcosin
L-Glycin

L-Prolin

Malzextrakt
Magermilchpulver
NaOH

Nutrient Broth
NZCYM broth

PEG 1000

Pepton

Saccharose

Salze fir Medien/Puffer
SDS

Sorbitol

TES

Tris

Tris-Maleat

Tryptic Soybroth

PerkinElmer (Norwalk, CT, USA)
Promega (Madison, WI, USA)
Amersham-Pharmacia (Freiburg)
Serva (Heidelberg)

Amersham-Pharmacia, NEB (Beverly, MA, USA),

Stratagene (La Jolla, CA, USA), Promega
QIAGEN (Hilden)

Promega

Promega

Promega

Promega

USB (Cleveland, OH, USA)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Fluka (Taufkirchen)
Becton Dickinson
Serva

Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Roth

Becton Dickinson
Oxoid (Wesel)
Serva

Roth

Fluka

Becton Dickinson
Nestlé (Frankfurt)
Roth

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Roth

Becton Dickinson
Becton Dickinson , Siidzucker (Mannheim)
Merck, Fluka, Roth
Roth

Fluka

Roth

USB

Roth

Becton Dickinson

Trypton Becton Dickinson

Tween 20/ Tween 80 Roth

Alle sonstigen, nicht aufgefiihrten Bestandteile Merck

Organische L 8sungsmittel

Aceton Merck

Acetonitril Merck

Chloroform Merck

Dichlormethan Merck

Dimethylformamid Sigma

Dimethylsulfoxid Sigma

Ethanol Merck, Universititsapotheken Tiibingen, Kiel, Freiburg
Ethylacetat Merck, Universititsapotheken Tiibingen, Kiel, Freiburg
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Isopropanol
Methanol
n-Pentan

Antibiotika
Apramycin
Carbenicillin
Chloramphenicol
Tetracyclin
Thiostrepton

Sonstiges
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

Celite

dNTP-Mix
Ethidiumbromid

IPTG

1 kb-Léngenstandard
Protein-Langenstandard
Phenol/Chloroform
Sequenziergel (gebrauchsfertig)
TEMED

Triton X-100

X-Gal

Xylene Cyasol FF

Merck
Merck, Merck, Roth
Merck

Fluka
Roth
Fluka
Sigma
Fluka

Roth
USB
Roth
Sigma
Merck
Promega
Roth
Roth
Promega
Amersham-Pharmacia
Roth
USB
Roth
Sigma
Roth
Sigma
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3. Ergebnisse

3.1 UrdR und UrdZ3 —Zwel Ketoreduktasen in der Urdamycin-Biosynthese
3.1.1 Hintergrund

urdR und urdZ3 sind zwei Leseraster unbekannter Funktion im Urdamycin-Biosynthesegen-Cluster (siche
Abb.7), deren Genprodukte Homologien zu dNDP-Hexose-4-Ketoreduktasen aufweisen. Diese Enzyme
reduzieren die in der frithen Deoxyzucker-Biosynthese durch 4,6-Dehydratation entstandene Ketogruppe an C-4
zum sekundiren Alkohol. Die Elektronen und Protonen stammen aus NADPH. Ketoreduktasen weisen typische
Sequenzmotive auf, die sie als nucleotidbindende Enzyme identifizieren. Es sind die Motive GxGxxG nahe dem
Aminoterminus und etwa 100 AS stromabwirts Yx;Kx;D/E, deren Rolle fiir die Cofaktor-Bindung
nachgewiesen wurde (Rossmann et al., 1974, Wierenga und Hol, 1983, Bauer et al., 1992, He et al., 1996).
UrdR und UrdZ3 weisen beide Motive, z.T. leicht abgewandelt, auf (UrdR: SGNGFLAIO, 2Y GAHKLALE'"
siche Abb. 33; UrdZ3: ’GSGGFLG"', ""YGRTKLLGT").

Das Projekt, diese beiden Leseraster zu inaktivieren, verfolgte zwei Ziele, denn neben der reinen
Charakterisierung der Enzyme sollte untersucht werden, ob durch das Fehlen der Ketoreduktasen in der Zelle
Ketozucker entstehen und iibertragen wiirden. Wenn ja, konnten Riickschliisse auf die Substratstpezifitit der
beteiligten Glycosyltransferasen gezogen werden. Zur Inaktivierung von urdR und urdZ3 wurde in beiden Féllen
ein Konstrukt zur Mutation durch Leserahmenverschiebung hergestellt, um das jeweilige Wildtyp-Gen gegen das
mutierte Allel auszutauschen (Wohlleben und Muth, 1993). Die Inaktivierungskonstrukte wurden in einen nicht-
replikativen Vektor (beziiglich Streptomyces) kloniert. Diese Strategie erfordert zwei aufeinanderfolgende

homologe Rekombinations-Ereignisse.

) I G | DI | ) 11 I ) 1) B ) ) R N N ) S S B S )

2.0 kb Pstl-Fragment 2.3 kb-Pstl-Fragment

I I I I I
P Bs P Sp P

1kb urdZ3 urdR

Abb. 7: Das Urdamycin-Gencluster. Die obere Zeile symbolisiert das gesamte Cluster, die Pfeile sind in
Transkriptionsrichtung der jeweiligen Gene orientiert. Die VergroBerung in der unteren Zeile gibt den Bereich
mit den Genen urdR und urdZ3 wieder. Die Pstl-Fragmente wurden zur Herstellung der Plasmide pUWLR und
pUWLZ3 verwendet (siche 2.4.2). Abkiirzungen fiir Restriktionsstellen: Bs=BspEI, P=Pstl, Sp=Spll.

Fiir jede der beiden Geninaktivierungen gliederte sich die Arbeit in folgende Schritte:
1. Herstellung des Inaktivierungskonstruktes

2. Erzeugung der Mutanten und Analyse deren Urdamycin-Produktion

3. Komplementierung und ebenfalls Analyse der Urdamycine
4

Gegebenenfalls Aufreinigung und Analyse neuer Urdamycine
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3.1.2 Inaktivierung von urdZ3 fihrt zur Produktion von Aquayamycin

Inaktivierung urdz3

Sfradiae Ti2717 wurde mit dem Geninaktivierungskonstrukt pKCZ3 transformiert (siche 2.8.2 und 2.9.2, sowie
Abb.40). Es verleiht Resistenz gegen Apraycin. Ein apramycinresistenter Klon (Z3-14) wurde ausgewahlt. Die
Kultivierung zur Selektion auf ein zweites Crossover geschah prinzipiell wie in 2.5.2 beschrieben, jedoch z.T.
modifiziert:

* vier aufeinanderfolgende Kultivierungen in CRM-Fliissigmedium

» anschlieBend zwei aufeinanderfolgende Kultivierungen auf HA+CaCl,-Medium

e dann, sechsmal aufeinanderfolgend, in CRM-fliissig bei +40°C

» anschlieBend erneut zwei aufeinanderfolgende Kultivierungen auf HA+CaCl,-Medium

Aus dem letzten Schritt wurden 40 Klone vergleichend auf Apramycin-haltiges und -freies HA+CaCl,-Medium
iiberimpft, drei Klone waren sensibel gegen Apramycin. Sie wurden per PCR auf das zweite Crossover
untersucht. Das Bild der Agarose-Gelelektrophorese (Abb. 8) gibt den Vergleich der Positivkontrolle (PCR mit
dem Plasmid pZ3 (siche 2.4.2) als Template), sowie chromosomaler DNA des Wildtyps als weitere

Positivkontrolle, und einer der drei erhaltenen Apramycin-resistenten Klone (Sfradiae Z3-148) wieder.

1 2 3 5§ 4 5 6 §8 7 8 9

1.0 kh

2.0

25

Abb. 8: Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten zum Nachweis eines Genaustausches in Sfradiae
73-148. Positivkontrolle (Plasmid pZ3 als Template-DNA): Spuren 1-3 (Accl-Restriktion, BSpEI-Restriktion,
unrestringiert). PCR mit chromosomaler DNA aus Sfradiae Tii2717 zur Kontrolle: Spuren 4-6 (Accl-
Restriktion, BspEI-Restriktion, unrestringiert). PCR mit DNA aus Sfradiae Z3-148 zum Nachweis der
Zerstorung der BspEI-Stelle: Spuren 7-9 (Accl-Restriktion, BspEI-Restriktion, unrestringiert). S:
Léngenstandard. Der Accl-Verdau dient der Kontrolle auf spezifische Amplifikation des Gens urdZ3.
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Restriktion Positivkontrolle pZ3 Positivkontrolle S.fradiae WT | Sfradiae 23 -148 (7-9)
(1-3) (4-6)

Accl 730+420 730+420 730+420

BspEI 600+550 600+550 1150

Nicht restringiert 1150 1150 1150

Tab. 1: Ubersicht iiber die erwarteten und gefundenen DNA-Fragmentlingen zum Nachweis der Zerstorung des
Leserahmens von urdZ3.

Das Amplifikat der Mutante kann also nicht mehr mit dem Enzym BSpEI restringiert werden, da diese Stelle zum
Einfiihren der Mutation durch Leseraster-Verschiebung zerstort wurde. Dadurch konnte der urdZ3-Genotyp von

Sfradiae Z3-148 bewiesen werden.

Sekundar stoffproduktion in Mutante Z3-148
Sfradiae Z3-148 wurde zur Urdamycin-Produktion in NL 111V-Medium angezogen (siche 2.2 und 2.5.2). Die

HPLC-Analyse (sieche 2.12.4), durchgefiihrt an der Eberhard-Karls-Universitit Tiibingen, Pharmazeutische
Biologie, mit einer HP 1090 Series 11, bestétigt durch Prof. Dr. Koji Ichinose, University of Tokyo, sowie LC-
MS Analyse, zeigte beziiglich der Urdamycin-Produktion folgendes Ergebnis:

Stamm Retentionszeit | UV-VIS M asse (amu)/ Substanz Peakflache
(mutiertesGen) | (min) Spektrum | lonisation (%)
73-148 (urdz3) 5.59 A-Typ 486,1 (-) Aquayamycin 13.19

9.45 B-Typ 452,2 (-) Urdamycinon B 12.76

Tab. 2: Details der HPLC- und LC-MS Analyse von Sfradiae Z3-148. Aufgefiihrt sind die von Prof. Dr. K.
Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop erzielten Daten.
Abb. 12 zeigt die UV-VIS-Spektren fiir die Urdamycine im Vergleich.

Mit Aquayamycin und Urdamycinon B sind zwei Verbindungen als Hauptprodukte gefunden worden (siche
Abb. 9), die nur D-Olivose enthalten. Es wurden keinerlei Urdamycine, auch nicht in Spuren, gefunden, die L-
Rhodinose besitzen. Daraus ergibt sich, daB die Inaktivierung von urdZ3 spezifisch deren Biosyntheseweg

unterbrach und UrdZ3 somit die dTDP-L-Cinerulose-4-Ketoreduktase ist.

mAU mAU

150 | 150 Urdamycin A

Urdamycin B

- Aquayamycin

-1 Urdamycinon B

Abb. 9: HPLC-Chromatogramme von Rohextrakten aus der Mutante Sfradiae Z3-148 (a) und Sfradiae Z3-148
(b), transformiert mit pUWLZ3 (siehe 2.8.3).
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K omplementierung

Die Mutante Z3-148 wurde mit dem Gen-Expressionsplasmid pUWLZ3 (siehe 2.8.3 und Abb. 40) transformiert
und ihre Inhaltsstoffe per HPLC (Tiibingen und Tokyo) und LC-MS (Tokyo) analysiert. Urdamycin A und B
treten im Extrakt der komplementierten Mutante auf (siche Abb. 9) und bestétigten damit den Befund, daf3 durch
urdZ3-Expression tatsidchlich die Mutante Z3-148 komplementiert werden kann, und somit nur das gewiinschte

Gen in ihr inaktiviert wurde.

Stamm Retentions- |UV-VIS M asse (amu)/ Substanz Peakflache
(komplementiertes | zeit (min) Spektrum | lonisation (%)
Gen)
73-148 (urdz3) 14.07 A-Typ 8443 (-) Urdamycin A 3437
18.21 B-Typ 696.4 (-) Urdamycin B 30.69

Tab. 3: Details der HPLC- und LC-MS Analyse von Sfradiae Z3-148, komplementiert mit
Genexpressionsplasmid pUWLZ3 (siehe auch Abb. 9). Aufgefiihrt sind die von Prof. Dr. K. Ichinose mit einer
Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop erzielten Daten.

3.1.3 Inaktivierung von urdR fuhrt zur Produktion von 14 neuen Urdamycinen

Inaktivierung urdR
Sfradiae T1i2717 wurde mit dem Geninaktivierungsplasmid pKCRN transformiert (siche 2.8.2 und 2.9.2, sowie

Abb. 41) und der Klon RN-4 als Einzel-Crossover-Mutante kultiviert. Die weitere Selektion wurde mit Klon

RN-4 durchgefiihrt. Die Selektion auf ein zweites Crossover geschah wie folgt:

¢ RN-4 wurde zweimal aufeinanderfolgend auf HA+CaCl,-Festmedium+Apramycin (siche 2.2 und 2.5.2)
inkubiert.

* AnschlieBend neun aufeinanderfolgende Inkubationen in CRM-Fliissigmedium ohne Antibiotikum, davon
die letzten vier Passagen bei permanent +40°C, um Hitzestressbedingungen (und damit erhohte
chromosomale Rekombination) zu erzeugen.

¢ Erneut drei aufeinanderfolgende Inkubationen auf HA-Festmedium ohne Apramycin. Aus der letzten Kultur
wurden 37 Klone vergleichend auf Apramycin-haltigem und -freiem HA-Medium iiberimpft, sieben Klone

waren sensibel gegen Apramycin, einer davon war Klon RN-435.

Zur Bestitigung der Geninaktivierung wurde Sfradiae RN-435 per PCR analysiert. Das Amplifikat wurde mit
Sl sowie Sall zur Kontrolle restringiert. Erwartetes und gefundenes Bandenmuster gibt Tab. 4 und Abb. 10
wieder. Ein aus Sfradiae RN-435 per PCR amplifiziertes Gen urdR konnte nicht mehr mit Spll restringiert
werden, dies bestétigt die Zerstdrung dieses Leserasters. Zur Kontrolle wurde urdR auch vom Plasmid pR (siche

2.4.2) und von chromosomaler DNA von Sfradiae Tii2717, also dem Wildtyp, amplifiziert.

Restriktion Positivkontrolle pR (1-3) | S.fradiae RN-435 (5-7) Positivkontrolle S.fradiae WT
(9-11)

Sall 500+310 500+310 500+310

Sl 530+280 810 530+280

Nicht restringiert | 810 810 810

Tab. 4: Tab. 1: Ubersicht iiber die erwarteten und gefundenen DNA-Fragmentlingen (in bp) zum Nachweis der
Zerstorung des Leserahmens von urdR.
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Abb. 10: Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten zum Nachweis eines Genaustausches in Sfradiae
RN-435. Positivkontrolle mit Plasmid pR: Spuren 1-3 (Sall-Restriktion, SplI-Restriktion, unrestringiert). PCR
mit DNA aus Sfradiae RN-435: Spuren 4-6 (Sall-Restriktion, SplI-Restriktion, unrestringiert). PCR mit DNA
aus Sfradiae (WT) zur Kontrolle: Spuren 7-9 (Sall-Restriktion, SpllI-Restriktion, unrestringiert). S:
Langenstandard.

Sekundér stoffproduktion in M utante RN-435
RN-435 wurde zundchst in 20 ml NL111V-Medium angezogen (siche 2.5.2), da diese Menge zunichst als

ausreichend fiir eine HPLC-Untersuchung (Tiibingen und Tokyo) und LC-MS-Analyse (Tokyo) angenommen
wurde. Vor dem Hintergrund, dal UrdZ3 zu diesem Zeitpunkt bereits eindeutig der L-Rhodinose-Biosynthese
zugeordnet werden konnte, wurde UrdR (als verbleibende nichtzugeordnete putative Ketoreduktase) als dem D-
Olivose-Biosyntheseweg zugehorig angesehen. Dessen Inaktivierung sollte also hauptsichlich zu einem
Urdamycin fithren, welches nur L-Rhodinose als Zuckerbaustein enthélt, dies ist Urdamycin K (siche Abb. 4),
eventuell auch unglycosidierte Urdamycine. Der tatsdchliche Befund iiberraschte sehr (siche auch Tab. 5): Die
unglycosidierten Substanzen Urdamycin I und J, sowie Rabelomycin dominierten, Urdamycin K war nicht
eindeutig zuzuordnen, und fast hintergrundartig ohne erkennbares Maximum erstreckten sich Urdamycin A- und
B-Derivate iiber weite Bereiche des HPLC-Laufs. Durch LC-MS Analyse konnten den A-Typ-Substanzen die
Massen 584.1 und 698.2, den B-Typ-Substanzen die Massen 436.2 und 550.3 zugeordnet werden, was auf
glycosidierte Verbindungen deutet. Dies sind jedoch Massen, die von denen der Urdamycine A und B und aller
ihrer Intermediate abweichen. Verwunderlich war aullerdem, dafl diese - offenbar vier - Substanzen nicht als
klare Einzelsignale in einer HPLC-Analyse auftraten, deren Parameter sich bereits bestens fiir Urdamycine
bewihrt hatten. Die unbekannten Substanzen muften im Detail charakterisiert werden, um letztlich zu einer
funktionellen Zuordnung von UrdR zu gelangen, denn die bekannten Substanzen (Urdamycin I, J, Rabelomycin)
erlaubten keine Aussage iiber die Funktion von UrdR. Zunichst sollte die Komplementierung der Mutante RN-
435 aber bestitigen, daf tatsdchlich nur urdR zerstort wurde und nicht andere Effekte fiir dieses unerwartete

Resultat verantwortlich sind.
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Stamm | Retentionszeit (min) Uv-vIiS Masse (amu)/ | Substanz Peakflache
(mutiert Spektrum lonisation (%)
es Gen)
RN-435 [9.34 I-Typ 358.2 (-) Urdamycin I 21.18
(urdR) 11.14 J-Typ 376.2 (-) Urdamycin J 12.44

12.46 Rabelomycin |339.0 (+) Rabelomycin 18.90

ca. 11-24* A-Typ 584.1/698.2 () | Unbekannt -

ca. 15-24* B-Typ 436.2/550.3 (-) | Unbekannt -

Tab. 5: Details der HPLC- und LC-MS Analyse von Sfradiae RN-435. Aufgefiihrt sind die von Prof. Dr. K.
Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop erzielten Daten.

*) Im genannten Retentionszeitraum existieren zahlreiche undeutliche, eher hintergrundartige Peaks, welche
Urdamycin A- oder B-Typ UV-VIS-Spektren aufweisen. Einigen davon konnten eindeutig die genannten
Massen zugeordnet werden.

mAU mAU

150 | Urdamyein Iy s gamycin J 150

Urdamycin A

Rabelomycin

N Urdamycinon B

Urdamycin B

T T T T T T T T T T T min T T T T T T T T T T T min

Abb. 11: HPLC-Chromatogramme von Rohextrakten aus Sfradiae RN-435 (a) und Sfradiae RN-435,
transformiert mit pUWLR (b).
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Abb. 12: UV-VIS-Spektren von Urdamycin vom A-Typ (a), B-Typ (b), C-Typ (c), Urdamycin I (d), Urdamycin
J (e), sowie Rabelomycin (f).

K omplementierung

Sfradiae RN-435 wurde mit dem Plasmid pUWLR transformiert (siche 2.8.3 und Abb. 42), in NL111V-
Produktionsmedium kultiviert, die Inhaltsstoffe wurden wiederum per HPLC/LC-MS analysiert (siche Abb. 11).
Durch Expression von urdR wurde die Produktion von Urdamycin A und B (siche Abb. 4) wiederhergestellt und
damit die Mutation in RN-435 komplementiert. Hauptprodukt ist Urdamycinon B, welches ebenfalls D-Olivose
als Molekiilbestandteil enthélt.
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Stamm Retentions- |UV-VIS M asse (amu)/ Substanz Peakflache
(komplementiertes | zeit (min) Spektrum | lonisation (%)
Gen)
RN-435 (urdR) 9.58 B-Typ 452.2 (-) Urdamycinon B 21.68
14.72 A-Typ 844.1 (-) Urdamycin A 16.35
18.58 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 15.60

Tab. 6: Details der HPLC- und LC-MS Analyse des Rohextraktes aus Sfradiae RN-435. Aufgefiihrt sind die von
Prof. Dr. K. Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop
erzielten Daten.

3.1.4 Analyse neuer Urdamycine aus S.fradiae RN-435

Nachdem feststand, da in Sfradiae RN-435 nur urdR inaktiviert ist, konnte die analytische Jagd auf die neuen
Urdamycine beginnen: Aus 3 1 NL111V-Flissigmedium wurde Rohextrakt gewonnen (siche 2.12.1) und iiber
eine LH-20 Sephadexsiule vorgereinigt und fraktioniert. Die resultierenden neun Fraktionen (A-I) wiederum

wurden per HPLC und LC-MS (Tokyo) qualitativ untersucht (siehe 2.12.1-2).

Fraktion Vorlaufige UV-VIS-Spektrum M asse (amu)/ M dgliche
Substanzbezeichnung I onisation Struktur
A A261 A-Typ 698.3 (-) ?
A271 A-Typ 698.2 () ?
B A20 A-Typ 584.3 (-) ?
A23 A-Typ 584.2 (-) ?
A239 A-Typ 584.2 (-) ?
A249 A-Typ 584.2 (-) ?
A261 A-Typ 698.3 (-) ?
A271 A-Typ 698.2 (-) ?
C A20 A-Typ 584.3 () ?
D A20 A-Typ 584.3 () ?
D2 A-Typ 470.5 (-) Urdamycin K ?
B2 B-Typ 550.3 (-) ?
E El B-Typ 436.2 (-) ?
G2 B-Typ 436.2 (-) ?
E2 B-Typ 436.2 (-) ?
B2 B-Typ 550.3 (-) ?
B3 B-Typ 550.3 () ?
F El B-Typ 436.2 (-) ?
G2 B-Typ 436.2 (-) ?
E2 B-Typ 436.2 (-) ?
F1 B-Typ 436.2 () ?
G Rabelomycin Rabelomycin 3383 () Rabelomycin
El B-Typ 436.2 (-) ?
G2 B-Typ 436.2 (-) ?
E2 B-Typ 436.2 (-) ?
H Urdamycin I I-Typ 376.2 (-) Urdamycin I
Urdamycin J J-Typ 358.2 (-) Urdamycin J
Rabelomycin Rabelomycin 338.3 (-) Rabelomycin
El B-Typ 436.2 (-) ?
H2 B-Typ 322.2 () Tetrangomycin?
I Urdamycin I I-Typ 376.2 (-) Urdamycin I
Urdamycin J J-Typ 358.2 (-) Urdamycin J
El B-Typ 436.2 () ?

Tab. 7: Zusammenfassung der HPLC- und LC-MS Analyse der Fraktionen A-I, gewonnen aus Rohextrakt von
Sfradiae RN-435. Aufgefiihrt sind die von Prof. Dr. K. Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem

Thermoquest LCQ Massenspektroskop erzielten Daten.
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Diese Ergebnisse halfen insofern, als nun die neuen Substanzen erstmals chromatographisch klar getrennt
vorlagen, auBlerdem wurde, gestiitzt auf Masse, UV-VIS-Spektrum und Retentionszeit, nun vermutlich doch das
eingangs erwartete Urdamycin K (Abb. 4) gefunden. Auch bestand nun (vermeintlich) Klarheit iiber die Anzahl
der neuen Substanzen: Sechs Urdamycine mit A-Typ-Polyketid, vier davon mit Masse 584.2 amu (Substanzen
A20, A23, A239 und A249, Retentionszeiten: 14.42, 15.77, 17.92 und 18.51 min), sowie zwei mit der Masse
698.2 amu (Substanzen A261 und A271 Retentionszeiten: 23.11 und 24.38). Interessanterweise fanden sich auch
vier Urdamycine mit B-Typ-Polyketid mit gleicher Masse (436.2 amu) bei unterschiedlichen Retentionszeiten
(Substanzen E1, G2, E2, F1, Retentionszeiten 17.92, 19.20, 20.96, 21.76 min), plus zwei mit der Masse 550.3
amu (B2 und B3, Retentionszeiten: 25.17 und 25.82). Durch HPLC-UV/LC-MS wurden also sechs Urdamycin-
Paare (jeweils A- und B-Typ-Aglycon) identifiziert, sowie mit groBer Wahrscheinlichkeit das Tetrangomycin.
Zwar konnten aus dem in diesem Stadium noch weitgehend vorhandenen Rohextrakt aus der 3 L-Kultur zwei
Substanzen zur Homogenitit aufgereinigt werden, die Substanzmenge war aber zu gering fiir eine liickenlose
Strukturauflirung im Rahmen einer ersten kernresonanzspektroskopischen Untersuchung, die von Prof. Dr. Koji
Ichinose durchgefiihrt wurde. Immerhin wurde bestdtigt, dal es sich um Urdamycine mit dem A-Typ-Aglycon
handelt, eine L-Rhodinose an Position C-12b O-glycosidisch verkniipft ist, und C-9 ein Mono- bzw. Disaccharid
aus Deoxyzuckern trigt. Die Konfusion war aber dennoch gewachsen statt beseitigt: waren die Substanzen mit
gleicher Masse aber unterschiedlicher Retentionszeit nur Artefakte oder real? Wenn ja, wie sah deren genaue
Struktur aus? Worin unterscheiden sie sich? Der erste theoretische Erklarungsversuch beinhaltete das Auftreten
enantiomerer Trideoxyhexosen, also z.B. D- und L-Rhodinose. Aber: Alle beobachteten Effekte konnten nicht
erklart werden.

Die bis jetzt erzielten Resultate rechtfertigten den Aufwand fiir eine 15 1 Produktionskultur, d.h. 150
Erlenmeyerkolben zur Gewinnung groflerer Substanzmengen. Es wurde daher die préparative Reinigung
einzelner Substanzen unternommen, um iiber NMR-Daten diese Fragen - und letztlich die nach der Funktion von
UrdR - zu beantworten. Die Fermentationsarbeiten wurden in diesem Stadium von Dr. Ing. Uwe Theobald und
Dipl.-Ing. Georg Grewe unterstiitzt (beide Eberhard-Karls-Universitdt Tiibingen, Abteilung Fermentation des
Lehrstuhls Mikrobiologie/Biotechnologie).

Der daraus fiir die praparative HPLC verwendete Rohextrakt wurde wie in 2.12.1 und 2.12.2 beschrieben
gewonnen und fraktioniert (Fraktionen A-H). Es gelang, aus den Fraktionen A, D, G und H die in Tab. 8
verzeichneten Substanzen durch préparative HPLC aufzureinigen (siche auch 2.12.5).

Die Produktionsraten der einzelnen Urdamycine unterliegen Schwankungen. Die angegeben Werte sind daher als
grobe Anhaltspunkte anzusehen. Rabelomycin, Urdamycine I und J sind mit ca. Smg/l Hauptprodukte, A21 und
A22 werden mit <0,5 mg/] hergestellt, A239/249/261/271 sowie D2/G2/H2 jeweils mit ca. 1,5 mg/l.
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Substanz | Retentions | UV-VIS Masse | Strukturvor schlag Aglycon/Zucker
zeit (min) | Spektrum

A21 11.86 A-Typ 714.1 | A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b, Disaccharid an C-9,
davon eine Dideoxyhexose, und eine Trideoxyhexose
A22 13.33 A-Typ 714.1/ | A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b, Disaccharid an C-9,
davon eine Dideoxyhexose, und eine Trideoxyhexose (Masse
730.1 |714.1),

A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b, Disaccharid an C-9,
zwei Dideoxyhexosen (Masse 730.1)

A239 17.71 A-Typ 584.1 | A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b, eine Trideoxyhexose an
C-9

A249 19.19 A-Typ 584.1 | A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b, eine Trideoxyhexose an
C-9

A261 9.25 A-Typ 698.2 | A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b, Disaccharid aus zwei
Trideoxyhexosen an C-9

A271 10.49 A-Typ 698.2 | A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b, Disaccharid aus zwei
Trideoxyhexosen an C-9

D2 15.86 A-Typ 470.1 | A-Typ Aglycon/L-Rhodinose an C-12b oder Trideoxyhexose an
C-9, wahrscheinlich Urdamycin K (Abb. 4)

G2 19.24 B-Typ 436 B-Typ Aglycon/Trideoxyhexose an C-9

H2 19.25 B-Typ 322 B-Typ-Aglycon unglycosidiert, d.h. identisch mit Tetrangomycin

(Kunstmann und Mitscher, 1966)

Tab. 8: Details der HPLC- und LC-MS Analyse der gereinigten Einzelsubstanzen, gewonnen aus Rohextrakt von

15 1 Kultur von Sfradiae RN-435. Aufgefiihrt sind die von Prof. Dr. K. Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020

HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop erzielten Daten, auBlerdem jeweils ein

Strukturvorschlag fiir das Aglycon und den Zuckeranteil. Angegeben sind die Retentionszeiten im Gradienten

fiir HPLC-MS (siehe 2.12.6), im Fall von A261 und A271 gelten die Retentionszeiten fiir den fir Urdamycin R

und S modifizierten HPLC-Gradienten (siche ebenfalls 2.12.6) .

Die Strukturvorschlidge basieren

e Allgemein auf der Molekiilmasse.

*  Fiir das Aglycon auf dem UV-VIS-Spektrum und NMR-Daten.

e Fiir den Zucker an C-12b auf den ersten (unvollstdndigen) NMR-Daten.

e auf der Beobachtung, dal UrdGT1a, also die INDP-L-Rhodinose: Aquayamycin-Glycosyltransferase, die den
Zucker an den tertidren Alkohol an Position C-12b transferiert, sehr spezifisch arbeitet und keine

Abweichungen in ihrer Substratspezifitét zeigt (J.Rohr, pers. Mitteilung) Daher wird angenommen, daf} der

an C12-b transferierte Zucker stets L-Rhodinose ist.

NM R-Daten
Um nun das strukturelle Geheimnis der aufgereinigten neuen Urdamycine zu liiften, wurden die genannten

Substanzen von Prof. Dr. Koji Ichinose durch Protonen- und *C-Kernresonanzspektroskopie untersucht (NMR-
Tabellen im Anhang). Alle Strukturen konnten aufgeklirt werden, auler die des C-glycosidisch gebundenen
Zuckers im Disaccharid von A271. Fiir dessen Strukturaufklarung wurde A271 daher hydrolysiert, und das
Aglycon im chemischen Sinne (also Polyketid und C-glycosidisch gebundener Zucker) wurde von Dr. Gerald

Dréger, Institut fiir Organische Chemie, Universitdt Hannover, per NMR untersucht.
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A249 wird kiinftig als Urdamycin M bezeichnet (Abb.13). Es besitzt das Polyketid des Urdamycin A, sowie C-
glycosidisch an C-9 gebunden eine f-D-Rhodinose als Zuckeranteil. Im Zusammenhang mit Urdamycin M wird
zum ersten Mal D-Rhodinose in einem Stoffwechselprodukt eines S.fradiae-Stammes beschrieben. An C-12b

des Polyketides befindet sich, O-glycosidisch gebunden, eine L-Rhodinose.

A261 wird kiinftig als Urdamycin R bezeichnet (Abb.13). Der Polyketid-Anteil ist identisch mit dem des
Urdamycin A, auch die L-Rhodinose an C-12b. Urdamycin R tragt an C-9 des Aglycon ein C-glycosidisch
gebundenes Disaccharid: B-D-Rhodinose-a (1-4)-L-Rhodinose. Das vorgenannte Urdamycin M stellt somit die
Vorstufe zu Urdamycin R dar.

Urdamycin M

Urdamycin R

Urdamycin S

Urdamycin T

Abb. 13: Strukturformeln der neuen Urdamycine M und R-T.
A271 wird kiinftig als Urdamycin S (Abb.13) bezeichnet. Der Polyketid-Anteil ist auch hier identisch mit dem
des Urdamycin A, ebenso die L-Rhodinose an C-12b. Urdamycin S trigt an C-9 des Aglycons ein C-

glycosidisch gebundenes Disaccharid: B-D-Amicetose-o (1-4)-L-Rhodinose.

Substanz D2 stellte sich als identisch mit dem bereits beschriebenen Urdamycin K (Abb. 4) heraus (Kiinzel et
al., 1999).
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Die Verbindung G2 heif3t fortan Urdamycin T (Abb.13). Es besteht aus dem Polyketid des Urdamycin B, sowie
einer iiber Position C-9 C-glycosidisch gebundenen B-D-Amicetose. Dieser Zucker ist das C-4"-Epimer der D-

Rhodinose und bislang unbekannt in allen Sekundérstoffen aus S. fradiae-Stammen.

H2 ist das unglycosidierte Urdamycin B-Polyketid, somit identisch mit dem von Kunstmann und Mitscher

(1966) beschriebenen Tetrangomycin (siehe Abb. 2).

Die Strukturen von A21 und A22 und A239 konnten durch LC-MS und "H-NMR partiell aufgeklirt werden.
Sicher ist fiir alle drei Substanzen das Polyketid des Urdamycin A, die O-glycosidisch gebundene L-Rhodinose
an C-12b, sowie fiir A21 und A22 ein Disaccharid an C-9. Dessen Monomere - eine Dideoxyhexose und eine
Trideoxyhexose - bleiben aber unidentifiziert. A239 trigt einen Zucker C-glycosidisch an C-9 des Polyketids,
mit groBer Wahrscheinlichkeit eine B-D-Amicetose, und wire somit die Vorstufe bzw. das 4’-Derhodinosyl-
Intermediat des unten beschriebenen Urdamycin S.

Séamtliche von Sfradiae RN-435 produzierten Urdamycine sind also entweder unglycosidiert oder tragen die
Trideoxyhexosen D-Amicetose oder Rhodinose (L- und D-konfiguriert) als Zuckerkomponenten. D-Olivose
kommt infolge der UrdR-Inaktivierung nicht mehr vor, weshalb UrdR als dTDP-4-Keto-2,6-Dideoxyhexose-
Ketoreduktase zu identifizieren ist.

Die urspriingliche Frage lautete aber, ob durch Geninaktivierung neue Zucker entstehen und iibertragen wiirden.
Die Antwort lautet: ja! Zusitzlich wurde deutlich, daB GTs Unterschiede in ihrer Substratflexibilitit besitzen:
Statt D-Olivose findet sich D-Rhodinose oder D-Amicetose C-glycosidisch gebunden als erster Zucker in der C-
9-Seitenkette, auf deren zweiter Position aber nur L-Rhodinose. Die GT fiir letztere Position akzeptiert
offensichtlich keinen der neuartigen Zucker, sondern ist auf L-Rhodinose limitiert, iibertragt diesen aber auf alle
anderen genannten. Worin aber liegen die Unterschiede in der Sperzifitdt begriindet? Ist es mdglich, durch
Editieren der Aminosduresequenz GTs flexibler zu machen? Ist es moglich, Spezifititen zu kombinieren? Ist es

moglich, Spezifititen ineinander zu iiberfithren, gibt es eine Art molekularen Schalter dafiir?

3.2UrdGT1b/UrdGT1c: Die Suche nach dem Spezifitatsschalter
3.21UrdGT1b und UrdGT1c

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung bieten sich, bedingt durch ihre hohe Sequenzéhnlichkeit, UrdGT1b und
UrdGTlc an (Abb. 14 und 16), zwei GTs, die am Aufbau der Trisaccharid-Seitenkette der Urdamycine A und B
beteiligt sind. Der Funktionsnachweis wurde frither durch Geninaktivierung und Komplementierung erbracht,
auflerdem zeigen Datenbankrecherchen eindeutig Sequenzhomologie zu GTs (Trefzer et al., 2000).

UrdGT1b ist eine ANDP-D-Olivose:Urdamycin G-Glycosyltransferase, die den Zucker unter Ausbildung einer B(1-
4)-glycosidischen Bindung auf die Hydroxylgruppe an Position C-4A des Urdamycin G transferiert (siche Abb. 15).
UrdGTlc ist eine ANDP-L-Rhodinose: 100-2 Glycosyltransferase, akzeptierende Hydroxylgruppe ist die an Position
C-3" der Substanz 100-2, die entstechende Bindung ist a(1-3)-glycosidisch (siche Abb. 15). Beide
Glycosyltransferasen besitzen hinsichtlich ihres Akzeptorsubstrates leichte Flexibilitdt, denn beide glycosidieren
auch die 12b-Derhodinosyl-Derivate ihrer natiirlichen Substrate: 12b-Derhodinosyl-Urdamycin G (12b-DUG) anstatt
Urdamycin G, sowie Aquayamycin anstatt 100-2, (siche Abb. 4). Als Akzeptorsubstrate dient auBerdem das im
Wildtyp vorkommende Urdamycinon B fiir UrdGT1c bzw. 100-1 fir UrdGT1b (Abb. 4, Trefzer et al., 2000).
Weiterhin beweisen die Urdamycine R und S (Abb. 13), da3 zumindest UrdGT 1c den Zuckertransfer auch a(1-4)-
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glycosidisch auf D-Rhodinose oder D-Amicetose durchzufiihren vermag (anstelle a(1-3)-glycosidisch auf D-

Olivose).

[ G| ]/ ] ) S, ) ) S S, S ) ) N S S S S S, ")

e L]

[T
Pf PB Pf PB

1kb urdGT1b urdGT1c

Abb. 14: Das Urdamycin-Gencluster. Die obere Zeile symbolisiert das gesamte Cluster, die Pfeile sind in
Transkriptionsrichtung der jeweiligen Gene orientiert. Die VergroBerung gibt den Bereich mit den Genen
urdGT1b und urdGT1c wieder. Abkiirzungen fiir Restriktionsstellen: B=Bsml, P=Pstl, Pf=PfIMI.

100-2

Urdamycin G

Urdamycin A

H.,C 8

3 o
HO
HO

Abb. 15: Darstellung der von UrdGT1b und UrdGTlc katalysierten Schritte in der Urdamycin-Biosynthese von
Sfradiae Tii2717.

Im Wildtyp wurde fiir beide GTs jedoch nie eine Abweichung von der Spezifitit hinsichtlich des Zuckerdonor-
Substrates oder der Regiospezifitit gefunden. UrdGT1b iibetrégt eine 2,6-Dideoxy-D-Hexose durch Ausbildung
einer (1-4)-glycosidischen Bindung als drittes Monomer der Urdamycin-Zuckerseitenkette, wihrend UrdGT1c

eine 2,3,6-Trideoxy-L-Hexose durch SchlieBen einer a(1-3)-glycosidischen Bindung als zweites Element der
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Saccharidkette transferiert. Fiir das Finden dieses Schalters sind diese GTs préadestiniert, denn trotz der
funktionellen Unterschiede sind 91,5 % der Aminoséurepositionen beider Enzyme (UrdGT1b: 388 aa, UrdGT1c:
391 aa) mit identischen AS besetzt, lediglich 33 Positionen weichen ab, gaps eingeschlossen (Abb. 16).

10 20 30 40 50

URDGT1B MRVLMVBTPA PTHFTPLVSL AWALRGSGHE VVWAGQPDVL GAVASAGLNA
URDGT1C MRVLFLVTPS PTHFTPLVSL AWALRGAGHE VVWAGQPDVL GAVASAGLNA
60 70 80 90 100
URDGT1B VNVGEOWFHVD DMLVAGLREG ERPLETRPRA SLESMGGYGCR VWMIHARYLV
URDGT1C VS| GAPFNGE AKLLAGLGPD QRPLEVRPRP APESMGGYGCR VWMIHARYLV
110 120 130 140 150
URDGT1B GRYMEFARI Y GPDLI VSDPL EYSSLLVGGVY LGVPVWQORW GVDLI SGPAR
URDGT1C GRYMEFARI Y GPDLI VSDPL EYSSLLVGGVY LGVPWQORW GVDLI SGPAR
160 170 180 190 200
URDGT1B AEARPGFGPL CERLGLAGLP DPAVLLDPCP PGALQAPGAEP GSPI RFVPFN
URDGT1C AEARPGFGPL CERLGLAGLP DPAVLLDPCP PALQAPGAEP GSPI RFVPFN
210 220 230 240 250
URDGT1B GNGWPGALR EPRSASRPRV WTLGSRTLA LNGVPLMRG LRAFEELPEV
URDGT1C GNGWPGALR EPRSASRPRV LVTI GG* TLA LNGVPLMRG LRAFEELPEV
260 270 280 290 300
URDGT1B EAVATVDEVF REKVGPVPAN VRWDPVPLH LVLDGCAAVV HHGGAGT TMT
URDGT1C EAVATVDEVF REKVGPVPAN VRWDPVPLH LVLDGCAAVV HHGGAGT TMT
310 320 330 340 350
URDGT1B AGAFGLPQLV LPQLADQFGH GDRVSEVGAG | SLDDAESON DSHRLAVELR
URDGT1C AGAFGLPQLV LPQLADHFGH GDRVSEVGAG | SLDDAESON DSHRLAVELR
360 370 380 390
URDGT1B RLLAEPEFAK AARALADSVR DMPAPAQVAA DLTRLAG ** *L
URDGT1C RLLAEPEFAK AARALADSVR DMPAPAQVAA DLTRI AGWG AL

Abb. 16: Die Aminosiuresequenzen der Glycosyltransferasen UrdGT1b und UrdGTlc. Abweichungen in der
Primérstruktur sind mit fett gedruckten Aminosduresymbolen verzeichnet, Liicken mit Asterisken.

Diese relativ wenigen Positionen in der Primérstruktur, oder einige davon, sind offenbar die Schalter, die
Determinanten fiir die unterschiedlichen Substratspezifititen beider Enyzme. Durch die hohe Ahnlichkeit der
Gene urdGT1b/urdGT1lc haben beide gemeinsame, positionsgleiche Restriktionsschnittstellen, die fiir die
Herstellung hybrider und ortsspezifisch mutagenisierter Gene benutzt wurden (Abb. 6). Ein bereits vor Beginn
dieser Arbeit hergestellter Stamm von Sfradiae Tii2717, 16-14, besitzt ein chromosomal lokalisiertes hybrides
Gen aus den Basen 1-721 von urdGTlb und Basen 719-1176 von urdGT1c, sein Genprodukt hatte die
Eigenschaften von UrdGT1b (Trefzer et al., 2000). Die Strategie der Herstellung hybrider Enzyme schien daher
erfolgversprechend und es war zu erwarten, dal — zumindest einige — hybride GTs funktionell und aktiv sein
wiirden. Das Projekt gliederte sich — nach Analyse der Primér- und vorausgesagten Sekundérstruktur - in finf

Schritte:
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1. Herstellung des Sfradiae-Stammes XTC zur Funktionspriifung von UrdGT Ib-artigen Hybriden
Herstellung und Expression hybrider Gene zur Eingrenzung der relevanten Bereiche
Herstellung und Expression ortsspezifisch mutagenisierter hybrider Gene

Herstellung und Expression einer GT-Genbibliothek

vk wn

Aufreinigung und Analyse neuer Urdamycine

3.2.2 Sequenzanalyse und Sekundér struktur-Voraussage fur UrdGT1b/1c

Die Primérstrukturen von UrdGT1b/UrdGTlc wurden auf das Auftreten typischer Motive hin untersucht,
auflerdem wurden rechnergestiitzt erste Voraussagen iiber die Sekundérstruktur getétigt (sieche Abb. 17). Ein
allgemeiner, nicht auf bakterielle GTs beschrinkter Sequenzvergleich zeigt, dafl die Primérstruktur der GTs sehr
divers ist, einige Motive aber stark konserviert sind. Dies sind in erster Linie das hhhhDxDxh-Motiv
(h=hydrophobe Aminosiure, meist Valin oder Leucin), also zwei hochkonservierte von hydrophoben
Aminoséureresten flankierte Asparaginsiuren, die vermutlich bei der Koordination zweiwertiger Metallkationen
eine Rolle spielen (Busch et al., 1998, Wiggins und Munro, 1998), und ein sich iiber etwa 60 Aminosduren
erstreckendes Nucleotid-Bindemotiv mit einigen hochkonservierten Aminosduren, darunter das Glycin-reiche
Motiv hhHHGGxGT (h=hydrophobe Aminosdure), das, mit Abweichungen, auch noch in nur sehr entfernt
verwandten GTs prisent ist (Ha et al., 2000, Unligil et al., 2000, Mulichak et al., 2001). Weiterhin weisen viele
GTs pro-und eukaryotischer Herkunft das PxsPx3;DQ-Motiv und Ex;E-Motiv als weitere stark konservierte

Aminoséurereste des Nucleotid-Bindemotivs auf (Radominska-Pandya et al., 1999).

Das DxD-Motiv ist in UrdGT1b/UrdGT1c vorhanden als ' GLAGLPDPA'”. Dies steht im Einklang mit dem
Befund, daB die zweite Asparaginsdure starker konserviert ist, da sie fiir die Koordination zweiwertiger
Metallkationen verantwortlich ist, welche die negative Ladung des B-Phosphates neutralisieren (Unligil et al.,
2000, Unligil und Rini, 2000, Zhang et al., 2001). Sehr typisch ausgepriigt ist das Glycin-reiche Motiv
(*VVHHGGAGT?” in UrdGT1b) als Bestandteil des Nucleotidbindemotivs, aufierdem die Motive PxsPx;DQ
und Ex;E C“PQLVLPQLADQ® bzw. **ELRRLLAE in UrdGT1b).

Die vorhergesagten Sekundérstrukturen und ihre Abfolge stimmen in Teilbereichen mit GtfB, der einzigen,
bislang kristallographisch untersuchten GT aus einer Antibiotika-Biosynthese (Mulichak et al., 2001) tberein.
So ist die Abfolge von drei kurzen B-Faltbléttern, getrennt durch zwei lingere a-Helices innerhalb der ersten 60
AS fiir GtfB als Teil einer Rossmann-Struktur (Rossmann et al., 1974) nachgewiesen. Ebenso ergibt die PhD-
Strukturvoraussage fiir UrdGT1b lange helikale Bereiche am C-Terminus, das Motiv VVHHGG verbindet ein -
Faltblatt mit einer a-Helix, das SR-Motiv des Bereiches III in UrdGT 1b/UrdGT 1c liegt in einer Schleife, die auf
ein kurzes B-Faltblatt folgt, alles strukturelle Eigenschaften, wie sie in GtfB gefunden wurden. Das Ergebnis der

PhD-Voraussage ist daher als Modell und Basis fiir weitergehende strukturelle Untersuchungen geeignet.
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Abb. 17: Aminoséduresequenz von UrdGT1b, sowie die Sekundérstrukturvoraussage des Programms PhD. Die
Voraussagen (PHD sec) beziechen sich auf a-Helices (H) oder B-Faltblatt-Strukturen (E). Mit + markiert ist das
DxD-Motiv, mit x das Glycin-reiche GT-Motiv. Weitere konservierte Aminoséuren des Nucleotidbindemotivs

sind mit * gekennzeichnet.
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Abb. 18: Raumstruktur der Glycosyltransferase GtfB. Blau: Aminoterminale Doméne, Rot: Carboxyterminale
Domine. Gelb: Sulfatanion, gibt die vermutete Position des Pyrophosphates eines gebundenen Nucleotidzuckers
an. Der nicht aufgeldste Bereich der GtfB-Struktur befindet sich in der Mitte rechts. Abbildung modifiziert nach
Mulichak et al., 2001.

3.2.3 Herstellung des S.fradiae-Stammes XTC

Eine UrdGT1b-artige Aktivitit einer hybriden Glycosyltransferase hitte in keinem der vorhandenen Sfradiae-
Stamme direkt nachgewiesen werden konnen. Am besten geeignet gewesen wire Sfradiae AX (urdGT1b,
urdGT1c , Trefzer et al., 2000), allerdings hitte jedes zu untersuchende hybride Gen mit urdGT1c coexprimiert
werden miissen — mit zusitzlichem Klonieraufwand. Um ihn zu vermeiden, wurde Sfradiae XTC hergestellt,
welcher das Gen urdGT1c auf dem Chromosom enthdlt und dieses unter Kontrolle des ermE-Promotors
exprimiert. Dieser Stamm basiert auf Sfradiae AX, besitzt also das funktionelle Glycosyltransferasegen urdGT2,
sowie urdGT1c. Die Herstellung dieses Stammes erfolgte unter Verwendung des Integrationsplasmides pSET-
Icerm (siehe 2.8. und Abb. 43) basierend auf dem Vektor pSET152 (Bierman €t al., 1992, siehe 2.4.1).

Eine Integrationsmutante, Sfradiae XTC, wurde in NLI111V-Produktionsmedium angezogen und auf
Urdamycin-Produktion hin untersucht. Sie zeigte in einer diinnschichtchromatographischen Voranalyse das
identische Urdamycin-Muster wie Sfradiae AX-Mutante, transformiert mit pUWL-urdGT1c (siche 2.4.2).
HPLC und LC-MS-Untersuchungen (siehe 2.12.4), durchgefiihrt von Prof. Dr. Koji Ichinose, Tokyo University,
Tokyo, Japan, bestitigen diesen Befund (Tab. 9): XTC produziert hauptséchlich 12b-Derhodinosyl-Urdamycin
G sowie 100-1, auBerdem in geringen Mengen noch Aquayamycin.

AuBerdem wurde Sfradiae XTC zur Kontrolle mit pUWL-urdGT1b (siehe 2.4.2) transformiert und ebenfalls per
HPLC und LC-MS untersucht, sowie die Sfradiae AX untransformiert und mit pUWL-urdGT1c (siehe 2.4.2)
transformiert, um das Produktionsspektrum nach urdGT1lc-Expression vom Plasmid versus Expression vom

Chromosom zu vergleichen.
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M utante/ Gefundene Substanzen Glycosidierungsmuster | HPL C-Chromatogramm
exprimiertes an C-9

Gen

AX Aquayamycin, Urdamycinon B 0-PK Abb. 20 a

AX+urdGT1c | 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20 b

XTC 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20 ¢

XTC + 12b-DUA, Urdamycin B O-R-O-PK Abb. 20 f

urdGT1b

Tab. 9: HPLC- und LC-MS Analyse von Rohextrakt, gewonnen aus Sfradiae AX und XTC. Aufgefiihrt sind die
von Prof. Dr. K. Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop
erzielten Daten. Zu UV-VIS-Spektren sieche Abb.12. Abkiirzungen: PK=Urdamycin-Polyketid, O=D-Olivose,
R=L-Rhodinose. Details der HPLC-Daten im Anhang.

In der mit pUWL-urdGT1b transformierten XTC-Mutante wurde die Produktion von Urdamycin B und 12b-
Derhodinosyl-Urdamycin A (12b-DUA) wieder hergestellt. Damit war der Nachweis erbracht, dafl das
Urdamycin-Spektrum von XTC einer AX-Mutante, transformiert mit pUWL-urdGT 1c, ebenbiirtig ist, auBerdem
ist die Komplementierbarkeit mit urdGT1b gezeigt worden: XTC stand als System zur Untersuchung UrdGT 1b-
artiger hybrider GTs zur Verfiigung.

3.2.4 Hybride Glycosyltransferasen: Wo ist der Schalter ?
Die Primérstrukturen von UrdGT1b und UrdGT Ic wurden in fiinf Bereiche unterteilt (siehe Tab. 10, Abb. 6 und
19), die ausschlieflich iiber das Vorkommen gemeinsamer Restriktionsschnittstellen in der DNA-Sequenz ihrer

Gene definiert wurden. Es sind dies folgende Bereiche:

Bereich |Basen Beginnund Ende | AS

I 1-94 Start bis PfIMI 1-31

ITa 95-249 PfIMI bis Xhol 32-83

b 250-552 Xhol bis PstI 84-184

I 553-718 Pt bis Bsml 185-239 (240 in UrdGT1b)
(721 in urdGT1b)

v 719-1176  (722-1167 | Bsml bis Ende 240-391 (241-388 in UrdGT1b)
in urdGT1b)

Tab. 10: Bereiche der GT-Gene urdGT1b und urdGT1c.

Die Unterteilung des Bereiches II in Ila und IIb wurde vorgenommen, weil in IIb perfekte Sequenzidentitit

herrscht, wahrend Ila der variabelste Bereich iiberhaupt ist. Um die Relevanz einzelner Bereiche fiir die

Substratspezifitit der Enzyme zu bestétigen oder auszuschlieBBen, wurden Bereiche einzeln oder in Kombination

zwischen den beiden Quellenzymen UrdGT1b und UrdGTlc durch Herstellung der entsprechenden Gene

getauscht (Details der Herstellung siehe 2.7):

e Das erste Hybridenpaar waren die GTs H1 und H2. Erstere besitzt Bereich I von UrdGT1b, alle anderen
Bereiche stammen von UrdGT 1c. Das zweitgenannte Protein ist das dazu inverse Hybrid. Dieses Paar dient
also der Untersuchung des Einflusses von Bereich I auf die Spezifitét.

e Das zweite Hybridenpaar waren die GTs H4 und H3. Erstere besitzt Bereiche I und II von UrdGTlc, die

anderen Bereiche stammen von UrdGTl1b. Das zweitgenannte Protein wiederum ist das dazu inverse
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Hybrid. Mit diesem Hybridenpaar konnte also im Vergleich zum vorgenannten Paar zusétzlich die Rolle von
Bereich I1a untersucht werden.

HS ist eine hybride GT, die die Bereiche I-IIT von UrdGT ¢ besitzt, Bereich IV stammt von UrdGT1b, um
den Einflufl von Bereich IV zu priifen. Auf die Konstruktion des inversen GT-Gens wurde verzichtet, da es
im Sfradiae-Stamm 16-14 als chromosomal lokalisiertes Gen (GT16-14) bereits vorlag und eine UrdGT1b-
artige Spezifitit aufwies (Trefzer et al., 2000). Diese Ergebnis war bereits ein Hinweis, dal Bereich IV nicht
(oder nicht allein) fiir die Spezifitit verantwortlich sein wiirde.

Um die Relevanz der Bereiche II und III gleicher Herkunft zu priifen, wurde das Hybridenpaar H7 und H6
generiert. Die GT H7 besitzt II und III von UrdGTlc, die Bereiche I und IV von UrdGT1b, GT H6 stellt
wiederum die inverse GT dar.

SchlieBlich wurde mit H8 eine GT geschaffen, die den Bereich III von UrdGT1b trug, die restliche Sequenz
stammte von UrdGT1b.
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1 32 84 185 241 388 aa
[ |l m |m| v
) 614 wie UrdGT1b

Abb. 19: Ubersicht iiber die hybriden Glycosyltransferasen. Regionen aus UrdGT1b sind blau, solche aus
UrdGTlc sind rot markiert, die Enzymregionen sind mit romischen Ziffern, die Aminoséurepositionen der
Grenzen mit arabischen Ziffern gekennzeichnet.

Die Expression der Gene aller genannten GTs in den Sfradiae-Stimmen AX, sowie der Wildtyp-Gene urdGT1b
und urdGT1c zur Kontrolle, ergab durch DC sowie HPLC und LC-MS (siehe 2.12.4 und 2.12.6) das in Tab. 11
zusammengefasste Bild hinsichtlich des Urdamycin-Produktionsspektrums (zur Kontrolle der HPLC wurde
authentische Reinsubstanz von Urdamycin A verwendet). Ausgewihlte Chromatogramme sind in Abb. 20

dargestellt, Details zu saimtlichen HPLC-Laufen im Anhang, Abschnitt 6.3.
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Exprimiertes | Gefundene Substanzen Glycosidierungsmuster | HPL C-Chromatogramm
Gen an C-9

urdGT1c 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20 b
Hl 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20d
H2 Aquayamycin, Urdamycinon B | O-PK Abb. 20 a
H3 Aquayamycin, Urdamycinon B 0-PK Abb. 20 a
H4 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20d
H5 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20d
H6 Aquayamycin, Urdamycinon B 0-PK Abb. 20 a
H7 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20d
HS8 Aquayamycin, Urdamycinon B 0-PK Abb. 20 a

Tab. 11: Ubersicht iiber die durch HPLC-UV-VIS und LC-MS identifizierten Urdamycine nach Expression
verschiedener hybrider GT-Gene in Sfradiae AX. Abkiirzungen: PK=Urdamycin-Polyketid, O=D-Olivose,
R=L-Rhodinose. Details der HPLC-Daten im Anhang.

Das Auftreten von 12b-DUG und 100-1 (Abb. 4), also Substanzen mit einer Disaccharidseitenkette (D-Olivose-
L-Rhodinose an C-9) zeigt die Aktivitit des Enzyms an, sowie die UrdGTl1c-artige Spezifitdt des hybriden
Enzyms. Die Relevanz einzelner Bereiche fiir die Spezifitidt von UrdGT1c zeigt sich nach der Untersuchung des
Urdamycin-Spektrums in Sfradiae AX wie folgt:

Bereich 1 ist irrelevant, denn die hybride GT H1 ist wie UrdGT1c aktiv (trotz Bereich I aus UrdGT1b), H2 ist
inaktiv (trotz Bereich I aus UrdGT1c).

Bereich III ist irrelevant, denn die hybride GT H4 ist wie UrdGTl1c aktiv, obwohl die Bereiche III und IV aus
UrdGT1b stammen, umgekehrt ist H3 inaktiv trotz Bereichen III und I'V aus UrdGTlc.

Bereich 1V ist irrelevant, denn H5 ist wie UrdGT1c¢ aktiv (trotz Bereich IV aus UrdGT1b). Durch die Arbeiten
zu Sfradiae 16-14 ist bekannt, da} dessen Hybride, das zu H5 inverse Enzym, nicht wie UrdGT 1¢ arbeitet.
Bereich Ila ist der fiir UrdGT 1c-artige Aktivitdt relevante Bereich: Sofern er von UrdGT1c stammt, besitzt das
hybride Enzym dessen Spezifitit, unabhéngig davon, ob andere Bereiche (z.B: Bereich III in H7) gleichen
Ursprungs sind oder nicht, wie z.B. Bereich III in H4.

Die in Sfradiae AX inaktiven, d.h. nicht wie UrdGTlc aktiven hybriden GT-Gene wurden mit folgendem
Befund in Sfradiae XTC exprimiert, die Rohextrakte per HPLC und LC-MS analysiert (siche 2.12.4. und
2.12.6).

Exprimiertes | Gefundene Substanzen Glycosidierungsmuster | HPL C-Chromatogramm
Gen an C-9

urdGT1b 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 f

H2 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 g

H3 12b-DUG, 100-1 R-O-PK Abb. 20 e

H6 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 g

HS8 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 g

Tab. 12: Ubersicht iiber die durch HPLC-UV-VIS und LC-MS identifizierten Urdamycine nach Expression
verschiedener hybrider GT-Gene in Sfradiae XTC. Abkiirzungen: PK=Urdamycin-Polyketid, O=D-Olivose,
R=L-Rhodinose. Details der HPLC-Daten im Anhang.

Das Auftreten von 12b-DUA und Urdamycin B, also Urdamycinen mit einer Trisaccharidseitenkette (D-Olivose-
L-Rhodinose-D-Olivose an C-9) zeigt die Aktivitat eines (in Sfradiae AX als inaktiv gefundenen) Enzyms in
Sfradiae XTC an, sowie dic UrdGTlb-artige Spezifitit des jeweiligen hybriden Enzyms. Die gefundene
Relevanz von Bereich Ila fiir die Spezifitdit von UrdGTlc gilt genauso fiir UrdGT1b und wird durch die
Expressionsversuche in Sfradiae XTC bestitigt, allerdings mit einer interessanten Ausnahme: H3 ist auch in

Sfradiae XTC inaktiv. Der Bereich IIa aus UrdGT1b in Kombination mit Bereich III aus UrdGT 1c ist dann als
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nicht kompatibel erkannt worden, wenn Bereich IV ebenfalls aus UrdGTlc stammt. Stammt letzterer aus

UrdGT1b (dies ist beim Hybrid H8 der Fall) ist das Enzym voll funktionell.

mAU mAU 12b-Derhodinosyl-
Aquayamycin Urdamycin A Urdamycin B
100 | 150 4
Urdamycinon B
a f
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Abb. 20: Ausgewéhlte HPLC-Chromatogramme von Rohextrakten aus Sfradiae AX und XTC. a) Sfradiae AX
untransformiert. b) Sfradiae AX nach Expression von urdGT1c. ¢) Sfradiae XTC untransformiert. d) Sfradiae
AX nach Expression von H1. Vergleichbare Chromatogramme wurden nach Expression von H4, H7 und HS
erhalten. e) Sfradiae XTC nach Expression von H3. f) Sfradiae XTC nach Expression von urdGT1b. g)
Sfradiae XTC nach Expression von H2. Vergleichbare Chromatogramme wurden nach Expression von H6, HS,
H9, H10 und H11 erhalten. h) Sfradiae XTC nach Expression von H3S. i) Sfradiae XTC nach Expression von
H3R. j) Sfradiae XTC nach Expression von H3SR.
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Abb. 21: Typische Massenspektren von Aquayamycin (a), Urdamycinon B (b), 12b-DUG (c), 100-1 (d), 12b-
DUA (e), Urdamycin (f), sowie 12b-DUO (g). Signale mit einer relativen Hé&ufigkeit von <5% sind nicht
dargestellt. Die Spektren wurden von Prof. Dr. K.Ichinose mit einem Thermoquest LCQ-Massenspektroskop im
negativen Modus und Atmospharendruck/Chemischer Ionisation aufgenommen.

Die urspriingliche Frage lautete, in welchem Bereich der Schalter, die Determinanten fiir die Substratspezifidt zu
suchen seien. Die Expression der hybriden GTs zeigte, daB3 Bereich Ila fiir die Substratspezifitit verantwortlich
ist, wihrend Bereich III unter bestimmten Umstdnden die katalytische Aktivitdt des Enzyms beeinflusst. Nun
wurde dazu iibergegangen, durch Herstellung und Expression ortsspezifisch mutagenisierter hybrider Gene die

Rolle einzelner Aminoséduren in Bereich Ila und III fiir Spezifitit bzw. generelle Aktivitit zu untersuchen.

3.2.5 Ortsspezifisch veranderte Glycosyltransferasen: Wie grof3 ist der Schalter?

Bereich Il

Das Enzym H3 (Abb. 22) arbeitet weder wie UrdGT 1b noch wie UrdGT c, ist also offenbar inaktiv (siehe Tab.
11 und 12). Die hybride GT von Sfradiae 16-14, GT16-14, welche sich nur an drei Positionen in Bereich III der
Primérstruktur von H3 unterscheidet, ist hingegen aktiv (wie UrdGT1b): es sind Leucin vs. Valin (Pos. 221),
Glycin vs. Serin-Arginin (Pos. 226 bzw. 226-227). Um die Mdglichkeit auszuloten, ob das inaktive Enzym durch
einen Aminosdureaustausch refunktionalisiert werden konne, wurde H3 in drei Varianten editiert. Gly226 wurde
gegen seine (durch den gap bedingt) zwei Positionsdquivalente in der hybriden GT HS, Ser226 oder Arg227
ersetzt. Dies ergab die hybriden GTs H3S oder H3R. Details ihrer Herstellung sind in Abschnitt 2.7 beschrieben.
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AuBerdem wurden Serin und Arginin gleichzeitig eingefiihrt, also G226—>*°SR**’. Diese hybride GT wurde
H3SR genannt. Alle drei in Bereich III ortsspezifisch editierten Gene wurden in Sfradiae XTC exprimiert, um
durch das Verhéltnis von 12b-DUG (Edukt von UrdGT1b) zu 12b-DUA (Produkt) auf Wiederherstellung einer
UrdGT 1b-artigen Enzymaktivitit zu priifen. Tabelle 13 beschrénkt sich daher auf A-Typ Urdamycine.

Kontrollen Retentionszeit | Spektrum | Masse (amu)/ Substanz Peakflache
(min) lonisation (%)
Sfradiae XTC 12.14 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 35.27
untransformiert
Exprimiertes Retentionszeit | Spektrum | Masse (amu)/ Substanz Peakflache
Gen (min) lonisation (%)
urdGT1b 13.60 A-Typ 730.3 (-) 12b-DUA 38.96
H3R 12.22 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 37.92
13.50 A-Typ 7303 (-) 12b-DUA 2.54
H3S 12.45 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 27.87
13.71 A-Typ 730.2 () 12b-DUA 3.89
H3SR 12.38 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG <20
13.79 A-Typ 7303 () 12b-DUA 30.50

Tab. 13: Details der HPLC- und LC-MS Analyse (siche 2.12.4 und 2.12.6) von Rohextrakt, gewonnen aus
Sfradiae XTC untransformiert bzw. nach Expression des jeweiligen hybriden GT-Gens. Aufgefiihrt sind die von
Prof. Dr. K. Ichinose erzielten Daten. Das UV-VIS-Spektrum von A-Typ Urdamycinen ist in Abb. 12,
Chromatogramme sind in Abb. 20 c, h, i und j dargestellt.

Das Auftreten von sehr geringen Mengen 12b-DUA nach Expression von H3R oder H3S zeigt, da8 durch die
Editierung eine enzymatische Minimalaktivitdt wiederhergestellt werden konnte, das Edukt aber bei weitem

226SR227

iiberwiegt. Durch den Aminoséureaustausch G226— hingegen ist die volle, dem Wildtyp vergleichbare

Aktivitit wiederhergestellt.
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1 32 84 185 241 388aa

I | Oa| IIb I v

UrdGT1b

H9 wieUrdGT1b

H10 wieUrdGT1b

H11/H12 wieUrdGT1b

H13 wieUrdGT1c

GT16-14 wie UrdGT1b

H3 inaktiv

H3R wie UrdGT 1b (schwach)

H3S wie UrdGT 1b (schwach)

H3SR wieUrdGT1b

UrdGT1c

Abb. 22: Ubersicht iiber die ortsspezifisch mutagenisierten hybriden Glycosyltransferasen. H9-13 wurden in
Bereich Ila verdndert, H3R, H3S und H3SR entstanden durch Editierung der Sequenz von H3 in Bereich III.
Regionen aus UrdGT1b sind blau, solche aus UrdGT1c¢ sind rot markiert, die Enzymregionen sind mit rémischen
Ziffern, die Aminoséurepositionen der Grenzen mit arabischen Ziffern gekennzeichnet.

Bereich lla

Die Ergebnisse der Expression hybrider GTs (Tabellen 11 und 12) zeigte, dal die Substratspezifititen sowohl
hinsichtlich Donorzucker als auch Akzeptor im Bereich Ila, also den Aminosadurepositionen 52-82 festgelegt
werden. Dieser Bereich unterscheidet sich zwischen den Quellenzymen UrdGT1b und UrdGTlc an 18
Positionen.

Um die Zahl relevanter Aminosdurepositionen weiter zu verringern, den determinierenden Aminoséuren also
niherzukommen, wurden die Gene von drei Varianten von UrdGT1b hergestellt (GTs H9-11, Details in 2.7) und
in Sfradiae XTC exprimiert. Die editierten Positionen lagen in Bereich Ila und erfolgten durch Einbau von
positionsdquivalenten Aminosduren aus UrdGT 1c. Es sind dies die Austausche

o %Pro-Ala-Pro* (anstelle **Ala-Ser-Leu® ) in GT1bH9

*  Val76 und **Pro-Ala-Pro** (anstelle Thr76 und **Ala-Ser-Leu* ) in GT1bH10

+  %Gly-Pro-Asp-Gln’' und ¥’Pro-Ala-Pro®* (anstelle ®*Arg-Glu-Gly-Glu”' und **Ala-Ser-Leu®*?) in GT1bH11
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UrdGT1b: VNVGEDOWFHVDDML VAGL REGERPLETRPRASL
UrdGTlc: VS| GAPFNGEAKLLAGL GPDORPLEVRPRPAP

HO: VNVGDWEHVDDM. VAGL REGERPL ETRPRPAP
H10: VNVGDWEHVDDM. VAGL REGERPL EVRPRPAP
HI1/12: VNVGDWEHVDDML VAGL GPDQRPL ETRPRPAP
HI3: VS| GAPFNGEAKL L AGL GPDQRPLETRPRPAP

Abb. 23: Aminosduren 51-82 von UrdGT1b, UrdGTlc, sowie den hybriden GTs H9-13. Identische AS sind
schwarz, unterschiedliche rot und blau dargestellt.

Strategie war, durch das Auftreten von 12b-DUA auf Beibehaltung der UrdGT1b-artigen Enzymaktivitit zu

priifen.

Exprimiertes | Gefundene Substanzen Glycosidierungsmuster | HPL C-Chromatogramm
Gen an C-9

urdGT1b 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 f

H9 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 g

HI10 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 g

HI11 12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK Abb. 20 g

Tab. 14: Ubersicht iiber die durch HPLC-UV-VIS und LC-MS identifizierten Urdamycine nach Expression
verschiedener hybrider GT-Gene in Sfradiae XTC. Abkiirzungen: PK=Urdamycin-Polyketid, O=D-Olivose,
R=L-Rhodinose. Details der HPLC-Daten im Anhang.

XTC besitzt also nach Expression der drei editierten Gene H9-H11 das gleiche Sekundérstoffmuster wie nach
Expression von urdGTlb. Dies zeigt den UrdGTlb-artigen Charakter dieser Enzyme, und dal die
ausgetauschten Aminosduren die Spezifitdt nicht beeinflussen. Eine zusitzlich zur Kontrolle durchgefiihrte
Expression dieser Gene in Sfradiae AX blieb ohne Auswirkungen auf dessen Urdamycin-Spektrum, die Enzyme
waren nicht wie UrdGT lc aktiv. Die in diesem Abschnitt untersuchten acht AS determinierten also die Spezifitit

nicht, es verblieben somit noch zehn AS in Bereich Ila.

3.2.6 GT-Bibliothek: Der Schalter wird betéatigt!

Nachdem die Zahl der Aminosdurepositionen auf Zehn eingeschrankt wurde (Positionen 52-53, 55-56, 58-62,
64) wurde die Konstruktion einer GT-Genbibliothek begonnen, bei deren Mitgliedern diese zehn Positionen
zufillig und unabhédngig mit der entsprechenden Aminosdure aus UrdGT1b oder UrdGTlc besetzt wurden.
Insgesamt umfalit die Bibliothek damit 1024 erwiinschte unterschiedliche Enzyme, aulerdem konnen, durch die
Konstruktionsprozedur bedingt, zwei weitere Aminosduren auftreten, damit erhoht sich die Zahl auf 2048. Basis
fiir die Bibliothek war das Gen H11 (siehe Abb. 22 und 23), dessen Produkt im relevanten Bereich Ila bereits
sieben AS von UrdGTlc besitzt. Primdres Ziel war, die Enzymspezifitit durch den zufélligen Einbau der

Aminosauren von UrdGT1b- in UrdGT1c-artig umzuwandeln.

Vor Konstruktionsbeginn muflten drei Voraussetzungen gegeben sein:

1. Das Gen H11 mufite fiir eine Konstruktion der Bibliothek mit einer singuldren Restriktionsschnittstelle im
zu variierenden Bereich ausgestattet werden.

2. Diese stille Mutation durfte keinen Einflufl auf Expression, Aktivitdt und Spezifitit des Enzyms besitzen.

3. Die Spezifitdit mufite UrdGT1c-artig werden, wenn alle zehn fraglichen Positionen gleichzeitig mit den

entsprechenden Aminosduren aus UrdGT 1c besetzt sind.
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Die erste und zweite Voraussetzung wurde durch Herstellung und Expression des Gens H12 erfiillt (siche 2.7
und Abb. 22): Dieses Konstrukt stellt die Basis fiir den Austausch aller zehn noch potentiell fiir die Spezifitdt
relevanten AS in Bereich Ila dar. In GT1b-HI12 ist keine AS ausgetauscht, die Aminosduresequenz ist mit
GTI1bHI11 identisch. Durch eine stille Mutation wurde eine Avrll-Stelle eingefiihrt. Die Mutation betrifft die
Codons 66 und 67 von GT1bH11: GGG (Gly) - GGC (Gly) und TTG (Leu) —» CTA (Leu). Dadurch entsteht
eine Avrll-Stelle CCTAGG.

Die dritte Voraussetzung wird durch H13 erfiillt (Abb. 22 und 23, Konstruktion in 2.7 beschrieben). Dieses
Gen/Enzym stellt die Kontrolle fiir die GT-Bibliothek dar. Der Bereich Ila ist in H13 fast vollsténdig identisch
mit dem aus UrdGTl1c (Abb. 23), die restlichen Bereich stammen von UrdGT1b. Beim Austausch entsteht auf
DNA-Ebene eine stille Mutation, verglichen zu urdGTl1c, sie betrifft das Codon 55 (Alanin): Originalcodon in
urdGT1c ist GCA, in GT1b-H13 aber GCC.

Nach Expression in Sfradiae XTC (H12) bzw. Sfradiae AX (H13) wurden die in Tab. 15 aufgefiihrten
Urdamycin-Produktionsspektren durch HPLC und LC-MS gefunden:

Exprimiertes | Gefundene Substanzen Glycosidierungsmuster an C-9
Gen
H12 12b-DUG R-O-PK/
12b-DUA, Urdamycin B 0-R-O-PK
H13 Urdamycinon C, Aquayamycin O-PK/
12b-DUG R-O-PK/
12b-DUC 0O-R-O-PK

Tab. 15: HPLC- und LC-MS Analyse (siche 2.12.4 und 2.12.6) von Rohextrakt, gewonnen aus Sfradiae XTC
nach Expression der ortsspezifisch mutagenisierten GT-Gene H12 und H13. Abkiirzungen: PK=Urdamycin-
Polyketid, O=D-Olivose, R=L-Rhodinose. Details der HPLC-Daten im Anhang.

Das Auftreten von 12b-DUA und Urdamycin B nach Expression von H12 in Sfradiae XTC (siche Abb. 24 a)
zeigt, daBl die stille Mutation in H12 das Enzym nicht beeinflusst, es weiterhin wie UrdGT1b aktiv ist. Das
Auftreten von 12b-DUG und 12b-Derhodinosyl-Urdamycin C (12b-DUC) nach Expression in Sfradiae AX
zeigt, daB3 nach Austausch aller 10 fraglichen AS tatsdchlich eine Spezifititsdnderung hin zum UrdGT1c-artigen
Charakter eintritt, d.h. eine (oder mehrere) dieser 10 AS sind offenbar der Schalter fiir die Spezifitit. Dieser
bemerkenswerte Befund begriindete die Fortsetzung des Projektes durch Herstellung einer Genbibliothek, um so
diesen Schalter noch genauer lokalisieren zu konnen. Zweitens fallt auf, daB bei H13 erstmals in der Serie der
hybriden GTs das Edukt (hier also Urdamycinon C) iiber das Produkt (12b-DUC) iiberwiegt (siche Abb. 24 b),
bei den A-Typ-Substanzen iiberwiegt nur noch schwach das Produkt 12b-DUG, verglichen zum Edukt. Ferner
féllt die starke Produktion von Urdamycin C-Typ Substanzen auf, das gelegentliche Auftreten dieses Effektes ist
allerdings vom Wildtyp her bekannt (Rohr, 1984). Die in H13 gepriifte stille Mutation im Codon 55 (Alanin) hat

keine Auswirkungen.
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Abb. 24: HPLC-Chromatogramme von Rohextrakten aus Sfradiae XTC+ H12 (a) und Sfradiae AX+H13 (b).

Die Herstellung der GT-Genbibliothek ist in 2.10.1 beschrieben. Insgesamt bestehen 2048 Moglichkeiten, 11
Nucleotide im Bereich Ila zu kombinieren und so alle Kombinationen aus den verbleibenden 10
unterschiedlichen Aminosduren in Bereich Ila in UrdGT1b und UrdGT1c abzudecken. Exprimiert ergeben sich
ebensoviele Enzyme. Davon sind 1024 Kombinationen erwiinscht, die restlichen kommen zustande, weil flir den
Austausch Pro56(CCG) - Trp56 (TGG) zwei benachbarte Nucleotide eines Codons unabhingig voneinander
ausgetauscht werden miissen, dadurch kommen zusétzlich zwei neue Codons zustande: CGG (Arg) und TCG
(Ser). Dennoch sind die Kombinationen mit Serin und Arginin nicht unerwiinscht. Bewirken sie Inaktivitét,
treten sie — weil im Screening unauffillig - nie in Erscheinung. Im Falle einer Aktivitdt dieser
Glycosyltransferasen zeigen sie, dafl auch andere als die in den Wildtyp-Enzymen vorkommende AS auf dieser

Position vom Enzym toleriert werden.
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Abb. 25: Beispiel einer DC-Analyse wihrend des Screenings der GT-Bibliothek. Probe VD6 (rechte dufiere
Spur) entspricht Sfradiae AX+GT 1322. Die blaue und rote Bande unter der des Urdamycin P sind dessen C-
und D-Typ-Derivate, die als nicht-enzymatisch gebildete Folgeprodukte entstehen. Alle anderen Proben sind
negativ und zeigen das Urdamycinspektrum von Sfradiae AX.

Mitglieder der Genbibliothek wurden sowohl in Sfradiae AX als auch XTC exprimiert. 210 XTC-
Transformanden und 387 Sfradiae AX-Transformanden wurden per DC (siehe 2.12.3) voruntersucht, ein
Beispiel ist in Abb. 25 wiedergegeben. Wurde ein Enzym als aktiv erkannt, d.h. eine Verdnderung des
Urdamycin-Musters auf der DC-Platte, wurde die Naturstoffproduktion mit HPLC verifiziert (siche 2.12.4), das
Plasmid mit dem zugehdrigen Gen reisoliert, sequenziert und im jeweils anderen Sfradiae-Stamm exprimiert

und in ihm ebenfalls die Naturstoffproduktion per DC, ggf. per HPLC untersucht .
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Kategorie I: Zwei Spezifitaten
gleichzeitig

Kategorie II: Zwei Spezifitdten
nicht gleichzeitig

HO
o
Hacw OH O

HSC@% OH O
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Abb. 26: Urdamycin P-Biosynthese durch GTs der Bibliothek. Kategorie I-Enyzme fithren zwei
Glycosyltransfers auf Aquayamycin gleichzeitig durch, als Produkt entsteht Urdamycin P. Kategorie II-Enzyme
fithren nur einen Glycosyltransfer gleichzeitig durch: entweder wird Aquayamycin zu 12b-DUG oder 12b-DUG
zu Urdamycin P umgesetzt.

Es wurden 40 unterschiedliche, aktive GTs in der Bibliothek gefunden (entspricht 6.7% der insgesamt
untersuchten Mitglieder) . Diese waren entweder wie UrdGT 1b oder wie UrdGT1c aktiv oder besallen eine neue
Spezifitit, die zur Bildung von Urdamycin P fiihrte (Abb. 26). Es wurden auch alle moglichen Kombinationen
dieser Spezifititen gefunden. Auflerdem wurde die GT-Kategorie ,neut+UrdGTlc-Spezifitit” zweigeteilt:
Kategorie I umfasst die Enzyme, die Aquayamycin direkt in Urdamycin P umsetzen kénnen, Kategorie II-
Enzyme setzen Aquayamycin in 12b-Derhodinosyl-Urdamycin G um oder (aber nicht synchron) 12b-
Derhodinosyl-Urdamycin G in Urdamycin P (siche Abb. 26). Im Anhang sind fiir alle aktiven GTs Details der

Verhaltnisse von Edukt zu Produkt, sowie die Aminosdurekombinationen im relevanten Bereich verzeichnet.

Spezifitat Anzahl und Bezeichnung

Wie UrdGT1b 3 GTs (2-1, 3-24, 1734)

Wie UrdGTlc 5 GTs (6-13, 1106, 1423, 1446, 1701)

neuartig aktive GTs 2 GTs (1707, 1717)

UrdGT1b+UrdGTlc 3 GTs(3-11, 1210, 1548)

neu + UrdGT1b 1 GT (0204)

neu +UrdGTlc (I) 5 GTs (0207, 1304, 1322, 1565, 1814)

neu + UrdGT1c (IT) 16 GTs (3-17, 3-19, 6-19, 9-1, 0820, 1111, 1128, 1141, 1413, 1416, 1574,

1703, 1709, 1720, 1806, 1812)
neut+UrdGT1b+UrdGT1c 5 GTs (1-1, 1438, 1511, 1577, 1815)

Tab. 16: Ubersicht iiber die Spezifititen und Bezeichnungen der im Screening gefundenen, aktiven GTs
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Fiir jede GT liegen fiir die Expression in mindestens einem der beiden Wirtsstimme quantitative HPLC-Daten
vor, gewonnen aus den Peakflichen des HPLC-Chromatogramms (siche Anhang). Betrug die Fliche des
Produktes weniger als 5% der des Eduktes, wurde die GT (bzw. die jeweilige Aktivitit einer GT) nicht gewertet.
Besonders interessant ist die GT 1-1. Sie setzt in Sfradiae AX Aquayamycin auch direkt zu Urdamycin P um,
gehort formal also in die Kategorie I (neu+UrdGTlc). In der Sfradiae XTC setzt sie gleichzeitig 12b-DUG zu
12b-DUA und Urdamycin P um, ist somit eindeutig dreifach aktiv und wird deshalb in dieser Kategorie gefiihrt.
Die vier anderen dreifach aktiven GTs konnen in Sfradiae AX Aquayamycin nicht zu Urdamycin P umsetzen.
Die urspriingliche Fragestellung lautete: Kann die Zahl der fiir die Spezifitdt relevanten Aminoséduren — sowohl
fir Donor- als auch Akzeptorsubstrat- innerhalb des Bereiches Ila weiter eingeschrinkt werden? Mit den
aufgefiihrten AS-Kombinationen 146t sich folgendes Ergebnis festhalten: Es ist nicht eine einzelne Aminoséure,
die die Spezifititen diktiert, sondern unterschiedliche Kombinationen fithren zum gleichen Ergebnis. Dennoch
sind Tendenzen erkennbar. Nachfolgende Aufstellung, getrennt nach Spezifititen bzw. deren Kombination
schildert die Details.

UrdGT 1b-Spezifitat

GTs mit UrdGT1b-Charakter (ausschlieBlich oder mit anderer Spezifitdt kombiniert) besitzen fast immer Asp60
und Met62 (11 von 12 GTs). In allen Fillen einer UrdGT Ib-artigen Aktivitit tritt Asn52 und das Motiv **HVD®
auf. Im Fall der dreifach aktiven GTs 1548 und 1815 ist jedoch das HVD-Motiv verindert: “*NGD® bzw.
**HGD®, die UrdGT1b-Aktivitit in beiden GTs ist (deswegen?) sehr schwach.

UrdGT 1c-Spezifitat

Alle fiinf L-Rhodinose transferierenden GTs besitzen Leu64. Besitzt die fragliche GT zusitzlich die neue
Spezifitit bzw. neue und UrdGTI1b-Spezifitdit kombiniert, wurde fast immer Gly59 und Leu 64
kombiniert gefunden (30 von 34 GTs). Das Motiv *NGE® muB nicht konserviert sein, jedoch muf
entweder Asn58 und/oder Gly59 vorhanden sein. Interessant ist GT 1210. Die Kombination der
Aminosauren dhnelt stark der von UrdGT 1b, trotzdem besitzt sie UrdGT 1c-Aktivitit:

Ur dGT1b (WI): NV- DW HVDDM V
1210 © SV- DS- NVDDM V
Ur dGT1c (WI): SI- AP- NGEAK- L

Neue Spezifitat
Mit nur zwei GTs in dieser Kategorie ist die Basis fiir eine eindeutige Aussage klein. Beide GTs zeigen aber die
Sequenz **NVxDS>® und Leu64. Das Serin auf Position 56 ist offenbar nicht (oder nicht alleine) fiir die neue

Spezifitit verantwortlich, denn es existieren in Kombinationen UrdGT 1c+neu auch GTs ohne Serin.

Ur dGT1b (WI): NV- DW HVDDM V
Neu © NV- DS- XXXXX- L
UrdGT1lc (WI): SI-AP- NGEAK- L

Interessant ist GT 1707: Auch hier dhnelt die Kombination der Aminosauren stark der von UrdGT1b. Zwei AS-

Austausche (Ala und Leu) und das Ser56 gentigen fiir eine neue Aktivitit:

Ur dGT1b (WI): NV- DW HVDDM V
1707 © NV- DS- HVDAM L
Ur dGT1c (WI): SI- AP- NGEAK- L
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Aber: In doppelt aktiven GTs (neut+UrdGTlc) ist weder das Serin durchgéngig, noch die Kombination Ala61

und Leu64. Dennoch ist auch dann eindeutig neue Aktivitit gegeben.

Dreifache Spezifitat

Die Sequenzen der dreifach aktiven GTs sind uneinheitlich, jedoch ist — als Voraussetzung fiir eine UrdGT1c-
artige Aktivitdt — Asn58 bzw. Gly59 vorhanden. Das gestorte ¥HVD®-Motiv von UrdGT1b (WT) konnte
Ursache fiir eine relativ geringe UrdGT 1b-artige Aktivitét sein.

Ur dGT1b (WI): NV- DW HVDDM V
1815 © NI - AW HGDDM V
Ur dGT1c (WI): SI- AP- NGEAK- L

Duale Spezifitat: UrdGT1b und UrdGT1c

Drei GTs gehoren in diese Kategorie. Das *HVD®-Motiv ist nicht bewahrt, lediglich Asp55 und Asp60 sind
durchgéngig. GTs 1548 (diese Kategorie) und 1701 (nur UrdGTlc- keine UrdGT1b-Aktivitdt) unterscheiden
sich nur in Positionen 56 (Arg oder Ser) und 62 (Met oder Lys).

UrdGT1lb (WI): Nv- DW HVDDM V

1548 © NV-DR-NGDAM L (UrdGT1b+Ur dGT1c)

1701 : NV-DS- NGDAK- L (UrdGric)

UrdGT1lc (WI): SI-AP- NGEAK-L

Duale Spezifitat: neu und UrdGT1c

Diese GT-Gruppe ist am Héufigsten gefunden worden (21 von 40 GTs insgesamt). Ausgehend vom UrdGT1b-
artigen Hybrid GT1b-H12 fillt es offenbar leicht, die strikte Beschrankung auf D-Olivose und eine B(1-4)-
glycosidische Verkniipfung aufzuheben und L-Rhodinose mit einer a(1-3)-Verkniipfung zuzulassen.

Es ist durchgiingig Asn58 und/oder Gly59 vorhanden, es tritt nie das **HVD*-Motiv auf. Es ist fast durchgéngig

Leu64 vorhanden. Die vierte Position ist offenbar ohne Einfluf}, ebenso Fehleinbauten wie Ile52 oder Phe53.

Duale Spezifitat: neu und UrdGT1b

Nur eine GT zeigt diese Kombination: GT0204. Die neue Aktivitdt ist nur schwach ausgeprigt, die
Hauptaktivitit ist wie UrdGT1b. Das **HVD®-Motiv ist erhalten. Interessant ist, daB eine GT mit neuer
und 1c-Aktivitdt (GT1-1) fast identisch mit 0204 ist, jedoch statt des Valins ein Glycin enthilt

UrdGT1b (WI): NV- DW HVDDM V
0204 © NI - DS- HVDDM L ( neu+Ur dGT1b)
1-1 : NI - DS- HGDDM L ( neu+Ur dGT1c)
UrdGT1lc (WI): SI-AP- NGEAK- L

3.2.7 Analyse neuer Urdamycine

Durch die Arbeiten zu den hybriden GTs und der Bibliothek konnten die neuen Urdamycine N und P erzeugt
werden, sowie 12b-Derhodinosyl-Urdamycin O (Abb.27, NMR-Tabellen im Anhang).

Urdamycine N und 12b-Der hodinosyl-Urdamycin O

Diese Substanzen, iiberwiegend 12b-Derhodinosyl-Urdamycin O (12b-DUO), treten nach Uberexpression von
urdGT1c oder urdGT1c-artigen hybriden GTs in Sfradiae AX oder Sfradiae XTC auf, letzterer tragt urdGT1c
chromosomal unter der Kontrolle des ermE-Promotors. In Sfradiae XTC im untransformierten Zustand wurden

keine derartigen neuen Urdamycine gefunden.
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Exprimiertes Stamm Retentionszeit | Peakflache 12b-DUO | Hauptprodukt
Gen (Spezifitét) (min) (%) (Peakflachein %)
urdGTlc AX 17.07 <5 12b-DUG (33.55)
HI (Ic) AX 16.76 7.79 12b-DUG (22.56)
H7 (Ic) AX 16.86 12.38 100-1 (37.09)

H2 (1b) XTC 16.01 6.79 12b-DUA (26.82)
H3 (inaktiv) XTC 16.72 18.95 12b-DUG (37.45)
H6 (1b) XTC 18.41* 27.72 12b-DUA (29.01)
H9 (1b) XTC 18.50* 4.57 12b-DUA (50.37)
H3S (1b) XTC 18.89* 20.29 12b-DUG (27.87)
HS (1b) XTC 18.20* 9.27 12b-DUA (39.46)

Tab. 18 : Details der HPLC- und LC-MS Analyse fiir 12b-DUO (alle Signale mit A-Typ-Spektrum und Masse
714.3, sieche Abb. 12 und 21) des Rohextraktes, gewonnen aus Sfradiae AX oder XTC nach Expression der
aufgefiihrten hybriden GT-Gene. Chromatographische Untersuchungen gemifl Abschnitt 2.12.4, mit (*)
markierte Daten wurden mit einer HP 1000 HPLC, die nichtmarkierten mit einer Tosoh SC-8020 HPLC erzielt.

12b-DUO besitzt ein A-Typ-, Urdamycin N ein B-Typ-Polyketid. Ungewdhnlich ist das Vorhandensein zweier
L-Rhodinosen in der Zuckerseitenkette, wobei die terminal stehende L-Rhodinose a(1-4)-glycosidisch an die
Hydroxylgruppe von C-4 der vorhergehenden L-Rhodinose angekniipft ist (C-4A im Urdamycin G). Dieses
Trisaccharid ist nach dem fiir Urdamycine iiblichen C-glycosidischen Modus an Position C-9 mit dem Aglycon
verbunden. Fiir UrdGTIc oder die genannten UrdGTlc-artigen Hybriden kann somit keine Flexibilitdt
hinsichtlich des Zuckerdonors konstatiert werden. Auch wurde bei Sfradiae RN-435 gezeigt, dal nur L-
Rhodinose an die zweite Position im Disaccharid transferiert wird, obwohl auch D-Rhodinose und D-Amicetose
verfiigbar wire. Gleichwohl ist aber Flexibilitdt hinsichtlich der akzeptierenden Hydroxylgruppe gegeben:
entweder die an C-3" der D-Olivose und Ausbildung einer a(1-3)-glycosidischen Bindung im Wildtyp oder aber
nach Uberexpression die an C-4A der L-Rhodinose und Ausbildung einer a(1-4)-glycosidischen Bindung.

Auch bei Verwendung von Sfradiae 16-14 (Trefzer et al., 2000) als Wirt zur Uberexpression von urdGT1c
traten Urdamycine mit der ungewohnlichen Seitenkette (D-Olivose-L-Rhodinose-L-Rhodinose) auf. Dies waren
die Urdamycine N und O.

Die Strukturaufklarung der Urdamycine N und O erfolgte durch Prof. Dr. Jirgen Rohr, Medical University of
South Carolina, Charleston SC, USA, 12b-DUO wurde durch HPLC-UV und LC-MS (durch Prof. Dr. K.

Ichinose) identifiziert.
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Abb. 27: Strukturformeln der neuen Urdamycine N, O und 12b-DUO.

Urdamycin P

Das bereits erwihnte Urdamycin P (zur Struktur sowie HPLC- und LC-MS-Details siche Abb. 28) tritt bedingt
durch eine neue bzw. erweiterte Regiospezifitit bei einigen GTs auf, die im Bereich Ila Aminoséureaustauschen
unterzogen wurden, z.B. GT1-1. Urdamycin P besitzt die Masse 730.8 amu, ein A-Typ Aglycon, und trigt ein
Trisaccharid das C-glycosidisch an Position C-9 des Aglycons gebunden ist (NMR-Tabelle im Anhang). Das
Trisaccharid ist, wie im Urdamycin A auch, zusammengesetzt aus zwei D-Olivosen und einer L-Rhodinose,
jedoch trigt die C-glycosidisch gebundene D-Olivose zwei Zucker: sowohl die L-Rhodinose iiber eine o(1-3)-
glycosidische Bindung als auch die D-Olivose iiber eine B(1-4)-glycosidische Bindung, das Saccharid ist also
verzweigt und nicht mehr linear. Die Strukturaufkldrung erfolgte durch Dr. Philip J. Sidebottom,
GlaxoSmithKline Medicines Research Centre, Stevenage, UK. Dort erfolgte durch Dr. Nicholas L. Taylor auch

zusitzliche Massenspektroskopie.

Hybride GT Stamm Retentionszeit | Peakflache Hauptprodukt
(min) Urdamycin P (%) (Peakflachein %)
GT1-1 XTC 8.94 15.39 12b-DUG (43.98)

Tab. 19: Details der HPLC- und LC-MS Analyse des Rohextraktes, gewonnen aus Sfradiae XTC nach
Expression des Gens GT1-1. Chromatographische Untersuchungen gemaf Abschnitt 2.12.4.
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Abb. 28: Urdamycin P: Strukturformel sowie HPLC- und LC-MS-Analyse. HPLC-Chromatogramm von
Rohextrakten aus Sfradiae XTC untransformiert (I), Sfradiae XTC+GT1-1 (II), sowie Massenspektrum nach
chemischer Ionisation (APCI-MS) im negativen Modus (III). Das Signal bei 730.8 amu ist das des Molekiils, bei
616.6 tritt ein Artefakt durch Abspaltung der L-Rhodinose, bei 600.6 durch Abspaltung der D-Olivose auf.

3.3 Proteinexpression und -reinigung
3.3.1 Uberexpression von urdM

Der Gebrauch der Codons in Streptomyces unterscheidet sich von dem von E.coli. Da Streptomyces bevorzugt
GC-reiche Codons verwendet (Bibb et al., 1984), sollte anhand der Expression von urdM als Pilotexperiment
untersucht werden, inwieweit Gene aus dem Urdamycin-Biosynthesegencluster in E.coli iiberexprimiert werden
konnten. Aus zwei Griinden fiel die Wahl auf UrdM: Erstens aufgrund seiner Lange - nach DNA-Sequenzdaten
vorausgesagt sind 671 AS (siche Abb. 30), kalkuliertes Molekulargewicht ist 70.5 kDa, kalkulierter
isoelektrischer Punkt ist pl=6.26 - zweitens aufgrund seines ungewdhnlichen Aufbaus. Homologievergleiche
ergaben Ahnlichkeiten zu Oxygenasen im N-terminalen Bereich (AS 1-383), beispielsweise zu LanM aus dem
Landomycin-Cluster (Westrich et al., 1999), wihrend der C-terminale Bereich Reduktasen dhnelt (AS 414-671),
z.B. LanV oder LanN (Westrich et al., 1999). Geninaktivierung durch weitgehende Deletion sowie
Genkomplementierung zeigte, dal UrdM die Einfiihrung des Sauerstoffs an Position C-12b katalysiert (Faust et
al., 2000). Somit ist UrdM das Enzym, das fiir die Verzweigung der Urdamycin-Repertoires in A-Typ- und B-
Typ-Polyketide verantwortlich ist. Unklar blieb, ob urdM tatsédchlich einen durchgehenden Leserahmen darstellt
und sowohl fiir die Oxygenase als auch die Reduktase codiert, oder ob es sich um zwei separate Proteine handelt,

nach systematischer Nomenklatur wire die Bezeichnung fiir die Reduktase UrdN. E.coli BL21(DE3) x pLysS
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(siche 2.5) wurde mit den Plasmiden pRSETb-urdM (siche Anhang, Abb. 46, Konstruktion in Abschnitt 2.10.2
beschrieben) zur Expression eines Fusionsproteins (His)s-UrdM sowie dem leeren Vektor pRSETD (siche 2.4.1)
zur Kontrolle transformiert (siehe 2.9.1). Das Produkt des Leserahmens von urdM wurde unter denaturierenden
Bedingungen auf einem 12%-SDS-Polyacrylamid-Trenngel analysiert (siche Abb. 29, die Methodik ist in
Abschnitt 2.1.2 beschrieben).

94kDa
67

43

30

20

14.4

Abb 29: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Expression von pRSET-urdM sowie pRSETb (Kontrolle) in
E.coli BL21(DE3) x pLysS. 1: Kontrolle vor Induktion, 2: E.coli BL21(DE3) x pLysS x pRSETb-urdM vor
Induktion 3: Kontrolle nach 4h Induktion, 4: E.coli BL21(DE3) x pLysS x pRSETb-urdM, nach 4h Induktion.
S: Proteinstandard (kDa)

Im Bereich knapp tiberhalb der 67.0 kDa-Bande des Standards ist beim Extrakt aus E.coli mit pRSETb-urdM (4h
nach Induktion, siche Spur 4) eine Bande zu erkennen, die deutlich an Intensitét gewonnen hat, verglichen mit
dem uninduzierten Zustand oder den Kontrollen. Das erwartete Genprodukt von urdM betrégt 43.5 kDa, das von
urdN 27 kDa, zusammen also 70.5 kDa. Fiir keine weitere Bande im Proteingel kann nach Induktion eine
Zunahme der Intensitét festgestellt werden. Dieses Ergebnis zeigt einerseits, dafl E.coli BL21(DE3) x pLysS zur
Expression auch langer streptomycetaler Gene geeignet ist, auBerdem ist UrdM tatsdchlich ein durchgehendes

Protein mit nachgewieser Oxygenase- und Reduktasefunktion (an C-12b des Urdamycin-Polyketids).

78



Ergebnisse

10
MVAPSLDVDV

70
ELLHERG.VE

130
GAEVRRGHTV

190
DPTKELLRAD

250
VRAAWARVTG

310
L QDAMDL GGK

370
VFCGELLGLGA

430
KTALVTGSSR

490
VPCDVHELFL

550
Fl VQRAVTLI

610
SVGPG TNNG

670
SGAPCSAESR

20
| WGAGPVGL

80
RLGPPPDAGP

140
| GLVEAPDGV

200
LAG ELRERR

260

30
MLACELLRTG

90
GHFGA PLDL

150
SWATAPSGE

210
FERHPNGVAN

270

40
GVRVTVLERL

100
TEAGESRYAG

160
RLRLSAAYI V

220
ARRGPDG TR

280

EDI SGAEPVW VNAFHNARRQ AARYRKGRVL

320
LAAHI TGKAG

380
ARRHLASM S

440
G GRATAI RL

500
ALERGLKERT

560
PDGGRI | NI S

620
TPVFDNPEAV

G

330
EELLDTYHAG

390
GLDGGAPTSV

450
AREGALVAVH

510
DATTLDI LVN

570
SA.TRFANPQ

630
AQVAGYSVFN

340
RHPVAARVLG

400
PRTGPDATAH

460
CSRNREAADE

520
NAGVMGGVAP

580
EVAYAMIKGA

640
RVGEVTDVAD

50
AEPTTESRAS

110
QNKAPQ RVE

170
GCDGEDSAVR

230
| \WVHEFARVP

290
LAGDAAHVQL

350
NI EAQAQLLF

410
PGPTRQHTPH

470
TVATI EKEGG

530
EEVTPELFDR

590
MDQLTLHFAK

650
VVAFLAGDDA

60
MIMLTPSYEM

120
AVLSTWATEL

180
RLAGFAFPGA

240
GASRAPAFAE

300
PVGGQALNLG

360
GGPDVDALRA

420
RRTTMXKLTG

480
RAFSVLAELG

540
LVAVNAKAPF

600
HLGSRNI TVN

660
RW TGSYLDA

Abb. 30: Aminoséduresequenz von UrdM.

3.3.2 Uberexpression von urdR

UrdR ist eine dTDP-Hexose-4-Ketoreduktase, die die Reduktion von dTDP-4-Keto-2,6-Dideoxy-D-Glucose zu
D-Olivose katalysiert, also den letzten (und spezifischen) Schritt in der Biosynthese dieses Zuckers. UrdR hat ein
errechnetes Molekulargewicht von MW=26.8 kDa und einen pl=6.07, das Protein umfaflt 247 AS (siche Abb.
33). Es wurde als C-terminales 6xHis-Fusionsprotein hergestellt und aufgereinigt. Diese Arbeiten stehen in
engem Zusammenhang mit Versuchen zur enzymatischen in vitro-Synthese nucleotidaktivierter Deoxyzucker

(Butler und Elling, 1999, Amann et al., 2001). Durch den Einsatz von UrdR soll der gesamte Biosyntheseweg

zur D-Olivose in vitro rekonstruiert werden.

Die Genexpression (siehe 2.11) erfolgte in E.coli XL 1 blue (siehe 2.5), transformiert mit pQE-R (sieche Anhang,
Abb. 45 sowie Details zur Konstruktion in 2.10.5), auBlerdem zur Kontrolle mit dem leeren Vektor pQE-60
(2.4.1). Die IPTG-induzierte Expression von UrdR war erfolgreich. Das Produkt des Leserahmens von urdR

wurde unter denaturierenden Bedingungen auf einem 12%-Polyacrylamid-Trenngel analysiert (siche Abb. 31,

zur Methodik Abschnitt 2.1.2).
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Elution
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Abb 31: SDS-PAGE. Expression von pQE-R in E.coli XL1 blue. Analyse des Proteinmusters vor Induktion (Oh),
nach zwei und vier Stunden Induktion (2h bzw 4h), sowie nach Zell-Lyse im Uberstand und Pellet (US bzw.
PE). Aullerdem Kontrolle des Durchflusses der Nickelsdule (D), der Waschfraktionen (W1 und W2) sowie der
Eluate (Elution 1-4). S: Proteinstandard (kDa). Die Abbildung wurde aus zwei getrennten SDS-
Polyacrylamidgelen kompiliert.

Im Bereich knapp unterhalb der 30.0 kDa-Bande des Markers ist eine Bande zu erkennen, die deutlich an
Intensitit gewonnen hat, verglichen mit dem uninduzierten Zustand oder der Kontrolle mit pQE-60 (siche Abb.
32). Das erwartete Genprodukt von urdR (mit Histidin-Tag) betrdgt 28.0 kDa. Fiir keine weitere Bande kann
nach Induktion eine Zunahme der Intensitéit festgestellt werden. Nach einmaliger Aufreinigung unter nativen
Bedingungen konnte das Protein aus dem 16slichen Uberstand der Zell-Lyse praktisch zur Homogenitit

aufgereinigt werden, beurteilt nach dem coomassie-gefarbten Polyacrylamid-Gel.

S Oh 1h 2h 4h
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Abb 32: SDS-PAGE. Expression von pQE-60 in E.coli XL1 blue. Analyse des Proteinmusters vor Induktion
(Oh), nach einer, zwei und vier Stunden Induktion (1h, 2h bzw. 4h). S: Proteinstandard (kDa).
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Abb. 33: Aminoséduresequenz von UrdR.

3.3.3 Uberexpression von urdGT1b

UrdGT1b ist die dTDP-D-Olivose:Urdamycin G-Glycosyltransferase und eines der beiden Ausgangsenzyme fiir die
Herstellung der GT-Genbibliothek. UrdGT1b hat ein errechnetes Molekulargewicht von MW=41.0 kDa, der
kalkulierte isoelektrische Punkt betrigt pI=5.45, das Protein umfafit 388 AS.

Expression in E.coli

In E.coli BL21(DE3) x pLysS bzw. Origami (DE3) wurde UrdGT1b durch die Konstrukte pRSET-1b als N-
terminales 6xHistidin-Fusionsprotein (42 kDa) bzw. durch pGEX-1b als Fusion Glutathion-S-Transferase-
UrdGT1b (67.0 kDa) exprimiert (siche 2.10.3, Karten im Anhang, Abb. 44 und 47). Kontrollen waren die leeren
Vektoren pRSETb oder pGEX6-2P (siche 2.4.1). Aufgrund der Schwierigkeit, 16sliches Protein zu erhalten,
wurden die Expressionbedingungen hinsichtlich Medium, Induktionsdauer, -temperatur und —stirke sowie
MgCly-Konzentration variiert. Am besten geeignet zur Herstellung 16slichen Proteins war E.coli BL21(DE3) x
pLysS x pGEX-1b in NZCYM-Medium+10 mM MgCl,, bei 22°C vor, sowie 13°C wihrend der Induktion.
Diese erfolgte mit 20 uM IPTG fiir 20 h (sieche 2.11). Dennoch fand sich der grofite Teil des liberexprimierten
Proteins nicht im Uberstand. Es kam hinzu, daB das Fusionsprotein GST-UrdGT1b schlecht an das Glutathion-

Sepharoseharz band, und somit die Ausbeute des (zumindest partiell) gereinigten Proteins sehr gering war.
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Abb. 34: SDS-PAGE. Expression von pGEX-1b in E.coli BL21(DE3) x pLysS. Analyse des Proteinmusters vor
Induktion (Oh), nach einer und drei Stunden Induktion (1h bzw 3h), sowie nach Zell-Lyse im Uberstand und
Pellet (US bzw. PE). AuBerdem Kontrolle des Durchflusses der Glutathionsiule (D), der Waschfraktion (W)
sowie der Eluate (Elution 1-4). S: Proteinstandard (kDa). Die Abbildung wurde aus zwei getrennten SDS-
Polyacrylamidgelen kompiliert.
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Das 16sliche Protein wurde ansequenziert. Obwohl Position 8 nicht eindeutig ausgewertet identifiziert werden
konnte, ist die gefundene Sequenz mit der der Glutathion-S-Transferase aus Schistosoma japonicum (Smith et
al., 1986) zweifelsfrei identisch (das entsprechende Gen wurde zur Herstellung des Vektors pGEX 6P-2
verwendet). Das Protein ist somit das gesuchte Fusionsprotein. Gefunden wurde '"MSPILGYXKIKGLVQP'®,
die ersten 20 AS der GST aus Schistosoma japonicum lauten '"MSPILGY WKIKGLVQP'S.

Expression in S.fradiae XTC

Weiterhin wurde UrdGT1b in Sfradiae XTC als C-terminale 6xHistidinfusion exprimiert und per Metall-
Affinitidts-Chromatographie (IMAC) aufgereinigt (siche 2.11). Diese Expression basierte auf dem Plasmid
pUWL-1bHIS, das zur Transformation eingesetzt wurde (siche 2.10.4 und Abb. 48). Zur Kontrolle wurde
Sfradiae XTC mit dem leeren Vektor pUWL201 (siche 2.4.1) transformiert. Die Wahl von Sfradiae XTC hat
gegeniiber E.coli den prinzipiellen Vorteil, daB das durch den Histidin-Tag modifizierte Protein UrdGT 1b-6HIS
sofort auf Funktionalitit gepriift werden kann, weil der Phinotyp (urdGT1b’) zu urdGT1b" komplementiert wird:
Bei Funktionalitdt muf3 also 12b-DUA im Urdamycin-Produktionsspektrum auftreten und mindestens teilweise
das Edukt 12b-DUG ersetzen. Dies war der Fall. Die Herstellung von loslichem Protein und dessen
Aufreinigung mittels IMAC war erfolgreich, auch konnte die Authentizitdt des Proteins durch Sequenzierung
verifiziert werden. Die ersten 17 AS von UrdGT1b lauten: '"MRVLMMSTPAPHFTPLV", gefunden wurde
'"MRVLMMSTPAXHFTPLV'", also bis auf ein nicht eindeutig identifiziertes Prolin, welches vom Nachlauf des
vorangegangenen iiberdeckt wurde, ist Identitit gegeben (Dr. E.Schiltz, pers. Mitteilung).
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Abb. 35: SDS-PAGE. Expression von pUWL-1bHIS in Sfradiae XTC. Analyse des Proteinrohextraktes,
gewonnen aus der lysierten Zellmasse nach 44 h Inkubationsdauer (Roh), sowie des Uberstandes und Pellets (US
bzw. PE). Kontrolle des Durchflusses der Nickelsdule (Durchflul 1-3), sowie der Eluate (Elution 1-6). S:
Proteinstandard (kDa). Die Abbildung wurde aus zwei getrennten SDS-Polyacrylamidgelen kompiliert.
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4. Diskussion

4.1 Funktionsaufklarung UrdR und Urdz3
4.1.1 Allgemeine Strategie

Die Funktionsaufkldrung fiir beide Enzyme erfolgte durch den Ansatz der reversen Genetik. Sie bedient sich
einer bereits bekannten DNA-Sequenz, die ein offenes Leseraster unbekannter Funktion enthdlt. Anschliefend
wird spezifisch eine Inaktivierung des Leserasters vorgenommen, um durch die phénotypische Charakterisierung
der Mutante Hinweise auf die Funktion des zerstorten Leserasters zu erhalten. Zum abschlieBenden Beweis einer
Genfunktion wird die entsprechende Mutante mit einem Konstrukt komplementiert, das die Expression des WT-
Gens erlaubt. Darauthin mull wieder der WT-Phénotyp entstehen. Strategie war die Geninaktivierung durch

Austausch gegen ein im Leseraster verschobenes Allel.

4.1.2 Inaktivierung urdZ3

Die Inaktivierung des Gens urdZ3 ergab zweifelsfrei die spezifische Zugehorigkeit zum L-Rhodinose-

Biosyntheseweg. In Kombination mit der Identifizierung von dTDP-4-Keto-2,6-Dideoxy-Glucose als letztem

gemeinsamen Intermediat der D-Olivose- und L-Rhodinose-Biosynthese ergeben sich drei enzymatische Schritte

— C-3-Deoxygenierung durch UrdQ, 5-Epimerisierung durch UrdZ1 sowie C-4-Ketoreduktion durch UrdZ3

(Hoffmeister et al., 2000) — um von ihm zur L-Rhodinose zu gelangen (siche Abb. 36). Die Abfolge dieser

Schritte in der genannten Reihenfolge kann als sehr wahrscheinlich gelten.

* Fande die Ketoreduktion als erster Schritt vor der C-3-Deoxygenierung durch UrdQ statt, wire die Funktion
von UrdR und UrdZ3 identisch und keinem spezfischen Biosyntheseweg zugehdrig, dies widerspiche den
hier gefundenen Ergebnissen.

¢ Finde die Ketoreduktion nach der C-3-Deoxygenierung, jedoch vor der Epimerisierung statt, wire in der
Wildtyp-Zelle bereits D-Rhodinose verfligbar. Dieser Zucker wird von UrdGT2 als Substrat akzeptiert,
jedoch wurde (auBer in Sfradiae RN-435) nie ein Urdamycin gefunden, welches diesen Zucker beinhaltet.
Die Abfolge von 5-Epimerisierung mit nachfolgender Ketoreduktion ist auBlerdem in Einklang mit den
Befunden aus anderen Zucker-Biosynthesewegen, z.B. dem des dTDP-L-Epivancosamin aus dem
Chloroeremomycinproduzenten Amycolatopsis orientalis (Chen et al., 2000) oder dem fir dTDP-L-
Mycarose aus dem Erythromycinproduzenten Saccharopolyspora erythraea (Summers et al., 1997, Salah-
Bey et al., 1998). Jedoch wurde in der Lipopolysaccharidbiosynthese des gram-negativen Bakteriums
Yersinia pseudotuberculosis eine 2-Epimerase gefunden, die CDP-Paratose zu CDP-Tyvelose epimerisiert,
obwohl die Ketoreduktion an C-4 bereits stattfand (Thorson €t al., 1994).
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Abb. 36: Biosyntheseweg von nucleotidaktivierten Deoxyzuckern am Beispiel von D-Olivose und L-Rhodinose.
Der Nachweis von NDP-4-Keto-2,6-Dideoxy-Glucose als letztem gemeinsamen Intermediat sowie der Spezifitit
der Ketoreduktionsschritte wurden im Rahmen dieser Arbeit erbracht.

4.1.3 Inaktivierung urdR

Durch Inaktivierung von urdR konnte dessen Produkt als spezifisch fiir die D-Olivose-Biosynthese zugehorige
dTDP-2,6-Dideoxyhexose-4-Ketoreduktase ermittelt werden (Abb. 36). Die Konsequenz aus dieser
Geninaktivierung war neben der Produktion der fiir Sfradiae bereits beschriebenen Urdamycine I, J und K sowie
Rabelomycin eine grofe Diversitdt neuer Urdamycine: durch Kernresonanzspektroskopie konnten vier
vollstindig in ihrer Struktur aufgeklart werden (Urdamycine M, R-T), weitere drei weitgehend (Substanzen A21,
A22, A239), die Struktur von acht weiteren kann iiber UV-VIS-Spektren und LC-MS vorhergesagt werden. Das
ebenfalls nachgewiesene Angucyclin Tetrangomycin wurde fiir Sfradiae bislang nicht beschrieben. Die
Ergebnisse sind in zweifacher Hinsicht interessant:

Erstens kann durch eine Verminderung der enzymatischen Ausstattung das Potential zur Zuckerbiosynthese bzw.
das Repertoire an Zuckern erweitert werden: D-Rhodinose und D-Amicetose sind in Sfradiae Tii2717 bislang
unbekannt, zumindest D-Rhodinose ist aber als Bestandteil des Sakyomicins als Bestandteil eines
Sekundirmetaboliten aus Nocardia spec. in Erscheinung getreten (Nagasawa et al., 1984, Rohr und Thiericke,
1992). Es kann spekuliert werden, daB das Blockieren der D-Olivose-Biosynthese einen UberfluB an Rhodinose-
Prékursoren erzeugt. Die D-Cinerulose-5-Epimerase UrdZ1, welche die Epimerisierung in die L-Konfiguration
katalysiert, konnte in den Bereich der Substratsittigung gelangen, die Epimerisierung verlduft nicht mehr
quantitativ. Auf diese Weise entstehen nach der letzten Ketoreduktion offenbar D-Rhodinose- und D-Amicetose-
Molekiile, welche ebenfalls zum Glycosyltransfer herangezogen werden. Im Fall der D-Amicetose ist eine

Reduktion des Ketons an C-4 der D-Cinerulose zu einer dquatorial stehenden Hydroxylgruppe erforderlich.
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Diese Ergebnisse werfen neues Licht auf die Spezifitdt der beteiligten Enzyme, vor allem fiir UrdZ3 und die
Glycosyltransferasen.  Offenbar vermag UrdZ3 vergleichsweise unspezifisch C-4-Ketoreduktionen
durchzufiihren. Es sind dies die im Wildtyp iibliche Reduktion des nucleotidaktivierten Zuckers L-Cinerulose zu
L-Rhodinose (siche Abb. 5), sowie nur im Stamm Sfradiae RN-435 D-Cinerulose zu D-Rhodinose oder D-
Amicetose. Diese relaxierte Spezifitit von UrdZ3 ist umso erstaunlicher, als das Enzym unter Wildtyp-
Bedingungen hinreichende Spezifitit besitzen muf}, um nicht mit dem D-Olivose-Biosyntheseweg zu
interferieren. Entscheidend ist offenbar nicht die Konfiguration des Zuckers — es werden D- und L-Zucker als
Substrat akzeptiert - sondern moglicherweise die OH-Gruppe an C-3. Interessanterweise fiihrte das umgekehrte
Experiment, die zuvor beschriebene Inaktivierung von UrdZ3, nicht zu neuen Zuckern. Im Vergleich zu UrdZ3
ist also UrdR offenbar das deutlich spezifischere Enzym. Unwahrscheinlich, aber auch nicht auszuschlieen, ist

eine Reduktion des Ketons durch eine hinreichend unspezifische Reduktase eines anderen Stoffwechselweges,

Am C-Atom 9 des Urdamycin A bzw. B-Polyketids treten anstelle D-Olivose zwei neue Zucker auf: D-
Rhodinose und D-Amicetose, an C-12b jedoch nur L-Rhodinose (im Falle des A-Typ-Aglycons). Dies bestitigt
einerseits frithere Beobachtungen, dafl die Glycosidierung an C-12b mit L-Rhodinose ein sehr spezifischer
Transfer ist, katalysiert durch UrdGT1a (Hoffmeister, 1998). Andererseits zeigt sich der relativ unspezifische
Charakter von UrdGT2, also der GT, die die C-glycosidische Bindung eines Zuckers an C-9 katalysiert.
Zusammen mit dem Befund, dal UrdGT2 auch D-Mycarose zu iibertragen vermag (A.Trefzer, pers. Mitteilung)
scheint UrdGT2 spezifisch fiir D-Zucker. Hingegen spielen die Substituenten an C-3 des Zuckers (Wasserstoffe,
Hydroxylgruppe &dquatorial oder axial, bzw. Methylgruppe) sowie eine &dquatorial bzw. axial positionierte
Hydroxylgruppe an C-4 keine Rolle, so dal Mycarose, Amicetose und Olivose transferiert wird. Weiterhin
bemerkenswert ist bei UrdGT2 das Spektrum an Akzeptorsubstraten, es umfafit einerseits die Urdamycin A- und
B-Typ Polyketide, aber auch andere Polyketide, z.B. Premithramycinon und dessen 4-O-Demethyl-Analogon
(A.Trefzer, pers. Mitteilung) sowie Naphthazarin (Kiinzel et al., 1999).

Im Zusammenhang mit anwendungsbezogenen Aspekten der Kombinatorischen Biosynthese haben dTDP-
Hexose-4-Ketoreduktasen Aufmerksamkeit erregt. Es gelang, im Daunomycin-Produzenten Streptomyces
peucetius dessen dTDP-Hexose-4-Ketoreduktase-Gen dnmV zu inaktivieren und durch andere dTDP-Hexose-4-
Ketoreduktase-Gene zu komplementieren: eryBV aus dem Erythromycin-Produzenten oder avrE aus dem
Avermectin-Produzenten. Dies fiihrte zur Produktion von Epirubicin, dem 4’-Epimer des Adriamycins.
Epirubicin trdgt als Zucker das 4’-Epimer des L-Daunosamin, ist ebenfalls ein klinisch wichtiges Antitumor-
Antibiotikum, verursacht jedoch geringere Nebenwirkungen als das Adriamycin selbst, war aber nur auf
partialsynthetischem Wege und dann auch nur in minderer Ausbeute darstellbar. (Madduri et al., 1998,
Arcamone, 1998).

Es wurden durch HPLC und LC-MS vier Urdamycin-Paare (je A-und B-Typ-Aglycon) identifiziert, die einen
Trideoxyzucker an C-9 tragen. Als Zucker wurden D-Amicetose bzw. D-Rhodinose gefunden. Ungeklart bleiben
miissen die strukturellen Details der Zucker bei zwei dieser Paare. Es erscheint moglich, dafl es sich um die
gleichen Zucker, allerdings aus der L-Reihe handelt. L-Rhodinose ist in Sfradiae RN-435 vorhanden, das
Auftreten von L-Amicetose erscheint durch die nachgewiesene Flexibilitit der Ketoreduktase UrdZ3 mdglich.

Allerdings setzt diese Spekulation voraus, dal UrdGT2 auch L-Zucker transferieren kann. Dieser Nachweis ist
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bislang noch nicht erbracht worden. Immerhin wurde fiir eine andere, dhnlich flexible GT, EImGT aus dem
Elloramycin-Produzenten, diese Flexibilitdt nachgewiesen (Blanco et al., 2001).

Fir die Substanzen A21 und A22 ist das A-Typ Aglycon, sowie eine L-Rhodinose an Position C-12b
nachgewiesen, auBlerdem ein Disaccharid an C-9. Mit diesen Erkenntnissen und der bei beiden Substanzen
gefundenen Masse 714 kommt ein Disaccharid mit Olivose oder Amicetose als C-glycosidisch gebundenem
Zucker in Betracht, zweites Monomer wire eine Dideoxyhexose. Deren Herkunft ist - spekulativ — durch eine
nicht quantitative 3-Deoxygenierung durch UrdQ und anschlieBender Reduktion des Ketos an C-4 des Zuckers
durch UrdZ3 zu erkldren, denn UrdR kommt nach Geninaktivierung fiir diesen Schritt nicht in Betracht. Ebenso

unklar bleibt, welche GT die Dideoxyhexose auf die Trideoxyhexose iibertrégt.

4.2 Substratspezifitat bestimmender Bereich in UrdGT1b/UrdGT1c
Die Arbeiten zu UrdGT1b/UrdGT1c zeigen, daBl zehn Aminosdure-Positionen im Bereich von AS 52-64 die

Substratselektivitdt bestimmen, daB jedoch keine Aminosdure allein verantwortlich ist. Auch wurde
nachgewiesen, da durch Verdnderungen der Aminoséduresequenz an diesen zehn Positionen die
Substratspezifititen von UrdGT1b und UrdGT1c kombiniert werden kdnnen sowie eine neue Spezifitit erzeugt
wurde.

4.2.1 Allgemeine Strategie

Um den Spezifitdt vermittelnden Bereich von UrdGT1b und UrdGT I ¢ einzugrenzen, wurden durch Konstruktion
und Expression entsprechender Gene hybride GTs erzeugt (siche Abb. 19). Diese Strategie des Kombinierens
von Proteinbereichen unterschiedlicher Herkunft zu einem Enzym voller Lange wurde zwar noch nie auf GTs
oder andere Enzyme aus Antibiotika-Biosynthese angewandt, schien aber durch Erfolge mit anderen
Enyzmgruppen aussichtsreich und fiir die vorliegende Fragestellung geeignet. So wurde auf diese Weise z.B.
eine Substratspezifitdts-Domine in Dioxygenasen zur Degradation von Aromaten identifiziert (Beil et al., 1998),
Enzymeigengschaften wie Thermostabilitdt, pH-Optima oder Chaperon-artige Aktivitidten zugeordnet (Conrad et
al., 1995, Singh und Hayashi, 1995, Kumar und Rao, 2000).

Waihrend die Konstruktion aller hybriden GT-Gene sowie die der ortsspezifisch mutagenisierten moglich war,
ohne in den gegebenen Gebrauch der Codons einzugreifen, wurde zur Konstruktion der GT-Bibliothek ein in
Streptomyces selten gebrauchtes Leucin-Codon eingebaut (CTA, Codon 67). Es kommt in den Wildtypgenen
urdGT1b und urdGT1c nicht vor, jedoch besitzen z.B. urdR und urdM je ein solches Codon, es tritt also in
Urdamycin-Biosynthesegenen auf. Ersetzt wurde das Leucin-Codon TTG, dieses ist hdufiger zu finden: 10x in
urdGT1b, 8x in urdGT1c. Hiufigstes Leucin-Codon ist CTG (30x in urdGT1b, 31x in urdGT1c).

Ein weiterer Eingriff in den Codon-Gebrauch stellt die stille Mutation von GCA —GCC im Codon55 (Alanin) in
den GTs der Bibliothek dar, in diesem Fall wurde ein seltenes gegen ein hdufiges Codon getauscht. Sinn dieser
stillen Mutation war das Einfiihren einer Bbel-Restriktionsstelle (GGCGCC) fiir den Fall, daB3 iiber die
Primerbibliothek ein Alanin-Codon generiert wird, das Gen also ein urdGT1c-artiges Codon an dieser Position
erhélt. Alternativ kann an dieser Stelle ein GAC (Asp) entstehen. Beide Codons sollten mit gleicher
Wahrscheinlichkeit entstehen. Vor Beginn der eigentlichen Arbeiten zur Herstellung der GT-Genbibliothek
wurde eine Probe-PCR durchgefiihrt und eine Stichprobe aus den resultierenden, religierten Plasmiden wurde
einer Bbel-Restriktion unterzogen um nachzuweisen, daB die An- bzw. Abwesenheit der Bbel-Stelle gleich
hiufig auftritt. Aufgrund des Verhiltnisses von 46:36 (anwesend:abwesend) wurde von einer ungefahren

Gleichverteilung aller zu durchmischenden Codons ausgegangen.
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4.2.2 UrdamycineN und O

Waihrend der Arbeiten zur Expression hybrider GT-Gene in den Sfradiae Stimmen AX und XTC wurden die
neuen Urdamycine N und 12b-Derhodinosyl-Urdamycin O (12b-DUO) entdeckt. Die Trisaccharidseitenketten
dieser Verbindungen sind ungewohlich, da sie als terminalen Zucker eine a(1-4)-glycosidisch gebundene L-
Rhodinose besitzen, anstelle einer B(1-4)-glycosidisch gebundenen D-Olivose (siche Abb 4). Bemerkenswert ist
einerseits der Bindungsmodus: unter Wildtypbedingungen katalysiert weder UrdGT1b noch UrdGTlc eine
solche Bindungsart, und UrdGTl1c iibertrdgt keine L-Hexose auf eine andere L-Hexose. Dieses Resultat war
wiederum Hinweis, dafl die GTs ein breiteres katalytisches Potential besitzen wiirden als zunichst aus den
Wildtyp-Bedingungen ersichtlich ist.

Das der Biosynthese der Urdamycine N und O zugrunde liegende Prinzip ist durch das Zusammentreffen dreier
Faktoren erklérbar:

e eine relaxierte Spezifitidt von UrdGT1c bzw. der UrdGT 1c-artigen hybriden GTs

+  deren hohe Kopienzahl in der Zelle aufgrund Uberexpression durch den ermE-Promotor

e das Fehlen von UrdGT1b als Konkurrent um das Zielsubstrat

Durch die letzten beiden Faktoren konnte die der UrdGT1c offenbar inhdrente relaxierte Spezifitdt hinsichtlich
der akzeptierenden Hydroxylgruppe zum Vorschein kommen, wihrend sie im zelluldren Geschehen des
Wildtyps durch die Prisenz von UrdGT1b verdeckt wird, denn letztere vermag offenbar sehr viel besser den
terminalen Zucker (D-Olivose) zu transferieren. Auch bei Expression von UrdGTl1b-artigen Hybriden in
Sfradiae XTC ist das Auftreten von 12b-DUO zu beobachten. Dies ist einerseits erkldrbar durch das
Vorhandensein von UrdGTlc unter der Kontrolle des ermE-Promotors als chromosomale Integration.
Andererseits ist jeweils eine UrdGT 1b-artige hybride GT in der Zelle présent, so daB3 der dritte genannte Faktor
offenbar nicht notwendige Voraussetzung ist. Die hybriden UrdGT1b-artigen Transferasen sind moglicherweise
in ihrer katalytischen Aktivitiit etwas herabgesetzt, so daB durch die Uberexpression von urdGTIc deren EinfluB

iiberwiegt.

4.2.3 Hybride Glycosyltransferasen

Die Analyse der Urdamycin-Produktion nach Expression hybrider GTs ergab einerseits, daB mit zwei
Ausnahmen alle hybriden und ortsspezifisch mutagenisierten GTs aktiv waren, und daf} ihre jeweiligen Produkte
die Hauptprodukte waren. Hierbei dominierten — wie im Wildtyp auch — die A-Typ-Verbindungen iiber
diejenigen mit B-Typ-Aglycon.

Die erste Ausnahme betrifft H13, also UrdGT1b mit Bereich Ila aus UrdGTlc. Bei H13 war zwar -
erwartungsgemil - UrdGT1c-artige Spezifitdt gegeben, die katalytische Aktivitdt aber soweit herabgesetzt, daf3
die Edukte iiber die Produkte dominierten. Wurde Bereich Ila mit Bereich I oder III gleicher Herkunft
kombiniert, trat dieser Effekt nicht auf. Dies legt den SchluB nahe, daB die Unterschiede in der
Aminosduresequenz - obwohl nachgewiesenermallen nicht relevant fiir die Substratspezifitdt — dennoch nicht
zufillig sind und EinfluB auf die Aktivitit oder Stabilitdt des Enzyms besitzen. Zweite Ausnahme ist H3, die
einzig inaktive hybride GT.
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4.2.4 GT-Bibliothek

Wichtigstes Ergebnis nach Expression der GT-Bibliothek ist, daB es keine einzelne AS gibt, welche die
Substratwahl bei UrdGT1b und UrdGTlc alleine diktieren, gewissermafen also als Spezifititsschalter dienen
wiirde. Stattdessen entscheiden offenbar mehrere AS und ihre Kombinationen iiber die Akzeptanz der Substrate,
vielleicht infolge struktureller Flexibilitit. Dafiir spricht, da der Bereich Ila, verglichen mit anderen GTs, in
Lange und AS-Sequenz sehr variabel ist, auch weisen einzelne GTs der Bibliothek Fehleinbauten auf (z.B. Ile52
bei GT0820, oder Phe53 bei GT1806, siche 6.3), trotzdem werden sie toleriert. Die allgemeine Festlegung der
Substrate konnte geschehen durch elektrostatische oder sterische Erfordernisse oder Hindernisse beim Zugang
der Substrate an das katalytische Zentrum oder eine mangelhafte Freisetzung der Produkte und infolgedessen
eine Enzym-Inhibition. Durch die Sequenzédnderung verloren manche GTs ihre Fahigkeit, wie UrdGT1lb zu
agieren, also die 4A-OH-Gruppe im Urdamycin G bzw. 12b-DUG (siche Abb. 4) zu olivosidieren,
moglicherweise durch die sterische Unmoglichkeit, das Akzeptorsubstrat korrekt zu positionieren. Dies gilt
offenbar nicht fiir die 4’-OH-Gruppe von 12b-DUG. Hier kann der Olivosyltransfer stattfinden und resultiert in
der Bildung von Urdamycin P (siche Abb. 4). Letztliche Sicherheit beziiglich dieser Aussagen kann aber nur die
Kristallisation der Enzyme mit ihren Substraten bringen.

Der héufigste Fall in den GTs der Bibliothek ist die Verschmelzung der neuen Spezifitit mit der von UrdGT lc.
Verglichen mit dem Ausgangsenzym, einer UrdGT1b-artigen hybriden GT bedeutet dies eine Herabsetzung der
Spezifitit hinsichtlich des Zuckerdonorsubstrates (nucleotidaktivierte L-Rhodinose und D-Olivose), Erweiterung
der Fahigkeiten beziiglich der Bindungsart: f(1-4)- und zusitzlich a(1-3)-glycosidisch, aulerdem Akzeptanz
eines neuen Zielsubstrates: Aquayamycin bzw. die 4-OH-Gruppe einer D-Olivose statt Urdamycin G und der 4-
OH-Gruppe einer L-Rhodinose.

Das Prinzip, wie GTs ihre Substrate selektieren, ist trotz der enormen Bedeutung dieser Enzymkategorie bislang
kaum untersucht worden. Lediglich fiir humane ABO-Blutgruppen-GTs wurde gezeigt, dal lediglich eine
einzige AS aufgrund sterischer Griinde fiir die Spezifitit des Zuckerdonorsubstrates (UDP-D-
Acetylgalactosamin bzw. UDP-D-Galactose) verantwortlich ist (Seto et al., 1999).

Durch die Expression der GT-Genbibliothek wurden Informationen gewonnen, welche AS-Kombinationen den
Olivosyltransfer favorisieren, v.a. **HVD® und Met62. Mit diesen Daten, gewissermaBen ein Fingerabdruck
wurden die vier putativen GTs des Avilamycin-Genclusters (Weitnauer et al., 2001) beziiglich ihrer Sequenz
untersucht. Avilamycin ist ein modifiziertes Heptasaccharid-Antibiotikum, das zwei D-Olivose-Monomere
enthilt. Besonders AviGT1 zeigt interssanterweise Ubereinstimmungen, darunter auch Val59 und Met62, jedoch
ist UrdGT1b in diesem Bereich um 10 AS kiirzer. Vielleicht reflektiert diese Tatsache die insgesamt kiirzere
Saccharidkette des Urdamycins, die eine entsprechend kleinere substratselektierende Doméne erforderlich
macht. Nachfolgend das Alignment der relevanten Bereiche von UrdGT1b und AviGT1:

Ur dGT1b: S2NVGDW - --------- HVDDM?

Avi GT1 : >?PVLDAPDMVESARLAFYVQAM?

Es ist wahrend dieser Arbeit anhand UrdGT1b und UrdGT 1c erstmals gezeigt worden, in welchem Bereich sich
die Spezifitidt von Naturstoff-GTs entscheidet, und daBl durch Editieren der Aminosduresequenz die Spezifititen
erweitert bzw. herabgesetzt werden konnen. Eingangs wurde die Strategie der Glycorandomisierung erwéhnt, die
zwar Limitationen in der Kombinatorischen Biosynthese {iberwinden kann, jedoch angewiesen bleibt auf GTs,
die das erzeugte, randomisierte Zuckerrepertoire iibertragen konnen. Die vorliegende Arbeit triagt bei, der

Glycorandomisierung diese GTs zur Verfligung stellen zu kdnnen.
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4.3 Proteinexpression und-reinigung
4.3.1 UrdM

Als Pilotexperiment fiir diesen Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Gens urdM durchgefiihrt.
Dieses Gen bzw. sein Produkt ist ungewdhnlich wegen seiner vermutlichen Bifunktionalitdt als Oxygenase und
Reduktase. Ublicherweise liegen Oxygenase und Reduktase in anderen Antibiotika-Biosynthesewegen als
getrennte Proteine vor, z.B. in dem des Landomycin (Westrich et al., 1999), auch wurde auf DNA-Ebene eine
interne Ribosomen-Bindestelle und ein wahrscheinliches Startcodon fiir die Reduktase gefunden, andererseits
sind Enyzme mit kombinierter Aktivitit auch fiir Antibiotika-Biosynthesen beschrieben worden (Summers €t al.,
1992, Shen et al., 1995). Das Ergebnis der Expression von urdM zeigt eindeutig, daB es sich um einen
durchgehenden Leserahmen und somit um ein Protein handelt, das die Oxygenierung des entstehenden
Urdamycin-Polyketids an Position C-12b katalysiert. Es ist anzunehmen, auch vor dem Hintergrund des Aufbaus
anderer Biosynthese-Gencluster, daB urdM sich tatsdchlich aus zwei getrennten Leserahmen ableitet, welche
durch genetisches Rearrangement fusionierten. Die fritheren Marksteine des vermutlichen fritheren Genanfangs,
Ribosomenbindestelle GGAGG und das Startcodon ATG, jetzt Codon 415, blieben konserviert. UrdM (siehe
Abb. 30) zeigt in seiner Oxygenase-Domine ein klassisches Rossmann-Motiv GxGxxG (Rossmann et al., 1974)
am Aminoterminus (*GAGPVG'"), auBerdem sind die dem Motiv vorangehenden AS hydrophob, meist Valin
oder Leucin, wie dies fiir Monooxygenasen typisch ist (Decker et al., 1992, Orser et al., 1993), auBlerdem ist das
Ribitylbindemotiv fiir FAD-bindende Enzyme (Russel und Model, 1988, Yang et al., 1996) und die in die
Ribitbindung involvierte Asparaginsdure (sehr wahrscheinlich D284 in UrdM) im Oxygenase-Anteil von UrdM
konserviert. Die Reduktase-Doméne besitzt fiinf Glycine in ihren ersten 20 AS, ein perfektes Rossmann-Motiv
ist nicht vorhanden, jedoch kénnte der Bereich “?GSSRGIG** eine Variante des klassischen Motivs GxGxxG
darstellen. Ein frither separates Enzym vorausgesetzt, wéren die heutigen AS 427-433 in UrdM die AS 13-19 in
diesem hypothetischen fritheren Enyzm, also im &uflersten aminoterminalen Bereich, in dem dieses Motiv
typischerweise auftritt. Wie in anderen Reduktasen auch, z.B. der ANDP-Hexose-4-Ketoreduktase UrdR, liegt
ca. 100-130 AS stromabwirts dieses Motivs das ebenfalls zur Cofaktorbindung benétigte Motiv Yx;Kx;D/E,
welches in UrdM dort streng konserviert vorhanden ist *"*YAMTKGAMD’*). Nach der Publikation von UrdM
(Faust et al., 2000) wurde im Biosynthese-Gencluster des Rubromycin-Produzenten, Streptomyces spec. PGA64,
das Gen pgaM entdeckt, dessen Produkt alle genannten Charakteristika von UrdM besitzt (Metsa-Ketala et al.,

2001). Diese Befunde deuten somit auf den Ursprung von urdM aus zwei Genen hin.

4.3.2UrdR

UrdR ist eine dTDP-4-Keto-2,6-Dideoxy-D-Glucose-Reduktase, die spezifisch fiir die D-Olivose-Biosynthese in
Sfradiae Tii2717 verantwortlich ist. Das Protein konnte als C-terminale Hexahistidinfusion in E.coli XL1 blue
16slich exprimiert und, beurteilt anhand eines SDS-Polyacrylamid-Gels, praktisch zur Homogenitét aufgereinigt
werden (siche Abb. 31). UrdR ist, verglichen mit anderen dNDP-Hexose-4-Ketoreduktasen, mit 26.8 kDa und
247 AS ein kleines Enzym: UrdZ3 besitzt 347 AS (Hoffmeister et al., 2000) GraOrf22 aus der Granaticin-
Biosynthese 304 AS (Ichinose et al., 1998), und DnmV aus der Daunomycin-Biosynthese 307 AS (Otten et al.,
1997). Dennoch weist UrdR die typischen Sequenzmerkmale, wie z.B. Cofaktorbindemotiv auf.

Nach der Etablierung des Protokolls fiir eine Expression in loslicher Form und Aufreinigung von UrdR wurde
die Expression fiir einen weitergehenden Einsatz im Rahmen einer enzymatischen in vitro-Synthese von D-

Olivose im Arbeitskreis von Prof. Dr. L.Elling, Forschungszentrum Jiilich, wiederholt und das Enyzm fiir erste
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in vitro Synthesen verwendet. Obwohl die spéten Schritte dieses Prozesses noch der Optimierung bediirfen,
konnte dTDP-D-Olivose erzeugt sowie NADPH als obligater Cofaktor fiir UrdR bestdtigt werden (Prof. Dr. L.
Elling, personliche Mitteilung). Aulerdem wurde gezeigt, dal UrdR leichte Flexibilidt hinsichtlich des dNDP-
Zuckersubstrates aufweist, nachgewiesen durch die Reduktion von dTDP-4-Keto-6-Deoxy-D-Glucose zu D-

Quinovose (siche Abb. 37). Offenbar ist also die Hydroxylgruppe an C-2 irrelevant fiir die Substraterkennung.

H,C UrdR H,C
0l o HO — o)
HOM —> HO
HO HO
OoTDP OTDP
dTDP-4-Keto-6-Deoxy-D-Glucose dTDP-D-Quinovose
H,C H,C
oM o UrdR o o
HOM —> HO
OTDP OoTDP
dTDP-4-Keto-2,6-Dideoxy-D-Glucose dTDP-D-Olivose

Abb. 37: in vitro beobachtete Ketoreduktionen mit UrdR. Lediglich die untere Reaktion von dNDP-4-Keto-2,6-
Dideoxy-D-Glucose zu D-Olivose findet auch in vivo statt.

Das Enyzm UrdR und sein Produkt dTDP-D-Olivose ist also ein Beispiel fiir die prinzipielle Einsetzbarkeit von
Enzymen aus der Antibiotika-Biosynthese als Werkzeuge zur Herstellung von Verbindungen, die auf traditionell

chemisch-synthetischem Weg nicht darstellbar sind.

4.3.3UrdGT1b

Ziel der Arbeiten zur Expression von UrdGT1b war die Etablierung eines Protokolls, um l16sliches,
aufgereinigtes Protein zu erhalten. Wirtsorganismen waren diverse E.coli-Stimme sowie Sfradiae XTC. Trotz
vieler Variationen bei den Anzuchtbedingungen fiir E.coli blieb die Uberexpression in Sfradiae XTC das klar
iiberlegene System aufgrund folgender Vorteile:

e Menge und Loslichkeit des Proteins waren signifikant héher

* die Handhabung war einfacher, bedingt durch den Wegfall von OD-Messungen, Induktion etc.

e Die Priifung auf Funktionalitit des iiberexprimierten Proteins kann auf einfache Weise erfolgen

* Esexistieren keine zusitzlichen artifiziellen Aminosduren im Protein, ausgenommen die sechs Histidinreste.

Diesen Vorteilen steht entgegen, daB der Histidin-Tag des in Sfradiae erzeugten Proteins nicht durch eine
Protease entfernt werden kann, wéhrend die in E.coli erzeugten Proteine dieses Vorteil bieten, wenngleich auch
nach Abspaltung einige wenige AS des Fusionspartners verbleiben.

Léngerfristig soll das Projekt zur Expression von UrdGT1b durch in vitro-Studien und Kristallisation zur
Strukturaufklarung von UrdGT1b erweitert werden, insbesondere hinsichtlich der sterischen Erfordernisse des

Substratspezifitit vermittelnden Bereiches.

Die Kristallstruktur von GtfB, einer UDP-Glucosyltransferase der Chloroeremomycin-Biosynthese, ist publiziert
(Mulichak et al., 2001, siche Abb. 18). GtfB ist, wie andere GTs auch, aus zwei Doménen aufgebaut. Die

Autoren beschreiben einer flache, zum Spalt zwischen den beiden Dominen gewandte Tasche auf der
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Oberflache der N-terminalen Doméne als Bindestelle fiir das Zuckerakzeptorsubstrat. Im Zentrum dieser Tasche
befinden sich zwei Leucin-Reste, umgeben von sechs Tyrosin- oder Phenylalanin-Resten, aulerdem drei Alanin-
Reste und ein Cystein. Auller Tyr110, (dies entspricht Tyr122 in GtfB) ist hingegen keiner dieser erwihnten
Aminoséurereste in UrdGT1b/1c¢ konserviert. Die erwéhnten aromatischen Aminoséurereste in GtfB sind alle der
Region von AS 122-190 zugehdrig. Die entsprechende Region in UrdGT1b hingegen enthilt hingegen, aufler
dem erwdhnten Tyrl110, nur einen weiteren Phenylalanin-Rest. Hingegen sind die AS, die wéhrend der
vorliegenden Arbeit als determinierend fiir die Spezifitit von UrdGT1b/UrdGTlc gefunden wurden, in der
Arbeit zu GtfB im Hinblick auf Substraterkennung/ -spezifitit nicht auffillig gewesen. Diese Aussage muf
insofern betont werden, als bei GtfB (und anderen Untersuchungen zur Kristallstruktur von GTs) die
Beobachtung des nucleotidgebundenen Zuckers nicht méglich war (Gastinel et al., 1999, Ha et al., 2000) oder
nur mit dem Nucleotid und nicht dem Nucleotidzucker cokristallisiert wurde (Charnock und Davies, 1999), bzw.
die Position des Zuckers durch rechnergestiitzte Analyse oder theoretischer Uberlegungen spiter modelliert
wurde (Vrielink et al., 1994, Moréra et al., 1999). Daher konnten hinsichtlich des Donorsubstrates nur Aussagen
iiber das Nucleotid, nicht aber iiber seinen Zuckeranteil getroffen werden. In kinetischen Studien zu GtfB wurde
Asp332 als wahrscheinliches Mitglied des katalytischen Zentrums identifiziert. Interessanterweise sind die
benachbarten Aminosdurereste zwischen GtfB und UrdGT1b/1¢ stark konserviert: **’Leu-Pro-Gln-Met-Ala-Asp-
GIn*» in GtfB, *"'Leu-Pro-Gln-Leu-Ala-Asp-GIn®'7 in UrdGT1b. Abgeleitet von dieses Sequenzdaten kommt
Asp316 in UrdGT1b als mogliche katalytische Base in Betracht.

GtfB weist sowohl am Ende des ersten B-Faltblattes der N-terminalen Doméne ein leicht abgewandeltes, am
Ende des ersten P-Faltblattes der C-terminalen Domédne ein streng konserviertes Rossmann-Motiv auf:
"TCGSRG" bzw. **GFGSLG™". Sequenzvergleiche zwischen GtfB und UrdGT1b/UrdGTlc zeigen, daB bei
letzteren das aminoterminale Motiv génzlich fehlt, das der C-terminalen Doméne ist rudimentér (**TLGSRT**®

in UrdGT1b, **TIGG-T**" in UrdGT1c), enthilt aber die als kritisch erkannten Aminoséuren Ser-Arg bzw. Gly.
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5. Kooperationen

Parallel zu den Experimenten dieser Promotionsarbeit wurden im Rahmen von zwei Kooperationen Projekte aus
dem Bereich des Sekundérstoffwechsels von Streptomyces-Arten bearbeitet, die dem Thema dieser Disseration

verwandt sind.

5.1 Klonierung und Expression des Oxygenase-Gens jadF
Jadomycin B ist ein mit D-Olivose glycosidiertes und durch ein Stickstoffatom im Grundgeriist modifiziertes

Angucyclin aus Streptomyces venezuelae ISP5230 (Ayer et al., 1991, siche Abb. 38). Es wurde vorgeschlagen,
dafl Rabelomycin (Abb. 38) als Substrat fiir die Oxygenase JadF dient, welche dessen Ring B epoxidiert, durch
Aktivitdt einer weiteren Oxygenase und nicht-enzymatischem Einbau von Isoleucin mit nachfolgenden
Rearrangement des Polyketid-Grundgeriistes wiirde das Jadomycin-Aglycon entstehen (Yang et al., 1996). Das
Gen jadF lag in pJV60, einem 2.4 kb Sacl-Fragment des Jadomycin-Clusters, kloniert in pBSK-, vor (Yang et
al., 1996).

Durch Klonierung und Expression in Sfradiae-Stdmmen sollte {iberpriift werden, ob JadF auch im Urdamycin-
Produzenten aktiv sein kann, d.h. ein geeignetes Substrat findet. Uberexpression von JadF in E.coli als (His),-
Fusionsprotein und nachfolgende Aufreinigung ist die Grundlage fiir in vitro-Untersuchungen zur
Substratspezifitit und zur Verifikation des vorgeschlagenen Mechanismus.

Die Federfilhrung des Projektes liegt bei Prof. Dr. Jiirgen Rohr, Medical University of South Carolina,
Charleston, SC, USA und wird dort von Dipl.-Chem. Uwe Rix bearbeitet. Fiir die Kooperation wurden folgende
Leistungen erbracht:

¢ Herstellung des Genexpressionskonstruktes pUWL201-jadF

*  Expression in Sfradiae BF2-1, einer fiir die Oxygenase UrdM defizienten Stamm (Faust et al., 2000)

e Erste Analyse der Naturstoffproduktion durch Naturstoffisolierung und DC-Untersuchung

Aktueller Stand des Projektes ist, daB in Sfradiae BF2-1 x pUWL-jadF neben Rabelomycin ein farbloses
Urdamycin-dhnliches Polyketid produziert wird, die genauen strukturellen Details bediirfen noch der Aufklarung
(J. Rohr, pers. Mitteilung).

Nach Expression von jadF in E.coli und in vitro assays mit dem aufgereinigten Protein konnte die Bindung von
Rabelomycin als wahrscheinlicher Inhibitor, nicht aber als Substrat von JadF festgestellt werden. Wirkliches

Substrat ist vermutlich die Substanz UWMBS6 (U. Rix, pers. Mitteilung).
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Jadomycin B

UWM 6

Rabelomycin

Granaticin B

Actinorhodin

Abb. 38: Molekiilstruktur von Jadomycin B, UWMS6 (Kulowski et al., 1999), Rabelomycin, Granaticin B und
Actinorhodin.

5.2 Glycosidier ungsreaktionen bei Granaticin B und Actinorhodin
Granaticin B und Actinorhodin (siche Abb. 38) sind zwei Vertreter der Klasse der Benzoisochromanchinon-

Antibiotika. Das Grundgeriist beider Substanzen entstammt dem Polyketid-Stoffwechsel. Wahrend Actinorhodin
unglycosidiert ist, trdgt Granaticin B ein Disaccharid D-Olivose-L-Rhodinose. Das Biosynthese-Gencluster des
Granaticin B ist kloniert und sequenziert (Ichinose et al., 1998), weist aber nur ein Gen flir eine GT auf
(graorfl4). Es wire denkbar — wenngleich duflerst ungewo6hnlich — daB ein auBerhalb des Genclusters liegendes

GT-Gen fiir die zweite bendtigte GT codiert. Auch ist nicht auszuschlieBen, daB GraOrfl4 beide
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Glycosidierungen durchfithren kann, was wiederum eine ungewdhnlich niedrige Substratspezifitit erforderte.
Ferner ist denkbar, daf3 graorf34, ein Gen unbekannter Funktion, in den Glycosyltransfer involviert ist. Es wurde
schon frith vorgeschlagen, daB der erste (und sehr ungewohnliche) Glycosyltransfer von 4-Keto-2,6-
Dideoxyglucose unter Ausbildung zweiter C-C-glycosidischer Bindungen (C-9 zu C-1" und C-10 zu C-4") ein
nicht-enzymatischer Schritt ist (Snipes €t al., 1979), gefolgt von der enzymatischen Reduktion des Ketons an C-
4" zur D-Olivose. GraOrfl4 dagegen wird als Enyzm zur Ubertragung der L-Rhodinose unter Bildung einer
a(1,3)-glycosidischen Bindung angesehen (Ichinose et al., 1998). Der Beweis dieser Hypothese von
kombiniertem enzymatischem und nicht-enzymatischem Glycosyltransfer innerhalb eines Sekundérmetaboliten
wurde allerdings bislang nicht erbracht.

Durch synchrone Expression von graorfl6, graorfl?7, graorf26, graorf27, d.h. der vier Biosynthesegene, die zur
Herstellung von 4-Keto-2,6-Dideoxyglucose nétig sind, auBerdem zusétzlich von graorfl4 und/oder graorf34
soll untersucht werden, wann an das Benzoisochromanchinon-Grundgeriist D-Olivose angelagert wird. Es kann
also unterschieden werden, ob die Expression der vier Gene fiir den Deoxyzucker alleine ausreicht (Verifikation
der Hypothese), oder ob das GT-Gen graorfl4 notwendig ist (Falsifikation) oder ob graorf34 einen Einfluf3
besitzt (Falsifikation). Aufgrund groBer experimenteller Schwierigkeiten, den Granaticin-Produzenten
Streptomyces violaceoruber Tii22 gentechnisch zu modifizieren, wurde eine Mutante (actVB’) des Actinorhodin-
Produzenten Streptomyces coelicolor A3(2) (Rudd und Hopwood, 1979) als Wirt fir die Genexpressionen
gewidhlt. Weiterer Grund fiir die Wahl dieser Mutante war die Homologie von GraOrf34 zu ActVB, einer
Flavin:NADH-Oxidoreduktase, die moglicherweise zur FMNH,-Versorgung von Polyketid-modifizierenden
Enzymen dient (Kendrew et al., 1995). Vielleicht spielt daher GraOrf34 eine Rolle bei der Vorbereitung des
Polyketids auf die nichtenzymatische Glycosidierung.

Die Federfiihrung dieses Projektes liegt bei Prof. Dr. Koji Ichinose, The University of Tokyo, Tokyo, Japan.

Fiir die Kooperation wurden folgende Leistungen erbracht:

e Amplifikation von graorfl6 (codiert fiir eine dTDP-1-Glucose-Synthase), graorfl7 (dTDP-Glucose-4,6-
Dehydratase), graorf26 (Oxidoreduktase), graorf27 (dTDP-4-Keto-6-Deoxyglucose-2,3-Dehydratase) per
PCR. Template war das Cosmid pOJ446-22-24 (Ichinose €t al., 1998)

e Klonierung dieser Gene in pMun3 (Trefzer et al., 2001), um eine kassettenartige Anordnung dieser vier
Gene zu erzielen

¢ Klonierung dieser Gene in pUWL201 zur Expression der Kassette durch den ermE-Promotor

e Klonierung dieser Gene in pNEB193J (Yu et al., 2001), um die Kassette mit dem actl-Promotor zu
kombinieren

e Klonierung dieser Gene in pRM5 (McDaniel €t al., 1993) zur Expression der Kassette unter dem actl-
Promotor in Sreptomyces coelicolor actVB

e Amplifikation von graorfl4 (codiert fiir eine Glycosyltransferase), graorf34 (unbekannte Genfunktion) per
PCR

e Klonierung in pNEB193J zur Kombination der Kassette unter actl-Promotor mit graorfl4 und/oder
graorf34 unter dem actll1-Promotor

*  Klonierung in pRM5 zur Expression dieser Gen-Kombinationen in Streptomyces coelicolor actVB’
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Ein erstes Pilotexperiment in Form der Expression von graorfl6, graorfl?7, graorf26 und graorf 27 in
Streptomyces coelicolor A3(2), also dem Wildtyp, zeigte eine Anderung sowohl im Wuchsverhalten und der
Morphologie der Bakterienkolonien, als auch eine - wenngleich noch nicht im Detail verstandene - Anderung im

Sekundarstoffspektrum (K.Ichinose, pers. Mitteilung).
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6. Anhang

Nachstehend die Tabellen mit NMR-Daten der wihrend dieser Arbeit aufgereinigten und vollstédndig
strukturaufgekldrten Urdamycine. Fiir alle glycosidierten gilt, daB die NMR-Signale beziiglich der Zucker-
Kohlenstoffatome C-2 und C-3 einerseits und C-4 und C-5 andererseits mit sehr groer Wahrscheinlichkeit, aber
aufgrund der Komplexitdt nicht mit letzter Sicherheit zugeordnet werden konnten. s=Singulett, d=Dublett, t=

Triplett, g= Quartett, br=verbreitert, Ha= axialer Wasserstoff, He= dquatorialer Wasserstoff.

6.1 NMR-Tabellen

Urdamycin M
Position &'H (mult.; J (Hz)) 3" C
1 - 202.6 s
2 3.00 (komplex, Ha) 548t
2.61 (br d; 13, He)
3 - 76.2 s
4 2.33 (br d; 15, Ha) 443t
ca. 2.2 (m, He)
4a - 82.7s
5 6.95 (d; 10) 146.6d
6 6.55 (d; 10) 117.4d
6a - 138.1s
7 - 192.0 s
7a - 1149 s
8 - 158.0 s
9 - 140.1 s
10 8.06 (d; 8) 134.8d
11 7.69 (d; 8) 120.1d
11a - 131.7 s
12 - 190.0 s
12a - 141.1s
12b - 85.5s
3-CH,4 1.22 (s) 30.6q
1’ 4.92 (brd; 11.0) 72.0d
2’ 1.1-1.8 (komplex, Ha) 24.0t
1.1-1.8 (komplex, He)
3 ca. 2.1 (komplex, Ha) 269t
ca. 2.1 (komplex, He)
4’ 3.42 (brs) 67.3d
5 3.85 (br g; 6.5) 77.2d
6 1.33 (d; 6.5) 183 ¢q
1C 5.36 (d; 2.0) 95.1d
2C 1.2-2.0 (komplex, Ha) 24,6t
1.2-2.0 (komplex, He)
3C 1.2-2.0 (komplex, Ha) 23.8t
1.2-2.0 (komplex, He)
4C 3.65 (brs) 67.2d
5C 3.79 (br g; 6.5) 67.8d
6C 0.58 (d; 6.5) 16.9 q
OH- 3.36,3.62,4.45,5.32,12.4
Signale
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Urdamycin N Urdamycin O
Position
d'H d'H d°c
1 - - 202.5s
2 3.32 (1H,d, 17, Ha) 2.85 (verd. durch Wasser, Ha) 548t
3.20 (dd, 17; 2, He) 2.52 (dd, 13; 2, He)
3 - - 76.2 s
4 3.06 (d, 15, Ha) ca 2.00 (komplex, Ha) 440t
2.87 (dd, 15; 2, He) 2.30 (dd, 15; 1, He)
4a - - 81.8 s
5 7.58 (d, 8) 6.48 (d, 10) 146.1d
6 7.95(d, 8) 6.87 (d, 10) 117.2d
6a - - 137.7s
7 - - 190.2 s
Ta - - 115.0s
8 - - 157.8 s
9 - - 138.8 s
10 8.28(d, 8) 7.95(d, 8) 134.1d
11 7.74 (d, 8) 7.61(d, 8) 120.1d
1la - - 132.0 s
12 - - 183.8 s
12a - - 141.6 s
12b - - 829s
3-CH; 1.46 (s) 1.13 (s) 30.0q
1 4.92 (dd, 115 1) 4.90 (dd, 11; 1) 72.0d
2’ 1.1-1.8 (komplex, Ha) ca. 1.3 (komplex, Ha) 369t
2.72 ddd (13; 5; 1, He) 2.70 ddd (13; 5; 1, He)
3 4.00 (ddd, 12; 9; 4) 3.98 (ddd, 9; 9; 5) 68.0d
4 3.37(dd, 9; 9) 3.36(dd, 9; 9) 79.8d
5 3.58(dq, 9; 6) 3.60 (dq, 9; 6) 77.0d
6 1.37 (d, 6) 1.39 (d, 6) 19.8 q
1A 5.02(d,2) 498 (d, 1) 92.2d
2A 1.1-1.8 (komplex, Ha) ca. 2.0 (komplex, Ha) 2351t
1.1-1.8 (komplex, He) ca. 1.3 (komplex, He)
3A 1.1-1.8 (komplex, Ha) ca. 1.6 (komplex, Ha) 263t
1.1-1.8 (komplex, He) ca. 2.0 (komplex, He)
4A 3.50 (s, br) 3.52 (s, br) 76.1d
S5A 4.23 (q, br, 6.5) 4.21 (q, br, 6.5) 74.2d
6A 1.15(d, 6.5) 1.15 (d, 6.5) 179 ¢q
1B 5.17(d,2) 5.16(d,2) 98.1d
2B 1.1-1.8 (komplex, Ha) 1.2-2.0 (komplex, Ha) 233t
1.1-1.8 (komplex, He) 1.2-2.0 (komplex, He)
3B 1.1-1.8 (komplex, Ha) 1.2-2.0 (komplex, Ha) 266t
1.1-1.8 (komplex, He) 1.2-2.0 (komplex, He)
4B 3.53 (s, br) 3.53 (s, br) 67.0d
5B 4.34 (q, br, 6.5) 4.33 (q, br, 6.5) 68.1d
6B 1.09 (d, 6.5) 1.08 (d, 6.5) 14.5¢q
1C - 5.30d(2) 95.0d
2C - 1.2-2.0 (komplex, Ha) 2341t
1.2-2.0 (komplex, He)
3C - 1.2-2.0 (komplex, Ha) 26.6t
1.2-2.0 (komplex, He)
4C - 3.32 (s, br) 68.3d
5C - 3.63(q,br; 6.5) 67.2d
6C - 0.49 (d; 6.5) 17.0q
OH- n.b. 3.33,3.47,3.55,4.38,5.32,12.4
Signale

NMR Daten fiir Urdamycine N und O in d¢-Aceton. 'H-NMR-Signale: & bezogen auf TMS (J in Hz). *C-
NMR-Signale in d¢-Aceton.
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Urdamycin P
Position
d'H d"C
1 - n.b.
2 2.82(d,13, Ha) 52.9
2.67 (dd, 2.5, 13, He)
3 - 77.4
4 2.04 (s) 44.5
5 6.40 (d,9.5) 145.7
6 6.87 (d,9.5) 117.8
7 - n.b.
8 - n.b.
9 - n.b.
10 7.85(d, 7.5) 133.9
11 7.58 (d, 7.5) 119.5
12 - n.b.
3-CHj 1.24 (s) 29.8
1’ 4.86 (dd, 11; 1) 72.0
2’ 1.29 (s, Ha) 37.3
2.59 (ddd, 2, 4.5, 12.5, He)
3 3.91(ddd, 4.5,9, 11) 73.8
4’ 337(4,7) 82.2
5 3.53 (s) 77.2
6 1.39 (d, 6) 18.7
1A 4.93 (brd, 3) 93.7
2A 2.00 (s, Ha) 245
1.35 (s, He)
3A 2.25 (komplex, Ha) 26.2
1.62 (komplex, He)
4A 3.52 (s) 68.1
SA 459 (dg, 1.5, 6.5) 66.8
6A 1.14 (d, 6.5) 17.2
1B 4.74 (dd, 2,9.5) 100.9
2B 2.23 (s, Ha) 40.6
1.44 (dt 9.5, 12, He)
3B 3.51 (s) 71.8
4B 2.84 (1, 9) 78.3
5B 3.24(dq, 9, 6) 73.1
6B 1.29 (d, 6) 18.3

NMR Daten fiir Urdamycin P in CD;OD. 1H—NMR-Signale: d bezogen auf CHD,OD bei 3.31 ppm. (J in Hz).
C-NMR-Signale sind aus einem 2D 'H-"C-Korrelationsspektrum (HMQC) abgeleitet und bezogen auf
CHD,O0D bei 48.9 ppm. (n.b.= Signal nicht beobachtet).
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Urdamycin R
Position &'H (int.; mult.; J (Hz)) HMBC Korr. 5" C
1 - - 202.5s
2.82 (1H; d; 13, Ha) 1,3,4, 12b 54.7t
2.53 (1H; dd; 13, 4, He)
3 - - 76.1s
4 2.27 (1H; br d; 14, Ha) 4a 4411t
ca. 2.2 (1H; m, He)
4a - 82.5s
5 6.46 (1H;, d; 10) 6a 146.4 d
6 6.86 (1H; d; 10) 4a, 12a 117.3d
6a - - 138.0s
7 - - 189.8 s
Ta - - 115.0s
8 - - 158.4s
9 - - 140.2 s
10 7.92 (1H; d; 7.7) 8,11a,1’ 134.4d
11 7.62 (1H; d; 7.7) 7a,9, 12 120.0d
11a - - 131.7 s
12 - - 183.5s
12a - - 141.2's
12b - - 81.7s
3-CH, 1.14 (3H; s) 2,4 30.2q
1 4.83 (1H; d; 11.0) 9 74.3d
2 ca. 1.9 (komplex, Ha) - 279t
ca. 1.9 (komplex, He)
3 ca. 2.0 (komplex, Ha) - 26.2t
ca. 2.0 (komplex, He)
4 3.34 (1H; brs) - 67.1d
5 n.z. - 76.7d
6 1.23 (1H; d; 6.0) - 18.2 q
1A 4.82 (1H; br s) - 100.5d
2A ca. 2.0 (komplex, Ha) - 256t
ca. 2.0 (komplex, He)
3A ca. 1.7 (komplex, Ha) - 269t
ca. 1.7 (komplex, He)
4A 3.54 (1H; brs) - 75.1d
SA 3.96 (1H; br q; 7.0) - 67.8d
6A 1.06 (1H; d; 6.5) - 17.6 q
1C 5.36 (1H; d; 3.2) - 95.1d
2C ca. 1.5 (m, Ha) 3C 246t
ca. 2.0 (m, He)
3C ca. 1.7 (komplex, Ha) - 23.81t
ca. 1.7 (komplex, He)
4C 3.50 (1H; br s) - 67.2d
5C 3.66 (1H; br q; 6.5) - 67.8d
6C 0.50 (3H; d; 6.5) 5C 169 q
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Urdamycin S
Position &'H (int.; mult.; J (Hz)) HMBC Korr. 3" C
1 N - 202.5s
2 2.85 (1H; d; 12.6, Ha) 1,34 547t
2.65 (1H; dd;12.6, 2.8He)
3 - - 76.2 s
4 2.31 (1H; d; 14.8, Ha) 4a 441t
1,96 (1H; dd; 14.8, 2.8, He)
4a - 82.5s
5 6.46 (1H; d; 9.7) 6a 146.4 d
6 6.86 (1H; d; 9.7) 4a, 12a 117.2d
6a - - 1379 s
7 - - 1919
Ta - - 1149 s
8 - - 158.6 s
9 - - 1399
10 7.91 (1H; d; 7.8) 8,11, 1" 134.2d
11 7.60 (1H; d; 7.8) 7a,9 120.0d
11a - - 131.8s
12 - - 183.4s
12a - - 141.3s
12b - - 81.6s
3-CH, 1.14 (3H; s) 2,34 302 q
1 5.06 (1H; br dd; 11.0, 1.6) 9 64.5t
2 1.32-1.42 (4H; m, Ha) - 319s
2.17 (1H; dddd; 13.2, 4.0, 3.6,
1.6, He)
3’ 1.32-1.42 (4H; m, Ha) - 27.2s
1.90 — 1.95 (1H; m, He)
4 3.95(1H; ddd; 10.4,5.8,5.2) | - 679t
5 4.41 (1H; dq; 5.8 (d), 6.7 (q@)) | - 73.7t
’ 1.31 (3H; d; 6.7) - 10.6 q
1A 4.92 (1H; brs) - 96.7d
2A ca. 1.4 (m, Ha) - 246t
ca. 2.0 (m, He)
3A ca. 1.7 (komplex, Ha) - 26.2't
ca. 1.7 (komplex, He)
4A 3.50 (1H; brs) - 67.2d
5A 3.96 (1H; g; 6.0) - 75.1d
6A 1.12 (1H; d; 6.5) - 17.6 q
1C 5.29 (1H; d; 3.0) 5C 95.0d
2C ca. 1.7 (komplex, Ha) - 23.81t
ca. 1.7 (komplex, He)
3C ca. 1.9 (komplex, Ha) - 26.6 t
ca. 1.9 (komplex, He)
4C 3.34 (1H; brs) - 67.1d
5C 3.64 (1H; br q; 6.0) - 67.8d
6C 0.50 (3H; d; 6.5) 5C 169 q
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Urdamycin T
Position 3'H (int.; mult.; J (Hz)) HMBC Korr. d"c
1 - - 196.8
2 3.05 (1H; d; 15, Ha) 1,3,4,12b 54.1
2.86 (1H; dd; 15, 1, He)
3 - - 72.6
4 3.28 (1H; d; 12, Ha) 2,3,4a,3-CH;, 12b 44.7
3.19 (1H; br d; 12, He)
4a - - 150.0
5 7.70 (1H; br d; 8) 4.6a 134.8
6 8.26 (1H; d; 8) 4a,6a, 7 129.4
6a - - 137.0
7 - - 189.1
Ta - - 115.7
8 - - 159.3
9 - - 139.1
10 7.90 (1H; dd; 8, 1) 11a,8, 1" 134.5
11 7.56 (1H; d; 8) 7a,9, 12 119.4
1la - - 136.6
12 - - 183.4
12a - - 134.1
12b - - 137.0
3-CH, 1.47 3H; s) 1234 30.0
1’ 5.28 (1H; dd, 11; 2) 9,10,3 64.9
2’ 1.4 (1H; m; Ha) - 323
2.2 (1H; m; He)
3 1.8 (2H; m) - 27.7
4’ 3.95 (1H; ddd; 10, 5.2, 5.6) - 74.1
5 4.27 (1H; dq, 5.2, 7.0) - 67.8
6 1.32 (3H; d, 7) 4,5 11.1
OH- 4.15 (br), 12.2 (br), - -
Signale 12.7 (br)
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Urdamycin K
Position &'H (int.; mult.; J (Hz)) HMBC Korr. 5" C
1 - - 202.5
2 2.85 (1H; d; 13, Ha) 1,3,4, 12b 54.7
2.52 (1H; dd; 13, 1, He)
3 - - 76.2
4 2.29 (1H; d; 15, Ha) 4a 441
ca. 2.2 (1H; m, He)
4a - 82.6
5 6.48 (1H; br d; 9.8) 6a 146.5
6 6.86 (1H; d; 9.8) 4a,7, 12a 117.3
6a - - 137.9
7 - - 189.5
Ta - - 115.6
8 - - 162.2
9 7.33 (1H; d; 8.3) - 124.7
10 7.79 (1H; dd; 7.6, 8.3) 8,11a 138.0
11 7.59 (1H; d; 7.6) 7a,9, 12 120.0
11a - - 1334
12 - - 183.6
12a - - 141.2
12b - - 81.7
3-CH, 1.14 (3H; s) 2,34 30.0
1C 5.28 (1H; d; 3.2) 2C, 5C 95.0
2C ca. 1.5 (m, Ha) 3C 26.2
ca. 2.0 (m, He)
3C ca. 1.7 (komplex, Ha) 2C, 4C 23.8
ca. 1.7 (komplex, He)

4C 3.65 (1H; br s) - 67.1
5C 3.64 (1H; br g; 6.5) 3C 67.8
6C 0.49 (3H; d; 6.5) 4C, 5C 16.8

OH- 3.35 (br), 4.37 (br), - -

Signale 5.23 (br),11.8 (br)
Tetrangomycin
Position &'H (int.; mult.; J (Hz)) HMBC Korr. 5" C
1 - - 196.8
2 3.06 (1H; d; 15, Ha) 1,3,4,12b 54.1
2.86 (1H; dd; 14, 2, He)
3 - - 72.5
4 3.29 (1H; d; 17, Ha) 2,3,4a,3-CH;, 12b 44.8
3.20 (1H; dd; 17, He)

4a - - 150.0
5 7.72 (1H; dd; 8, 1) 4,6, a 134.9
6 8.27 (1H; d; 8) 4a,6a, 7 129.4
6a - - 137.0
7 - - 188.7
7a - - 116.4
8 - - 162.4
9 7.29 (1H; dd; 8.5,1) 7a, 11 123.9
10 7.78 (1H; dd; 7.5, 8.5) 11a, 8 138.1
11 7.59 (1H; dd; 7.5,1) 7a,9,12 119.5
11a - - 136.6
12 - - 183.6
12a - - 134.1
12b - - 137.0
3-CHj 1.47 (3H; s) 2,34 30.2

OH-Signal 12.3 (br) - -
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6.2 Plasmidkarten

5201,PSt
5195,Hin dIlI; Sacli23s
i i Bgll1276

SaclLd49

4796,Bgl I,

_Sacl 841
- Xhol,882

_ _.BSPELI110
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4005, Sal ... ~ pKCZ3 urdz3 el
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Sacll, 1397
3695,Xhol™
_ UBglILI7L7
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¥ Sacl12025
{ EcORV,2037
ECORI,2043
Abb. 39: Das Plasmid pKCZ3.
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Abb. 40: Das Plasmid pUWLZ3.
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5502,Pst]

. Sal1,698
.Sac1,800
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apra 4000
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Abb. 41: Das Plasmid pKCRN.
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Abb. 42: Das Plasmid pUWLR.
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6998, ECORI,
6986,Kpn1;
6699,Xhol,
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Abb. 43: Das Plasmid pSET-1cerm.
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Abb. 44: Das Plasmid pRSET-1b.
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4160,Ncol. NotL40
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Abb. 46. Das Plasmid pRSET-urdM.
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Abb. 48: Das Plasmid pUWL-1bHIS.
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6.3. HPL C-Daten zu S.fradiae-Mutanten, hybriden GTsund zur GT-Bibliothek

Kontrollen Retentionszeit | UV-VIS M asse (amu)/ Substanz Peakflache
(min) Spektrum | lonisation (%)
Sfradiae AX 5.45 A-Typ 486,1 (-) Aquayamycin 22.74
untransformiert 9.11 B-Typ 452,2 (-) Urdamycinon B 11.50
Urdamycin A 14.56 A-Typ 844.2 (-) Urdamycin A 100
authent.
Reinsubstanz
Exprimiertes Retentionszeit | UV-VIS M asse (amu)/ Substanz Peakflache
Gen (min) Spektrum | lonisation (%)
urdGT1c 12.02 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 33.55
18.08 B-Typ 566.6 (-) 100-1 16.22
HI 12.07 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 22.56
18.48 B-Typ 566.6 (-) 100-1 13.90
H2 5.54 A-Typ 486.1 (-) Aquayamycin 25.67
9.38 B-Typ 452.2 (-) Urdamycinon B 11.87
H4 12.02 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 29.16
18.22 B-Typ 566.6 (-) 100-1 9.33
H3 5.42 A-Typ 486.1 (-) Aquayamycin 20.46
9.23 B-Typ 452.2 (-) Urdamycinon B 8.99
H5 11.59 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 18.94
17.17 B-Typ 566.5 (-) 100-1 40.19
H7 11.62 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 21.67
17.59 B-Typ 566.2 (-) 100-1 37.09
H6 5.44 A-Typ 486.1 (-) Aquayamycin 25.46
9.25 B-Typ 452.2 () Urdamycinon B 8.21
H8 5.46 A-Typ 486.1 (-) Aquayamycin 31.26
9.30 B-Typ 452.2 (-) Urdamycinon B 11.69

Details der HPLC- und LC-MS Analyse (siche 2.12.4 und 2.12.6) von Rohextrakt, gewonnen aus Sfradiae AX
untransformiert bzw. nach Expression des jeweiligen hybriden GT-Gens. Aufgefiihrt sind die von Prof. Dr. K.
Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop erzielten Daten.
Die UV-VIS-Spektren von A- und B-Typ sind in Abb. 12, Chromatogramme in Abb. 20 dargestellt.
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M utante/ Retentionszeit | UV-VIS- | Masse (amu)/ | Substanz Peakflache
exprimiertes | (min) Spektrum | lonisation (%)
Gen
AX 5.45 A-Typ 486,1 (-) Aquayamycin 22.74
9.11 B-Typ 452,2 (-) Urdamycinon B 11.50
AX+urdGT1c |12.02 A-Typ 600,2 (-) 12b-DUG 33.55
18.48 B-Typ 566,6 (-) 100-1 16.22
XTC 12.14 A-Typ 600,2 (-) 12b-DUG 35.27
18.20 B-Typ 566,6 (-) 100-1 9.46
XTC + 13.60 A-Typ 730,3 () 12b-DUA 38.96
urdGT1b 18.91 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 31.27

Details der HPLC- und LC-MS Analyse von Rohextrakt, gewonnen aus Sfradiae AX und XTC. Aufgefiihrt sind
die von Prof. Dr. K. Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ
Massenspektroskop erzielten Daten. Zu UV-VIS-Spektren siche Abb.12.

Kontrollen Retentionszeit | Spektrum | Masse (amu)/ Substanz Peakflache

(min) lonisation (%)
Sfradiae XTC 12.14 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 35.27
untransformiert 18.20 B-Typ 566.6 (-) 100-1 9.46
Exprimiertes Retentionszeit | Spektrum | Masse (amu)/ Substanz Peakflache
Gen (min) lonisation (%)
urdGT1b 13.60 A-Typ 730.3 (-) 12b-DUA 38.96

18.91 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 31.27
H2 13.22 A-Typ 730.3 (-) 12b-DUA 26.82

18.93 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 23.77
H3 12.00 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 37.45

18.40 B-Typ 566.6 (-) 100-1 18.95
Ho6* 12.60 A-Typ 730.2 (-) 12b-DUA 29.01

17.61 B-Typ 696.2 (-) Urdamycin B 8.14
H8* 12.42 A-Typ 730.2 (-) 12b-DUA 39.46

17.47 B-Typ 696.2 (-) Urdamycin B 17.60

Details der HPLC- und LC-MS Analyse (siche 2.12.4 und 2.12.6) von Rohextrakt, gewonnen aus Sfradiae XTC
untransformiert bzw. nach Expression des jeweiligen hybriden GT-Gens. Aufgefiihrt sind die von Prof. Dr. K.
Ichinose mit einer Tosoh-SC 8020 HPLC bzw. einem Thermoquest LCQ Massenspektroskop erzielten Daten.
Die UV-VIS-Spektren von A- und B-Typ sind in Abb. 12 dargestellt. Die mit (*) markierten wurden mit einer
HP 1000 HPLC erzielt, daher leichte Differenz in Retentionszeit (siche auch Abb. 20 filir ausgewahlte
Chromatogramme).
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Kontrolle Retentionszeit | Spektrum | Masse (amu)/ Substanz Peakflache
(min) lonisation (%)
urdGT1b 12.60 A-Typ 730.3 (-) 12b-DUA 44.16
Exprimiertes Retentionszeit | Spektrum | Masse (amu)/ Substanz Peakflache
Gen (min) lonisation (%)
H9 12.64 A-Typ 730.2 (-) 12b-DUA 50.37
17.60 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 20.22
H10 12.39 A-Typ 730.3 (-) 12b-DUA 39.65
17.39 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 30.88
HI11 12.45 A-Typ 730.3 (-) 12b-DUA 38.58
17.38 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 26.37

Details der HPLC- und LC-MS Analyse (siche 2.12.4 und 2.12.6) von Rohextrakt, gewonnen aus Sfradiae XTC
nach Expression der ortsspezifisch mutagenisierten GT-Gene H9-H11. Die UV-VIS-Spektren von A- und B-Typ
sind in Abb. 12 dargestellt. Die Chromatographie wurde mit einer HP 1000 HPLC durchgefiihrt (Prof. Dr. K.
Ichinose).

Exprimiertes Retentionszeit | Spektrum | Masse (amu)/ Substanz Peakflache
Gen (min) lonisation (%)
H12 12.11 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 8.94
13.59 A-Typ 730.2 (-) 12b-DUA 58.93
17.60 B-Typ 696.3 (-) Urdamycin B 16.98
HI13 5.65 A-Typ 486.3 (-) Aquayamycin 3.48
9.21 C-Typ 618.2 (-) Urdamycinon C 21.56
12.61 A-Typ 600.2 (-) 12b-DUG 5.33
16.25 C-Typ 732.5 (-) 12b-DUC 11.53

Details der HPLC- und LC-MS Analyse (siche 2.12.4 und 2.12.6) von Rohextrakt, gewonnen aus Sfradiae XTC
nach Expression der ortsspezifisch mutagenisierten GT-Gene H12 und H13. Die UV-VIS-Spektren von A- und
B-Typ sind in Abb. 12 dargestellt.

Ubersicht tiber das Verhiltnis Edukt zu Produkt der aus der Bibliothek stammenden aktiven GTs und deren
Aminoséduresequenz im relevanten Bereich:

Spezifitat Sfradiae Verhéltnis Edukt: Produkt Relevante AS
Wirtsstamm

UrdGT1b XTC 12b-DUG: 12b-DUA

2-1 10:1 NV- DP- HVDDM V

3-24 1,45:1 NI - DR- HYDDM V

1734 1,25:1 NI - DP- HVDDM L

UrdGT1c AX Aquayamycin: 12b-DUG

6-13 0,68:1 NI - DS- NGEDK- L

1106 1,53:1 NI - AP- HGEDK- L

1423 1,75:1 NI - AR- HVDDK- L

1446 7,2:1 NV- DR- HVDDK- L

1701 3:1 NV- DS- NGDAK- L
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H13 | 0,63:1 [ SI - AP- NGEAK- L
neu XTC 12b-DUG: Urdamycin P

1707 7:1 NV- DS- HVDAM L
1717 20:1 NV- DS- HVDDK- L
UrdGT1b+ AX: Aquayamycin: 12b-DUG | XTC: 12b-DUG: 12b-DUA

UrdGT1c

3-11 9,8:1 6,6:1 NI - DW HVDAK- L
1210 1,7:1 n.d. SV- DS- N\VDDM V
1548 4,56:1 5,6:1 NV- DR- NGDAM L
Neu+ XTC 12b-DUG: (12b-DUA+ Urdamycin P)

UrdGT1b

0204 15,7: (1,0+20,4) NI - DS- HVDDM L
Neu+ AX: Aquayamycin: 12b-DUG | X:12b-DUG: Urdamycin P*

UrdGT1c (1)

0207 n.d 3,19:1 Sl - AS- HGDDV+ L
1304 n.d 3,4:1 NI - DW HGDAM L
1322 0,83:1 0,84:1 NV- DS- HGEDM L
1565 0,67:1 1,46:1 Sl - AW NGDDK- L
1814 1.46:1 1,54:1 Sl - DW HGDAM L
Neu+ AX: Aquayamycin: 12b-DUG | XTC:12b-DUG:Urdamycin P

UrdGT1c (1)

3-17 5,67:1 n.d. NV- AS- NVEAM V
3-19 6,3:1 n.d. NV- DS- NVEAM L
6-19 0,43:1 19,6:1 SV- AS- HGDDK- L
9-1 0,78:1 n.d. NI - AS- HGDDV+ L
0820 n.d. 1,2:1 | V- AP- NGDAM L
1111 5,8:1 n.d. NV- DW HGEDK- L
1128 3,53:1 n.d. S| - AS- NVDAM L
1141 1,52:1 n.d. NV- DW NCDAM V
1413 1,93:1 n.d. SV- DP- HGDAK- L
1416 1,93:1 n.d. SV- AS- HGDAM L
1574 1,49:1 n.d. SV- DP- HGDAM L
1703 2,63:1 n.d. S| - AS- HGDAM L
1709 7,29:1 n.d. NV- DS- HGDAM L
1720 2,36:1 n.d. NV- DP- HGDAM L
1806 n.d. 4,5:1 SF- DP- NGEAM L
1812 n.d. 6,98:1 SV- DP- NGDDM L
Neu AX: XTC:

+UrdGT1b Aquayamycin: 12b-DUG 12b-DUG: (12b-DUA+

+UrdGT1c Urdamycin P)

1-1 n.d. 2,85: (0,4+1) NI - DS- HGDDIV+ L
1438 0,45:1 n.d S| - DS- NVDDM L
1511 2,58 :1 5,2 :(0,29+1) NV- DP- NGDDM+ L
1577 1,63:1 n.d. NI - DR- HGDAM L
1815 3,9:1 3:(0,59+1) NI - AW HCDDM V

* In Sfradiae XTC erscheinen diese GTs als solche der Kategorie ,,nur neue Aktivitit®, da dieser Wirt das

Zwischenprodukt dieser GTs, 12b-DUG, bereits selbst herstellt.
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6.4 Abkurzungen

12b-DUA
12b-DUC
12b-DUG
12b-DUO

“EHUREZZROO>

dGTP
DMSO
DNA
dNDP
dNTP
dTDP
DTT
EDTA
EtOH
FAD
FMNH,
IPTG
NADH
NADPH
NDP
NTA
PEG
RNA
rRNA
SDS
TDP
TEMED
TES

TMS
TRIS
tRNA
UDP
X-Gal

aac(3)IV
actl
actlll
attP

bla

emE

gst

GST
lacI®
lacZ

Chemische Verbindungen

12b-Derhodinosyl-Urdamycin A
12b-Derhodinosyl-Urdamycin C
12b-Derhodinosyl-Urdamycin G
12b-Derhodinosyl-Urdamycin O

Adenin

Cytosin

Guanin

Guanin oder Thymin
Adenin oder Cytosin
jede Base

Adenin oder Guanin

Cytosin oder Guanin
Thymin

Adenin oder Thymin
Cytosin oder Thymin

Deoxyguanosin-5’-triphosphat
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleinsdure
Deoxynucleosid-5-diphosphat
Deoxynucleosid-5 -triphosphat
Deoxythymidin-5’-triphosphat
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsdure

Ethanol

Flavin-Adenin-Dinucleotid
Flavin-Mononucleotid-Phosphat (reduziert)
Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranosid
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (reduziert)
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (red.)
Nucleosid-5’-diphosphat

Nitriltriessigsiure

Polyethylenglycol

Ribonucleinséure

Ribosomale Ribonucleinséure
Natriumdodecylsulfat
Thymidin-5’-diphosphat
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine
N-Tris[hydroxymethyl]-2-
aminoethansulfonséure

Tetramethylsilan
Tris[hydroxymethyl]-aminomethan
Transfer-Ribonucleinséure
Uridin-5"-diphosphat
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-galactopyranosid

Gene/Proteine
Aminoglycosid-acetyltransferase-Gen
Bereich des Actinorhodin-Genclusters
Bereich des Actinorhodin-Genclusters
Phagen-Anheftungsstelle
B-Lactamase-Gen
N-6-Aminoadenin-N-Methyltransferase-Gen
Glutathion-S-Transferase-Gen
Glutathion-S-Transferase

Gen des Lactose-Operon-Repressors
B-Galactosidase-Gen
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°C
Abb.
amu
APCI
AS
bar
bidest.
bp
CCD
d

Da
DC
E.C.
E.coli
etal.
g

GT

h
HMBC
HMQC
HPLC
ICso

IMAC
kb

A

1

LC
mAU
min
MS
MW
NMR
nt

OD
orf
ORF
PAGE
PCR
PKS

ppm
RP

rpm
Tab.

uv
v/v
VIS
VT
w/v
WT

Sonstige Abkirzungen

Grad Celsius

Abbildung

Atommassen-Einheiten
Atmosphérendruck/Chemische Ionisation
Aminosdure(n)

Einheit des Druckes

bidestilliert

Basenpaare

Charged Coupled Display

Tag(e)

Dalton

Diinnschichtchromatographie

Enzyme Commission

Escherichia coli

und andere

Erdbeschleunigung

Glycosyltransferase

Stunde(n)

Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie
Inhibitorische Konzentration (Inhibition
auf 50% der Ausgangsaktivitdt)
Metall-Affinitits-Chromatographie
Kilobasen

Wellenlidnge

Liter

Fliissigkeitschromatographie
milli-Absorptionseinheiten

Minute(n)

Massenspektroskopie
Molekulargewicht
Kern-Magnetresonanz-Spektroskopie
Nucleotid(e)

Optische Dichte

offener Leserahmen (Nucleotidsequenz)
offener Leserahmen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerase-Kettenreaktion
Polyketidsynthase

Parts per Million

Reversed Phase

Umdrehungen pro Minute
Tabelle

Schmelzpunkt

Units (Einheiten der Enzymaktivitat)
Ultraviolett

Verhiltnis Volumen zu Volumen
Sichtbares Licht

Volumenteile

Verhiltnis Gewicht zu Volumen
Wildtyp
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ori Replikationsursprung
oriT Ursprung des Transfers
tsr Thiostrepton-Resistenz-Gen

Nicht angegeben sind die Abkiirzungen der Aminosauren, Restriktionsenzyme, sowie die Abkiirzungen der
Einheiten des Systéme Internationale.
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