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ZUSAMMENFASSUNG 
 
Actinomyceten produzieren eine enorme Vielfalt unterschiedlichster biologisch aktiver 

Sekundärmetabolite, die für die Suche nach neuen Medikamenten eingesetzt werden 

können. Die Nutzung dieser Ressource im Wirkstofffindungsprozess ist jedoch nicht trivial 

und meist recht aufwendig. Daher ist trotz großer historischer Erfolge in jüngerer 

Vergangenheit die Bedeutung von Naturstoffen in der Medikamentenentwicklung zurück-

gegangen. 

 

Im Rahmen dieser Dissertation konnte ein molekularbiologisches Verfahren etabliert werden, 

das bei geringem Kostenaufwand die Durchmusterung einer kompletten Stammsammlung 

bezüglich ihres biosynthetischen Potentials in kürzester Zeit ermöglicht. Dieses Verfahren 

nutzt den Zusammenhang zwischen Nukleotidsequenz und Substratspezifität eines 

Biosyntheseenzyms. Wie in dieser Arbeit demonstriert wurde, kann durch seine Anwendung 

an geeigneten Biosynthesegenen, so genannten Markern, entweder ganz gezielt nach 

Produzenten einer bestimmten Sekundärmetabolitsubstanzklasse oder relativ breit nach 

Produzenten von Naturstoffen unterschiedlicher Klassen mit einem bestimmten Strukturmotiv 

gesucht werden. 

In dieser Arbeit wurden Halogenasegene als genetische Marker verwendet, um eine 

Vorhersage treffen zu können, welche Sekundärmetabolitklassen von den etwa 550 

untersuchten Actinomycetenstämmen produziert werden. Gene mit Homologien zu 

bekannten Halogenasen aus Naturstoff-Biosynthesegenclustern wurden in 20% der Stämme 

entdeckt. Sekundärmetabolite unterschiedlicher Klassen wurden isoliert und ihre Struktur 

bestimmt. Die Hypothese der Korrelation zwischen Nukleotidsequenz und Substratspezifität 

konnte für Halogenasen, die an der Biosynthese von Glykopeptiden und Xanthonen beteiligt 

sind, bestätigt werden. Des Weiteren wurden putative Produzenten von Lipoglykodepsi-

peptiden, Enediynen, Ansamycinen, Aminocoumarinen und Makroliden identifiziert. Bei den 

Xanthonen konnte ein Derivat isoliert werden, das im Vergleich zu der bisher bekannten 

Verbindung über eine zusätzliche Aktivität gegen Gram-negative Bakterien verfügt. 

 

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass durch Nutzung der durch das oben 

beschriebene Suchverfahren identifizierten Enzyme und Biosynthesegencluster in molekular-

biologischen Ansätzen, Naturstoffe derivatisiert werden können. Neue Derivate wurden 

durch Biokatalyse, kombinatorische Biosynthese und die Variation von Fermentations-

parametern hergestellt. Zusätzlich konnte durch die Nutzung der „Transposon-Mutagenese“ 

erfolgreich eine Reihe neuer Xanthonderivate hergestellt werden. 
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG 

1.1 Halogenierte organische Naturstoffe 

Organische Halogenverbindungen existieren schon seit Jahrmillionen auf der Erde. 

Sie werden entweder von lebenden Organismen oder durch thermische Prozesse 

wie z.B. vulkanische Tätigkeiten und Waldbrände produziert (GRIBBLE, 2003). Die 

erste organische halogenierte Substanz, 3,5-Diiodtyrosin (Abb. 1), wurde 1896 aus 

der Koralle Gorgonia cavolinii isoliert (DRECHSEL, 1896). 1904 wurde Diploicin (Abb. 

1) als der erste halogenierte Naturstoff aus Mikroorganismen identifiziert (ZOPF, 

1904). Der Darmstädter Professor P. Friedländer konnte 1909 aus 12.000 

Purpurschnecken (Muricidae) 1,4 Gramm des schon in der Antike bekannten 

Farbstoffes Purpur isolieren und dessen Struktur (Abb. 1) bestimmen  (MELZER et al., 

2001). Zu den ersten entdeckten chlorierten Naturstoffen mit antibiotischer Wirkung 

gehören Griseofulvin (Abb. 1) aus Penicillium griseofulvum (OXFORD et al., 1939), 

Chloramphenicol aus Streptomyces venezuelae (EHRLICH et al., 1947) und 

Chlortetracyclin aus Streptomyces aureofaciens (DUGGAR, 1948). 

Bis 1961 wurden lediglich 29 halogenierte Naturstoffe, die sogenannten 

Halometabolite, identifiziert, darunter acht Verbindungen, die aus Bakterien stammen 

(PETTY, 1961). Inzwischen ist die Zahl der bekannten halogenierten Naturstoffe 

jedoch auf über 3800 angestiegen (GRIBBLE, 2003). Diese Entwicklung ist durch 

empfindlichere Meßmethoden, vor allem aber auch durch die intensive Suche der 

pharmazeutischen Industrie nach potentiellen Wirkstoffen zu erklären. Die meisten 

chlorierten Verbindungen (2200) werden von terrestrischen Organismen produziert, 

wohingegen im Meer aufgrund des relativ hohen Bromidgehaltes vermehrt bromierte 

Substanzen identifiziert wurden (1950). Der Anteil an iodierten Naturstoffen ist mit 95 

sehr gering, genauso wie nur 100 fluorierte Metabolite bekannt sind, trotz des für 

Organismen zur Verfügung stehenden Fluoridgehaltes im Boden, der höher ist als 

der Bromid- oder Iodidgehalt (GRIBBLE, 2003). 
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Abb. 1: Beispiele der ersten entdeckten halogenierten organischen Naturstoffe. 

 

1.1.1 Halogenierte Naturstoffe aus marinen Pflanzen 

Seegräser synthetisieren eine Vielzahl an einfachen aber auch komplexeren 

halogenierten organischen Verbindungen. Phytoplankton produziert in Laborkulturen 

Chlormethan, Brommethan und Iodmethan (SCARRATT & MOORE, 1996). Das essbare 

und bei den Hawaiianern beliebte Seegras „limu kohu“ (Asparagopsis taxiformis) 

enthält mehr als 100 halogenierte organische Substanzen (Abb. 2A), mit Bromoform 

als Hauptbestandteil (MCCONNELL & FENICAL, 1977 und MOORE, 1977). Die Rotalge 

Laurencia bildet verschiedenste halogenierte Terpene und andere komplexe 

Strukturen. Cyanobakterien, die auch als Blaugrünalgen bezeichnet werden, sind 

eine Quelle von biologisch hochaktiven Substanzen, wie z.B. Crytophycin A, welches 

Antitumor-Wirkung besitzt (Abb. 2B). Ebenso werden von Cyanobakterien aber auch 

Toxine produziert, die bei der Trinkwasserbereitung beachtet werden müssen. 
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Abb. 2: A) Beispiele einiger Verbindungen, die von dem Seegras Asparagopsis taxiformis produziert 
werden. B) Crytophycin A aus Cyanobakterien. 

 

1.1.2 Halogenierte Naturstoffe aus Schwämmen und anderen marinen Tieren 

Schwämme sind ebenfalls dafür bekannt, diverse halogenierte Naturstoffe zu 

produzieren. Oft sind jedoch nicht die Schwämme selbst die Produzenten, sondern 

die mit ihnen in Symbiose lebenden Mikroorganismen. Einige kürzlich entdeckte 

Verbindungen sind in Abb. 3 dargestellt. Marine Bryozoen (Moostierchen) sind seit 

der Entdeckung der allerdings nicht halogenierten Bryostatine (PETTIT, 1991) aus 

Bugula neritina aufgrund ihrer antineoplastischen Eigenschaften von großem 

Interesse. Aus anderen Bryozoen wurden inzwischen aber auch viele bromierte 

Alkaloide isoliert. Weitere marine Organismen, in denen halogenierte Naturstoffe 

gefunden wurden, sind Korallen, Schnecken und Würmer. 

 

Abb. 3: Halogenierte Sekundärmetabolite, die von Schwämmen produziert werden. 
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1.1.3 Halogenierte Naturstoffe aus marinen Bakterien und Pilzen 

In marinen Bakterien und Pilzen wurden z.B. die in Abb. 4 dargestellten Substanzen 

gefunden. Stoffe, wie das Bipyrrol Q1, welches von marinen Bakterien produziert 

wird, sind die ersten halogenierten organischen Verbindungen, bei denen eine 

Bioakkumulation beobachtet wurde. In der Muttermilch von Eskimofrauen, die sich 

von Walspeck ernährt haben, konnte Q1 nachgewiesen werden (VETTER et al., 2000). 

 

Abb. 4: Von marinen Bakterien und Pilzen produzierte Substanzen. Q1 konnte in der Muttermilch von 
Eskimofrauen nachgewiesen werden, die diese Verbindung über die Nahrung aufgenommen haben. 

 

1.1.4 Halogenierte Naturstoffe aus terrestrischen Pflanzen 

Im Vergleich zu marinen Pflanzen ist die Vielfalt an halogenierten organischen 

Verbindungen in terrestrischen Pflanzen gering. Einige Verbindungen sind dennoch 

bekannt. Das pflanzliche Wachstumshormon 4-Chlorindol-3-essigsäure (Abb. 5) wird 

z.B. von Hülsenfrüchten synthetisiert. Die weltweite Produktion an Brommethan 

durch Kohl wird jährlich auf mehrere hundert Tonnen geschätzt. 

 

Abb. 5: Das von Pflanzen produzierte Wachstumshormon 4-Chlorindol-3-essigsäure. 
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1.1.5 Halogenierte Naturstoffe aus Pilzen und Flechten 

Pilze und Flechten produzieren eine große Vielzahl an organischen Halogen-

verbindungen von einfachen Substanzen wie Chloroform oder Chlormethan bis hin 

zu hochkomplexen Molekülen. Der Pilz Mollisia ventosa bildet verschiedene 

Calmodulin-Inhibitoren wie z.B. KS-504d (Abb. 6), das zu 70% aus Chlorid besteht 

(NAKANISHI et al., 1989). Calmodulin ist ein Protein, das in allen eukaryontischen 

Zellen vorkommt und eine Schlüsselfunktion in der Stoffwechselregulation einnimmt. 

Andere isolierte Verbindungen sind die Topoisomerase-Inhibitoren Topopyron  A und 

B (ISHIYAMA et al., 2000 und KANAI et al., 2000). 

 

Abb. 6: A) Der von Mollisia ventosa produzierte Calmodulin-Inhibitor KS-504d. B) Die Topoisomerase-
Inhibitoren Topopyron A und B aus dem Pilz Phoma sp. 

 

1.1.6 Halogenierte Naturstoffe aus Bakterien 

Bakterien produzieren eine riesige Anzahl an halogenierten Metaboliten von enormer 

Komplexität. Bisher sind alleine mehr als 50 Streptomyces Spezies bekannt, die 

diese Substanzen synthetisieren. Das Bakterium Amycolatopsis orientalis stellt das 

Glykopeptid-Antibiotikum Vancomycin (Abb. 7) her, das schon seit fast 50 Jahren 

u.a. zur Behandlung von Penicillin-resistenten Infektionen eingesetzt wird (WILLIAMS, 
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1996). Beide Chloratome in Vancomycin sind essenziell für seine optimale 

biologische Aktivität (HARRIS et al., 1985). 

 

Abb. 7: Vancomycin aus Amycolatopsis orientalis. 

 

1.1.7 Halogenierte Naturstoffe aus Insekten 

Es ist bekannt, dass Insekten verschiedene Verbindungen zur Kommunikation und 

Verteidigung benutzen. Allerdings sind nur wenige davon halogeniert. Eine 

Ausnahme ist das Pheromon 2,6-Dichlorphenol (Abb. 8), welches von mindestens 

einem Dutzend Zeckenarten produziert wird (BERGER, 1983). Die deutsche 

Küchenschabe verwendet zwei chlorierte Steroide als Pheromone und australische 

Termiten produzieren große Mengen an Chloroform. 

 

Abb. 8: Von Zecken als Pheromon produziertes 2,6-Dichlorphenol. 
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1.1.8 Halogenierte Naturstoffe aus höheren Tieren und Menschen 

In Tieren und Menschen sind organische Halogenverbindungen ebenfalls selten, 

dennoch sind einige entdeckt worden. Die bekannteste Substanz ist das Schild-

drüsenhormon Thyroxin (Abb. 9). Andere chlorierte Verbindungen wurden als 

Reaktionsprodukte von weißen Blutkörperchen während Krankheitsprozessen 

beobachtet. Dabei werden Chlorphenole zu chlorierten Dioxinen und Dibenzo-

furanen umgesetzt (WITTSIEPE et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9: Das Schilddrüsenhormon Thyroxin. 

 

1.2 Enzymatische Halogenierung 

Im Gegensatz zu den über 3800 bekannten organischen Halogenverbindungen weiß 

man wenig über die Enzyme, die diese Verbindungen synthetisieren. Bei 

Laborsynthesen werden drei Halogenierungsmechanismen genutzt: ein elektrophiler, 

radikalischer und nukleophiler (HARTUNG, 1999). Verschiedene Halogenasen, d.h. 

Enzyme, die die biologische Halogenierung katalysieren, sind inzwischen auch 

entdeckt und Untersuchungen zu den natürlichen Substraten bzw. den 

Reaktionsmechanismen durchgeführt worden. 

 

1.2.1 Haloperoxidasen (Häm-Typ) 

Das erste halogenierende Enzym wurde 1959 von SHAW & HAGER entdeckt. Bei 

Untersuchungen zur Biosynthese des Antibiotikums Caldariomycin aus dem Pilz 

Caldariomyces fumago wurde ein Enzym nachgewiesen, das die Chlorierung von β-

Ketoadipinsäure zu δ-Chlorlevulinsäure katalysieren kann (Abb. 10A). Da für die 

Reaktion Chlorid und Wasserstoffperoxid benötigt werden, wurde es als 

Chlorperoxidase bezeichnet. Untersuchungen von gereinigtem Enzym zeigten, dass 

als prosthetische Gruppe ein Eisenprotoporphyrin IX vorhanden war (MORRIS & 

HAGER, 1966).  Bis heute ist nicht bewiesen, dass dieses extrazelluläre Enzym 
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wirklich an der Biosynthese von Caldariomycin beteiligt ist, da diese intrazellulär 

erfolgt und Haloperoxidasen weder regioselektiv noch substratspezifisch sind (VAN 

PÉE, 2001). In den folgenden Jahren wurden etliche weitere Haloperoxidasen isoliert, 

die organische Substrate bromieren, chlorieren und iodieren konnten. Genauere 

Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus wurden von SUNDARAMOORTHY et al., 

1998 mittels Kristallographieexperimenten durchgeführt. Ein vereinfachtes 

Reaktionsschema ist in Abb. 10B dargestellt. Mechanistisch entspricht der 

Reaktionsmechanismus der Haloperoxidasen einer elektrophilen Substitution 

(HARTUNG, 1999). 

 

Abb. 10: A) Biosyntheseweg des von Caldariomyces fumago produzierten Antibiotikums 
Caldariomycin. B) Reaktionsschema der Haloperoxidasen (Häm-Typ) aus der Publikation von VAN 
PÉE, 2001. 

 

1.2.2 Haloperoxidasen (Vanadium-Typ) 

Eine weitere Klasse von Haloperoxidasen wurde 1984 in der Alge Ascophyllum 

nodosum entdeckt (VILTER, 1984). Statt Häm als prosthetische Gruppe, enthalten die 

in Algen, Flechten und Pilzen vorkommenden Haloperoxidasen Vanadium (V). 

Kinetische Untersuchungen sowie die Strukturaufklärung der Chlorperoxidase aus 
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dem Pilz Curvularia inaequalis führten zu einem Vorschlag des Reaktions-

mechanismus (MESSERSCHMIDT et al., 1997). Das vereinfachte Schema in Abb. 11 ist 

aus der Publikation von VAN PÉE, 2001 entnommen. Wie Häm-Haloperoxidasen 

zeigen die Vanadium-Haloperoxidasen weder Substratspezifität noch Regioselek-

tivität. Der Grund hierfür könnte sein, dass das organische Substrat nicht gebunden 

wird, sondern die durch das Enzym gebildete freie hypochlorige Säure (HOCl) das 

eigentliche chlorierende Agens ist. 

 

Abb. 11: Reaktionsschema der Haloperoxidasen (Vanadium-Typ) aus der Publikation von VAN PÉE, 
2001. 

 

1.2.3 Perhydrolasen 

VAN PÉE et al., 1987 isolierten zum ersten Mal eine Haloperoxidase aus Bakterien. 

Dabei handelte es sich um eine Bromperoxidase aus dem 7-Chlortetracyclin-

Produzenten Streptomyces aureofaciens Tü24. Untersuchungen zeigten, dass 

dieses Enzym keine weitere prosthetische Gruppe besaß. Im Gegensatz zu den 

bisher bekannten Haloperoxidasen, die Halogenidionen mithilfe von Wasserstoff-

peroxid direkt oxidieren, wird hier zuerst mittels Wasserstoffperoxid eine Persäure 

gebildet, die dann das Halogenidion zur, als halogenierendes Agens fungierenden, 

hypochlorigen Säure oxidiert (PICARD et al., 1997). Dieser Reaktionsmechanismus ist 

in Abb. 12 abgebildet (VAN PÉE, 2001). Die dreidimensionale Struktur dieser Enzyme 

zeigte eine katalytische Triade, bestehend aus einem Serin, Aspartat und Histidin 

(HECHT et al., 1994), was vermuten ließ, dass sie zur Familie der α/β-Hydrolasen 

gehören und deshalb später als Perhydrolasen bezeichnet wurden. 

 

 

 

 

 

 



EINLEITUNG 10

Abb. 12: Reaktionsschema der Perhydrolasen aus der Publikation von VAN PÉE, 2001. 

 

1.2.4 FADH2-Halogenasen 

Für alle drei bisher beschriebenen Klassen von Halogenasen konnte bis jetzt noch 

keine Beteiligung an der Biosynthese von halogenierten Sekundärmetaboliten 

nachgewiesen werden, was aufgrund des Reaktionsmechanismus und der damit 

zwangsläufig nicht vorhandenen Substratspezifität auch verwunderlich wäre. Über 

die natürliche Funktion dieser Enzyme ist bisher fast nichts bekannt. Ergebnisse über 

die physiologische Funktion einer bifunktionellen Perhydrolase, die die Hydrolyse von 

Esterbindungen und die Bromierung von organischen Verbindungen katalysieren 

kann, lassen vermuten, dass sie zusammen mit einer Katalase Persäuren abbaut 

(HONDA et al., 2003). 

 

Den Beweis für die Existenz einer weiteren Klasse an halogenierenden Enzymen 

lieferten DAIRI et al., 1995. Diese Forschergruppe klonierte das Gencluster für die 

Biosynthese von 7-Chlortetracyclin und identifizierte das für die Chlorierung benötigte 

Enzym durch Komplementierungsexperimente. Die Aminosäuresequenz wies weder 

zu bisher bekannten Haloperoxidasen noch zu Perhydrolasen eine Ähnlichkeit auf. 

Arbeiten an der Biosynthese des Antibiotikums Pyrrolnitrin, produziert von 

verschiedenen Pseudomonas-Stämmen, bestätigten dieses Ergebnis (KIRNER et al., 

1996 und HAMMER et al., 1997). Biochemische Untersuchungen zeigten, dass zwei 

der vier Gene des Biosynthesegenclusters halogenierende Enzyme kodieren, die 

sich gegenseitig nicht substituieren konnten. Die erste Halogenierungsreaktion ist die 

regioselektive Chlorierung von L-Tryptophan zu 7-Chlor-L-tryptophan durch die 

Halogenase PrnA. Die zweite Halogenase, PrnC, katalysiert die Chlorierung von 

Monodechloraminopyrrolnitrin zu Aminopyrrolnitrin (KIRNER et al., 1998). Erstaun-

licherweise zeigten ihre Aminosäuresequenzen keine Ähnlichkeiten. PrnC dagegen 
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war homolog zu der Halogenase aus dem 7-Chlortetracyclin-Biosynthesegencluster. 

In Abb. 13 ist die Biosynthese von Pyrrolnitrin dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 13: Biosyntheseweg von Pyrrolnitrin. 
 

Weitere identifizierte Halogenasen dieser Klasse ermöglichten eine Einteilung nach 

ihrer Substratspezifität. Man kann demnach zwischen Halogenasen, die Tryptophan-

/Indol-Derivate (PrnA), bzw. Phenyl-/Pyrrol-Derivate (PrnC) chlorieren, unter-

scheiden. 

Diese Halogenaseklasse zeigte die postulierte Substratspezifität. Aktivitätsunter-

suchungen ergaben, dass diese Enzyme NADH und FAD als Kofaktoren benötigen. 

Bei Aufreinigungsversuchen stellte sich heraus, dass für die Halogenierung 

zusätzlich noch eine unspezifische NAD(P)H-Flavin-Oxidoreduktase vorhanden sein 

muss, die FAD mithilfe von NADH zu FADH2 reduziert (HOHAUS et al., 1997, KELLER 

et al., 2000, VAN PÉE et al., 2000 und HÖLZER et al., 2001). Sequenzierungen der 

bisher gefundenen FADH2-Halogenasen ergaben, dass alle das für die Bindung des 

Kofaktors benötigte Motiv GxGxxG (SCRUTTON et al., 1990) besitzen. Zusätzlich 

wurden zwei konservierte Tryptophanreste identifiziert, die in Analogie zu 

Dehalogenasen an der Bindung der Halogenide beteiligt sein könnten. (VAN PÉE & 

UNVERSUCHT, 2003). Der postulierte nukleophile Reaktionsmechanismus ist in Abb. 

14 dargestellt. 
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Abb. 14: Postulierter Reaktionsmechanismus der FADH2-Halogenasen am Beispiel von Tryptophan. 
FAD wird von einer Oxidoreduktase zu FADH2 reduziert und bildet in Gegenwart von Sauerstoff einen 
FADHOOH-Enzymkomplex. Das organische Substrat kann dann an einer Doppelbindung aktiviert 
werden. Unter Wasserabspaltung erfolgt anschließend der nukleophile Angriff des Halogenids. 

 

In weiteren Arbeiten wurden Halogenasen in Biosynthesegenclustern mit Homologie 

sowohl zu PrnA als auch zu PrnC identifiziert. Ein Beispiel einer Tryptophan-/Indol-

Halogenase ist RebH aus dem für die Antitumor-Substanz Rebeccamycin (Abb. 15) 

kodierenden Biosynthesegencluster (SÁNCHEZ et al., 2002). Verbindungen wie 

Complestatin (CHIU et al., 2001), Simocyclinon (TREFZER et al., 2002 und GALM et al., 

2002) oder Pyoluterorin (NOWAK-THOMPSON et al., 1999) werden von Genclustern 

kodiert, die Halogenasen mit Homologie zu Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen enthalten 

(Abb. 15). 
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Abb. 15: Beispiele einiger chlorierter Verbindungen, bei denen das Halogenid von Tryptophan-/Indol-
Halogenasen (Rebeccamycin) oder Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen angefügt wird. 

 

1.2.5 Radikalische Halogenierung 

Während der Biosynthese von Barbamid, produziert vom Cyanobakterium Lyngbya 

majuscula, existiert keine Doppelbindung, die für den Halogenierungsmechanismus 

von FADH2-Halogenasen notwendig ist. Barbamid wird aus L-Cystein, L-

Phenylalanin, S-Adenosylmethionin, Acetat und einem dreifachchloriertem L-Leucin 

aufgebaut (Abb. 16). Bei dieser Chlorierung wird ein radikalischer Halogenierungs-

mechanismus diskutiert (HARTUNG, 1999 und CHANG et al., 2002). 

 

Abb. 16: Barbamid aus Lyngbya majuscula. 
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1.2.6 Methylchlorid-Transferasen 

Atmosphärisches Methylchlorid wird vermutlich von Methylchlorid-Transferasen 

produziert. Eine Methylgruppe, die von S-Adenosyl-L-methionin (SAM) stammt, wird 

auf ein Halogenid übertragen. Diese Enzyme wurden in Pilzen, Algen und Pflanzen 

von WUOSMAA & HAGER, 1990 entdeckt. Das Gen einer Methylchlorid-Transferase 

aus einer Pflanze wurde heterolog in E. coli exprimiert, und es konnte in vivo die 

Bildung von Methylchlorid nachgewiesen werden (NI & HAGER, 1998 und NI & HAGER, 

1999). 

 

1.2.7 Fluorierung 

Obwohl Fluor ein häufig vorkommendes Element ist, allerdings oft in einer 

unlöslichen Form, sind nur wenige fluorierte Metabolite bekannt. Aufgrund des hohen 

Redoxpotentials von Fluor ist eine Fluorierung mittels elektrophilem oder 

radikalischem Reaktionsmechanismus ausgeschlossen (ZECHEL et al., 2001). Erste 

fluorierende Enzyme waren Mutanten der β-Glucosidase (Abg) aus Agrobacterium 

sp. und der β-Mannosidase (Man2A) aus Cellulomonas fimi, bei denen die 

nukleophile Glutaminsäure im aktiven Zentrum durch Alanin, Glycin oder Serin 

ersetzt wurde. Der dadurch entstehende Aktivitätsverlust konnte in zellfreien 

Extrakten in Gegenwart von Fluorid, welches das fehlende Nukleophil im 

katalytischen Zentrum ersetzt, wieder hergestellt werden. Die Man2A-Mutante konnte 

auf diese Weise β-D-Mannosyl-Fluorid bilden (ZECHEL et al., 2001). 

Fluoracetat und 4-Fluorthreonin sind von Streptomyces cattleya produzierte 

Sekundärmetaboliten. Das die Fluorierung katalysierende Enzym konnte identifiziert 

und in zellfreien Extrakten dessen Aktivität nachgewiesen werden (SCHAFFRATH et 

al., 2002 und O’HAGAN et al., 2002). Die Fluorinase bildet aus Fluorid und S-

Adenosylmethionin (SAM), unter Abspaltung von L-Methionin, 5’-Fluor-5’-

desoxyadenosin (5’-FDA). Dabei handelt es sich um einen nukleophilen Angriff des 

Fluoridions am C-5’ von SAM (DONG et al., 2004). 5’-FDA wird weiter zu Fluoracetat 

und 4-Fluorthreonin verstoffwechselt (Abb. 17). 
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Abb. 17: Biosynthese von Fluoracetat und 4-Fluorthreonin. 

 

1.3 Actinomyceten und ihr Sekundärstoffwechsel 

Actinomyceten [von griech. aktis=Strahl und mykēs=Pilz] gehören zur Gruppe der 

Gram-positiven Bakterien, die myzelartig wachsen (WAKSMAN & HENRICI, 1943). Sie 

kommen vorwiegend im Boden vor und leben bis auf wenige Ausnahmen aerob. 

Actinomyceten lassen sich auf einfachen Nährböden gut kultivieren und anhand des 

Wachstums in und auf dem Agar, an der Bildung von Luftmyzel und Substratmyzel, 

der Bildung von Sporen, Sporangien usw. unterscheiden. In Abb. 18 ist der 

phylogenetische Stammbaum der Ordnung Actinomycetales, basierend auf 16S 

rRNA Analysen, dargestellt (EMBLEY & STACKEBRANDT, 1994). 
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Abb. 18: Phylogenetischer Stammbaum der Ordnung Actinomycetales, basierend auf 16S rRNA 
Analysen (EMBLEY & STACKEBRANDT, 1994). 

 

Zu den Actinomyceten zählt insbesondere die große Gattung Streptomyces. 

Streptomyceten zeichnen sich durch einen charakteristischen Lebenszyklus aus, der 

mit dem Auskeimen der Sporen auf festem Nährboden beginnt. Die weitere 

morphologische Differenzierung verläuft zunächst über die Bildung eines verzweigten 

Substratmyzels. Durch die Vernetzung der entwickelten Filamente entstehen 

Kolonien mit glatter Oberfläche. Gegen Ende der vegetativen Wachstumsphase 

kommt es zur Ausbildung des Luftmyzels. Dabei werden die Hyphen des Luftmyzels 

durch die Einführung von Septen abgeschnürt. Es entstehen Konidiosporen, die der 

Verbreitung und dem Fortbestand dienen (Abb. 19). 
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Abb. 19: Lebenszyklus eines Streptomyceten unter Ausbildung von Substratmyzel, Luftmyzel und 
Sporen. 

 

Das Streptomyceten-Genom ist mit 8 - 10 Mbp ungefähr doppelt so groß wie 

vergleichsweise das Escherichia coli-Genom und hat einen hohen GC-Gehalt, der im 

Durchschnitt bei ca. 73% liegt. Das Genom des Actinomyceten-Modellorganismus 

Streptomyces coelicolor wurde komplett sequenziert, wobei mehr als 20 Biosyn-

thesegencluster entdeckt wurden die entsprechende Sekundärmetabolite kodieren 

(BENTLEY et al., 2002). Die Gene für diese Sekundärmetabolite liegen in 

Actinomyceten in Gruppen vor, den Genclustern (MARTIN & LIRAS, 1989 und 

MALPARTIDA & HOPWOOD, 1984). Actinomyceten spielen in der medizinischen 

Forschung eine wichtige Rolle, da mehr als zwei Drittel der heutzutage eingesetzten 

Antibiotika, die auf Naturstoffen basieren, von ihnen produziert werden, ebenso wie 

Substanzen mit antifungalen, antiviralen und immunsuppressiven Eigenschaften. 

Nicht nur Antibiotika sind für Actinomyceten typische Sekundärmetabolite, sondern 

auch Pigmente (z.B. Melanin) oder Geruchsstoffe wie die für den erdigen Geruch von 

Waldboden verantwortliche Substanz Geosmin, die aus Streptomyces griseus isoliert 

wurde. Actinomyceten scheiden nicht nur eine Vielzahl niedermolekularer 

Sekundärmetabolite aus, sondern sie besitzen auch die Fähigkeit, eine Reihe 

reaktionsträger Biopolymere wie Cellulose oder Chitin abzubauen. 
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1.4 Zielsetzung 

Die sich immer weiter ausbreitenden und neu auftretenden Resistenzen gegen 

existierende Antibiotika, machen vermehrte Forschungsaktivitäten auf diesem Gebiet 

unerlässlich. Insbesondere Actinomyceten haben ein riesiges Potential an Enzymen 

und Sekundärmetaboliten und nehmen deshalb nach wie vor eine herausragende 

Stellung in der Naturstoffforschung und Entwicklung von neuen Antibiotika ein. Viele 

dieser biologisch hochaktiven Verbindungen sind halogeniert. Aufgrund der Viel-

fältigkeit von Halogenasen und halogenierten Naturstoffen sind diese Thema der 

vorliegenden Arbeit. 

 

Nachfolgend soll die Hypothese bewiesen werden, dass die Proteinsequenz der 

Halogenasen mit ihrer Substratspezifität korreliert. Dafür wird das Produktions-

spektrum ausgewählter Stämme einer vorher mittels PCR-basiertem Screening 

phylogenetisch charakterisierten Actinomyceten-Stammsammlung untersucht. Ziel ist 

es, auf diese Weise in kurzer Zeit zu neuen potentiellen Wirkstoffen zu gelangen. 

 

Des Weiteren können die durch das Screening identifizierten Halogenasen 

(Perhydrolasen, Tryptophan-/Indol-Halogenasen und Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen) 

zur Derivatisierung potentieller Leitstrukturen verwendet werden. Zum einen können 

diese Enzyme für biokatalytische Anwendungen genutzt oder die sie kodierenden 

Gene zur Derivatisierung von Naturstoffen mittels kombinatorischer Biosynthese 

eingesetzt werden. 

 

Weitere Aspekte dieser Arbeit sind die Methodenentwicklung zur Naturstoff-

derivatisierung und die Gewinnung neuer Erkenntnisse über den Halogenierungs-

zeitpunkt während der Biosynthese halogenierter Sekundärmetabolite. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

BEZEICHNUNG                                                          FIRMA 

 

- 86C ULT Freezer      ThermoForma 

96 Well PCR Platte      Biozym 

Agilent 1100 HPLC System    Agilent Technologies 

Alliance 2790 HT (HPLC)     Waters 

AMX600 NMR Spectrometer    Bruker 

APEX II FTICR Mass Spectrometer   Bruker-Daltonics 

BD Sensi-DiscTM      Becton Dickinson 

Blockthermostat BT 100     Kleinfeld Labortechnik 

Bruker Avance 600      Bruker 

Brutschrank       Heraeus 

Centrifuge 5415 R      Eppendorf 

Centrifuge 5417 R      Eppendorf 

Elektroporationsküvetten     Peqlab 

Feinwaage       Sartorius 

Filterpapiere       Carl Roth 

French® Pressure Cell Press    Thermo Spectronic 

Gene Genius Bio Imaging System   Syngene 

Gene-Pulser® II      Bio-Rad 

Holten LaminAir      Integra Biosciences 

Hybond N+®       Amersham 

Impfösen       Becton Dickinson 

Lyophilisator Beta 1-16     Christ 

Massenspektrometer (Micromass QTOF2)  Waters 

Massenspektrometer Bruker Esquire 3000+  Bruker-Daltonics 

Objektträger       Carl Roth 

Pasteurpipetten      Carl Roth 

PCR SoftTubes      Biozym 
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PDA 996 detector (DAD-Detektor)   Waters 

pH-Meter 766 Calimatic     Knick 

Präparative HPLC (Merck-Hitachi HTP-MS System) Merck 

PTC-225 Peltier Thermal Cycler    Biozym 

Refrigerated Vapor Trap RVT400    Savant 

Rotationsverdampfer     Heidolph 

Schüttler A615      Infors AG 

Schüttler CERTOMAT® BS-1    B. Braun Biotech International 

Speed Vac® SPD111V     Savant 

Spritzenfilter       Carl Roth 

SUB-CELL®GT (Agarosegelelektrophorese)  Bio-Rad 

Transfer-Membran aus Nitrocellulose   A. Hartenstein 

Ultraschallbad Sonorex Super RK106   Bandelin 

Ultraspec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer Biochrom Ltd. 

Vortex Genie 2      Scientific Industries 

Wasserbad WB 14      Memmert 

Zentrifuge AvantiTM J-20XP    Beckman 

Zentrifuge Z513K      Hermle 

 

2.1.2 Chemikalien 

BEZEICHNUNG                                                          FIRMA 

 

(-)-Sulpiride       Sigma 

2-Propanol       Merck 

Aceton       Acros 

Acetonitril       Acros 

Agar Technical      Becton Dickinson 

Ameisensäure      Sigma 

Ammoniumheptamolybdat     Merck 

Ampicillin Natriumsalz     Sigma 

Anisaldehyd       Acros 

Apramycinsulfat      Sigma 

Arbutin       Alexis 

Attophos®       Boehringer Mannheim 
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Bacto Casamino Acids     Becton Dickinson 

Bacto Peptone      Becton Dickinson 

Bacto Yeast Extract      Becton Dickinson 

Bacto-Trypton      Becton Dickinson 

Bromphenolblau      Sigma 

Brom-Thymol-Blue      Becton Dickinson 

Calciumcarbonat      Carl Roth 

Cäsiumchlorid      Sigma 

Chlorampheniocol      Sigma 

Chloroform       Carl Roth 

D-(+)-Glucose      Becton Dickinson 

DC-Platten Kieselgel     VWR 

Deoxynucleotide Solution     NEB 

Dichlormethan      Acros 

di-Kaliumhydrogenphosphat    Merck 

di-Kaliumsulfat       Merck 

Dimedon       Sigma 

Dimethylformamid      Fluka 

Dimethylsulfoxid      Sigma 

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat   Carl Roth 

di-Natriumtetraborat     Merck 

DL-α,ε-Diaminopimelic acid (DAP)   Sigma 

DNA Ladder 1 kb      NEB 

DNA Ladder 100 bp      NEB 

Eisenchlorid       Merck 

Eisessig       Acros 

Ethanol       J.T. Barker 

Ethidiumbromid Tabletts     Sigma 

Ethylacetat       Acros 

FAD        Sigma 

Glycerin       VWR 

Glycin        Carl Roth 

Hefeextrakt       Becton Dickinson 

Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)  Sigma 

Kaliumacetat       Merck 
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Kaliumdihydrogenphosphat    Carl Roth 

Kaliumsulfat       Carl Roth 

Kanamycinsulfat      Serva 

Kupfer (II)-chlorid-Dihydrat     Merck 

LB Agar       Carl Roth 

LB Broth       Carl Roth 

Low melting point Agarose     Biozym 

L-Prolin       Sigma 

L-Tryptophan      Sigma 

L-Tyrosin       Sigma 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat    Carl Roth 

Maisstärke       Carl Roth 

Maleinsäure       Sigma 

Malzextrakt       Becton Dickinson 

Mangan (II)-chlorid-Tetrahydrat    Merck  

Mannit       Sigma 

MaxPlax Packaging Extrakte    Biozym 

Metaphor Agarose      Biozym 

Methanol       Acros 

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin   Serva 

NADH        Sigma 

Nalidixinsäure      Carl Roth 

Natriumacetat      VWR 

Natriumazid       Sigma 

Natriumdihydrogenphosphat    Merck 

Natriumhydroxid       Carl Roth 

Ninhydrin       Carl Roth 

Novobiocin Sodium Salt     Sigma 

Nutrient Broth      Becton Dickinson 

Nystatin       Sigma 

Petrolether       Acros 

Pharmamedia      Southern Cotton Oil Company 

Phenolrot Indikator      Carl Roth 

Phosphomycin Dinatriumsalz    Sigma 

Polyethylenglycol 1000     Carl Roth 
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Polyethylenglycol 2000     Carl Roth 

Polyethylenglycol 4000     Carl Roth 

R-(-)-1-Phenyl-1,2-ethandiol    Sigma 

Saccharose       Becton Dickinson 

Salzsäure       Carl Roth 

Schwefelsäure      Carl Roth 

SeaKem LE Agarose     Biozym 

Sephadex LH-20      Amersham 

SilicaGel 60       Acros 

Sodiumbromide      J.T. Barker 

Sodiumchloride      Acros 

Sodiumdodecylsulfat (SDS)    Fluka 

Sodiumhypochlorite      Sigma 

Sodiumperiodate      Acros 

Streptomycinsulfate      Serva 

Sultadimethoxine      Alexis 

TES        VWR 

Tetracyclin       Sigma 

Thiostrepton       Fluka 

Trichloressigsäure      Acros 

Trimethoprim       Alexis 

tri-Natriumcitrat-Dihydrat     Merck 

Triton X-100       Sigma 

Trizma® Base      Sigma 

Trizma® Hydrochloride     Sigma 

Tryptic Soy Broth      Becton Dickinson 

Tryptone       Becton Dickinson 

Tween 20       VWR 

Voll-Soja       Hensel 

Wasserstoffperoxid      Carl Roth 

XAD1180       Varian 

X-Gal        Serva 

Zinkchlorid       Merck 
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2.1.3 Mikroorganismen 

Die in dieser Arbeit für das genetische Screening verwendeten Mikroorganismen 

stammen aus der Actinomyceten-Stammsammlung der Combinature Biopharm AG. 

Stämme, die für Klonierungsarbeiten, Konjugationen oder Transformationen 

verwendet wurden, sind in Tab. 1 aufgeführt. 

Tab. 1: Übersicht über verwendete Mikroorganismen. 

Organismus Stamm Genotyp / Verwendung Referenz 

E. coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 

supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 

Tn10 (Tetr)] 

Stratagene 

E. coli XL1-Blue 

MRF’  

 

Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 

endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 

lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 

Stratagene 

E. coli ET12567 F- dam- 13::Tn9 dcm-6 hsdM dsgR zjj- 

202::Tn10 recF143 galK2 galT22 ara-14 

lacY1 xyl15 leuB6 thi-1 tonA31 rpsL136 

hisG4 tsx78 mtl glnV44 (Cmlr, Kanr) 

MACNEIL et al., 1992 

E. coli DH5α supE44 ΔlacU169 (Φ80 lacZ ΔM15) 

hsdR17 recA1 end A1 gyrA96 thi-1 relA1 

SAMBROOK et al., 

1989 

E. coli GM5528 

(pUB307) 

Konjugation (Cmlr, Kanr) Combinature 

Biopharm AG 

S. albus J1074 Heterologe Expression (Cosmide) CHATER & WILDE, 

1980 

S. lividans  TK23 Heterologe Expression (Gene) GUSEK & KINSELLA, 

1992 

A. balhimycina PH4 In frame-Deletionsmutante (bhaA) 

Kombinatorische Biosynthese 

PUK et al., 2002 

S. toyocaensis NRRL 

15009 

Kombinatorische Biosynthese POOTOOLAL et al., 

2002 

Bacillus subtilis ATCC 6633 Indikatorkeim für Bioassays Universität Tübingen 

 

2.1.4 Vektoren 

In Tab. 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren und ihre Eigenschaften, 

sowie ihr Verwendungszweck aufgeführt. 

Tab. 2: Übersicht über verwendete Vektoren. 

Vektor Eigenschaften Verwendung Referenz 

pBluescript® II SK (+/–) bla, ori (f1), ori (ColE1) Subklonierungen Stratagene 
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pUWL201oriT ermE*p-Promotor, tsr, bla Heterologe Expression 

(Gene) 

Combinature 

Biopharm AG 

pSET152ermE∆HindIII ermE*p-Promotor, aac, attP 

(ΦC31)  
Kombinatorische 

Biosynthese 

Combinature 

Biopharm AG 

pOJ436 oriT, aac, cos Cosmid-Genbank 

Heterologe Expression 

(Cosmide) 

BIERMAN et al., 

1992 

 

2.1.5 Kits für molekularbiologische Arbeiten 

In Tab. 3 sind die in dieser Arbeit verwendeten Kits aufgelistet. 

Tab. 3: Übersicht über verwendete Kits. 

Kit Verwendung Firma 

QIAprep Spin Miniprep Plasmidisolierung Qiagen 

Plasmid Midi Plasmidisolierung Qiagen 

Plasmid Maxi Plasmidisolierung Qiagen 

QIAquick PCR Purification PCR-Produkt Aufreinigung Qiagen 

QIAquick Gel Extraction DNA-Extraktion (Agarosegele) Qiagen 

NucleoSpin® Tissue Isolierung genomischer DNA Macherey-Nagel 

EZ::TNTM <KAN-2> Insertion Transposon-Mutagenese Epicentre 

Gigapack® III Gold Cosmid-Genbankenherstellung Stratagene 

DIG-High-Prime® Sondenherstellung Roche 

 

2.1.6 Enzyme 

In Tab. 4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme aufgelistet. 

Tab. 4: Übersicht über verwendete Enzyme. 

Enzym Verwendung Firma 

Alkalische Phosphatase Dephosphorylierung von DNA Roche 

Lysozym Protoplastierung, Zellaufschluss Serva 

ProofStart DNA Polymerase PCR Qiagen 

Taq DNA Polymerase PCR Roche 

Taq DNA Polymerase PCR Qiagen 

Vent-Polymerase PCR NEB 

Platinum® Pfx DNA Polymerase PCR Epicentre 

T4 DNA Ligase Ligation Biozym 

Restriktionsenzyme Restriktion NEB 

Gelase Cosmid-Genbankenherstellung Epicentre 

Proteinase K Cosmid-Genbankenherstellung Merck 
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2.1.7 Antibiotika 

In Tab. 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika und Medien-Supplemente 

zusammengefasst. 

Tab. 5: Übersicht über verwendete Antibiotika und Medienzusätze. 

Antibiotikum Lösungsmittel Stammlösung 
[c] = mg/ml 

Endkonzentration 
[c] = µg/ml 

Stamm 

Ampicillin dest. Wasser 100 100 E. coli 

Apramycin dest. Wasser 100 100 

25 - 100 

E. coli 

Strep. sp. 
Chloramphenicol EtOH 96% 34 34 E. coli 
Kanamycin dest. Wasser 50 50 

50 

E. coli 

Strep. sp. 
Phosphomycin dest. Wasser 50 400 Strep. sp. 
Tetracyclin EtOH 96% 5 10 E. coli 
Thiostrepton DMSO 50 25 - 100 Strep. sp. 
DAP dest. Wasser 10 50 E. coli 
X-Gal DMF 27 50 µl/Platte E. coli 
IPTG dest. Wasser 20 40 µl/Platte E. coli 

 

2.1.8 Medien 

In Tab. 6 sind die in dieser Arbeit verwendeten Medien zusammengefasst. Alle 

Angaben beziehen sich auf 1 Liter dest. Wasser. Für Festmedien wurden, wenn nicht 

anders angegeben, 18 g Agar zugefügt. 

Tab. 6: Übersicht über verwendete Medien. 

Medium Bestandteile 

LB (Lauria-Bertani) 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 

pH 7,2 

R5 103 g Saccharose, 10 g Glucose, 0,25 g K2SO4, 

10,12 g MgCl2x6H2O, 0,1 g Casaminoacids, 5 g 

Hefeextrakt, 5,73 g TES, auffüllen auf 955 ml 

und mit NaOH auf pH 7,2 einstellen, 

autoklavieren,  2 ml Spurenelementelösung (40 

mg ZnCl2, 200 mg FeCl3x6H2O, 10 mg 

CuCl2x2H2O, 10 mg MnCl2x4H2O, 10 mg 

Na2B4O7x10H2O, 10 mg (NH4)6Mo7O24x4H2O), 

10 ml 1 M CaCl2, 10 ml 0,54% KH2PO4, 15 ml 

20% L-Prolin 
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R2L-Weichagar 0,1 g Casaminoacids, 10 g Glucose, 5 g 

Hefeextrakt, 0,25 g K2SO4, 73,2 g Mannitol, 

10,12 g MgCl2x6H2O, 7 g LMP Agarose (Sigma 

Typ VII), auffüllen auf 820 ml, autoklavieren, 100 

ml TES 0,25 M (pH 7,2), 80 ml CaCl2 (3,68%) 

S27M 5 g Pepton, 3 g Hefeextrakt, 73 g Mannitol, 17 g 

Agar 

NB-Weichagar 8 g Nutrient Broth, 5 g Agar 

MS (Mannitol-Sojamehl) 20 g Mannitol, 20 g Sojamehl, 1000 ml 

Leitungswasser 

YEME 3 g Hefeextrakt, 5 g Bacto Peptone, 3 g 

Malzextrakt, 10 g Glucose, 340 g Saccharose, 

autoklavieren, 2 ml MgCl2x6H2O (2,5 M), zum 

Protoplastenherstellung: 50 ml Glycin (20%) 

TSB (Tryptone soya broth) 30 g Oxoid Tryptone Soya Broth powder 

2 x YT 16 g Tryptone, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl 

CRM 20 g Oxoid Tryptone Soya Broth powder, 103 g 

Saccharose, 10 g Hefeextrakt 

E1 20 g Glucose, 20 g Stärke, 5 g Hefeextrakt, 2,5 g 

Pharmamedium, 1 g  MgSO4x7H2O, 0,94 g 

KH2PO4, 3 g NaCl, 3 g CaCO3, 1000 ml 

Leitungswasser, pH 7,5 

AM (NaBr) 20 g Glucose, 20 g Vollfett-Sojamehl, 10 g NaBr, 

1000 ml Leitungswasser, pH 7 

 

2.1.9 Puffer 

In Tab. 7 sind die in dieser Arbeit verwendeten Puffer zusammengefasst. Alle 

Angaben beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf 1 Liter dest. Wasser. 

Tab. 7: Übersicht über verwendete Puffer. 

Puffer Bestandteile 

P-Puffer (Protoplastierung) 103 g Saccharose, 0,25 g K2SO4, 2,02 g 

MgCl2x6H2O, 2 ml Spurenelemente, zu 80 ml 

Aliquots nach dem Autoklavieren: KH2PO4 

(0,5%), 10 ml CaCl2 (3,68%), 10 ml TES (5,73%, 

pH 7,2)  

Lysis-Puffer P-Puffer + 0,5 – 2 mg/ml Lysozym 

T-Puffer (Transformation) 1 ml Saccharose (25%), 5 ml PEG 1000 (50%), 

0,1 ml MgCl2 (1 M), 0,1 ml K2SO4 (140 mM), 

0,1 ml KH2PO4 (40 mM), 1 ml Tris-Maleat 
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(500 mM Tris, pH 8, Maleinsäure), 

30 µl Spurenelemente, 2 ml H2O, 

1 ml CaCl2 (1 M) 

20 x SSC 175,32 g NaCl, 88,23 g Na3C6H5O7x2H2O 

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8) 

Church-Puffer 500 ml NaH2PO4 (1 M), 500 ml SDS (10%), 2 ml 

EDTA (0,5 M), pH 7,2 

10 x Maleinsäure-Puffer Maleinsäure (1M), NaCl (1,5 M), pH 7,5 (NaOH) 

10 x Tween-Waschpuffer 10 x Maleinsäure-Puffer, Tween 20 (3%) 

1 x Blockpuffer Milchpulver (3%) in 1 x Maleinsäure-Puffer 

Detektions-Puffer 100 mM Tris, 300 mM NaCl 

Denaturierungs-Puffer 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl 

Neutralisierungs-Puffer 1 M Tris-HCl (pH 7,5), 1,5 M NaCl 

Puffer P1 50 mM Tris, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNaseA, 

pH 8 

Puffer P2 0,2 M NaOH, 1% SDS 

Puffer P3 3 M KAc (pH 5,5) 

6 x Lade-Puffer 60% Saccharose, 100 mM EDTA (pH 8), 0,25% 

Bromphenolblau 

Ethidiumbromid-Färbebad 5 µg/ml dest. Wasser  

TAE-Puffer 40 mM Tris, 2 mM EDTA, 10 mM NaAc, pH 7,8 

(Eisessig) 

20 x Kalium-Phosphat-Puffer 280 ml KH2PO4 (0,2 M), 720 ml K2HPO4(0,2 M), 

pH 7,2 

Natriumacetat-Puffer 100 mM Na(CH3COO) x 3H2O, pH 5,5 (Eisessig) 

Aufschlusspuffer (FADH2-Halogenasen) 10 mM Kalium-Phosphat-Puffer, 1 mg/ml 

Lysozym 

Aufschlusspuffer (Perhydrolasen) 100 mM Natriumacetat-Puffer, 1 mg/ml Lysozym 

Sprühreagenz 85 ml MeOH, 10 ml Essigsäure, 5 ml H2SO4, 1 ml 

Anisaldehyd 

 

2.1.10  Primer 

In Tab. 8 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer aufgeführt, die alle auf eine 

Konzentration von 30 pmol/µl bidest. Wasser verdünnt wurden. Primer für 

Sequenzierungen sind in dieser Arbeit nicht aufgelistet. 

Tab. 8: Übersicht über verwendete Primer.  

Primer Sequenz 

Halo-A1-FW 5’- GGSGARSTSGCSCGSTACGT -3’ 

Halo-A1-RV 5’- ASGAASGCSAGSAGSTC -3’ 
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Halo-B4-FW 5’- TTCCCSCGSTACCASATCGGSGAG -3’ 

Halo-B7-RV 5’- GSGGGATSWMCCAGWACCASCC -3’ 

Halo-C1-FW 5’- GGSGTSGGSGARGCSAC -3’ 

Halo-C6-RV 5’- GGGATCTYCCASGTCCASCC -3’ 

M13-Halo-B4-FW 5’- TGTAAAACGACGGCCAGTTTCCCSCGSTACCASATCGGSGAG -3’ 

M13-Halo-B7-RV 5’- CAGGAAACAGCTATGACCGSGGGATSWMCCAGWACCASCC -3’  

PKSI-KSII-FW 5’- CTSGGSGACCCSATCGAG -3’ 

PKSI-AT-I-RV 5’- GCSGCSGCGATCTCSCCCTGSSWGTGSCC -3’ 

PKSII-FW 5’- TSGCSTGCTTCGAYGCSATC -3’ 

PKSII-RV 5’- TGGAANCCGCCGAABCCGCT -3’ 

rppa-90-FW 5’- GGCGACTTTGTGCAGACCCTC -3’ 

rppa-90-RV 5’- GTCACGTCCTGCCGTATGCCC -3’ 

HMG-CoA-FW 5’- AACTACTGCACSGACAAGAAG -3’ 

HMG-CoA-RV 5’- GAGSCGSCGSGCCGTTCTC -3’ 

T3 5’- AATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ 

T7 5’- GTAATACGACTCACTATAGGGC -3’ 

16sRNA-FW 5’- GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’ 

16sRNA-RV 5’- AGAAAGGAGGTGATCCAGCC -3’ 

Apra low 5’- TCCGCCAAGGCAAAGC -3’ 

Apra up 5’- AGCTTCTCAACCTTGG -3’ 

2511-2F03-hind 5’- CGCCGCAAGCTTGGAGGTCTCCTGATGCCGT -3’ 

2511-2F03-spe 5’- GTGTCGGGTACTAGTTCAGGCGTCCTTTC -3’ 

52-6E20-hind 5’- CAGTCGCAAGCTTGGAAGGATCAGTCATGGG -3’ 

52-6E20-spe 5’- CGCCGGCAACTAGTCTACGACTTC -3’ 

1699-5L21-hind 5’- GCGAGAAAGCTTGGAGGGGACCATGCCGTTC -3’ 

1699-5L21-spe 5’- GTACCGAACTAGTTCAGCTCTTGATG -3’ 

2686-5D09-hind 5’- GGTGTAAAGCTTGGAGGCTGTCCGGATG G -3’ 

2686-5D09-spe 5’- GGCCACGCACTAGTTCAGCGCCCGTGC -3’ 

14.2-6L22-hind 5’- CCCCTGAAGCTTGGAGGATGTCGGTGTC -3’ 

14.2-6L22-spe 5’- CAGGTCCCGGACTAGTTCAGCGGGCATG -3’ 

28-1B22-hind 5’- CCGACAAAGCTTGGAGGTCGCTTATGGCTG -3’ 

28-1B22-spe 5' - CGGCGACTAGTTCACTTGCTGTGCAGATGA -3' 

93-2G07-hind 5’- AACTCCAAGCTTGGAGGGAATTCGATATGAC -3’ 

93-2G07-spe 5’- GCGGTGCGACTAGTCTACTTGCCGT -3’ 

908-6M17-hind 5’- ACGCGAAAGCTTGGAGGACTTCCGTGGCAC -3’ 

908-6M17-spe 5’- CGCCGGGCGGACTAGTCTACGCCGAG -3’ 

1641-5H24-hind 5’- CGGATCAAGCTTGGAGGGTGCCATGCGAAT -3’ 

1641-5H24-spe 5’- CATGTGCCTAACTAGTTTAGCACATGC -3’ 

2402-5M17-hind 5’- GTGATCAAGCTTGGAGGACATTTCCACATG G -3’ 

2402-5M17-spe 5’- GCCCAGCCGGACTAGTTCACTTGCCG -3’ 

1739-5K18-hind 5’- CCGACTAAGCTTGGAGGGCTGTTTCATG ACC -3’ 
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1739-5K18-spe 5’- ACGCCGACTAGTTTACGCGCCGTGCAGG -3’ 

1688-5L05-hind 5'- CACCGCAAGCTTGGAGGTGACGTATGACCCAGG -3' 

1688-5L05-spe 5'- AGGCCGACTAGTTCACTCCTTGGCCCAGGA -3' 

1787-5J23-hind 5’- CAGTGCAAGCTTGGAGGCCGAATGAGTAC -3’ 

1787-5J23-spe 5’- GTCGTCGACTAGTTCAGGACGGATGCG -3’ 

2005-3N18-hind 5’- CACCGCATGAAAGCTTGGAGACTCGGCATGACAAA -3’ 

2005-3N18-spe 5’- CCGCCCCACTAGTTCAGCGCTCCGGTTCGA -3’ 

2213-3H19-hind 5’- TTCTTGAAGCTTGGAAGGTCTCGTATGTCG -3’ 

2213-3H19-spe 5’- CACGGAAGGCACTAGTTCACTTCGCG -3’ 

2214-6N04-hind 5’- GAACCCGAAGCTTGGAGACCAGCGATGACCTC -3’ 

2214-6N04-spe 5’- GGGCAGGGTCGACTAGTTCACGGCGCC -3’ 

1698-3I08-hind 5’- CTCAGCAAGCTTGGAGACCAGTGACTGCC -3’ 

1698-3I08-spe 5’- CCGACCAAACTAGTCTACGTCATTGCGG -3’ 

2412-6G17-hind 5’- GCCACGAAGCTTGGAGAACAGCAGTGATCGC -3’ 

2412-6G17-spe 5’- GTTCATGGGGCACTAGTTTACTTCCGG -3’ 

2413-3L07-hind 5’- ACGATAAAGCTTGGAGGGAAAGGCGTGAAT -3’ 

2413-3L07-spe 5’- GCACATGACTAGTTCAGGAAGCGGGC -3’ 

2414-6F08-hind 5’- CGAGTTAAGCTTGGAGATCTATTGTGAGTG -3’ 

2414-6F08-spe 5’- GACCGTGAACTAGTTCAGCTCGCCTGC -3’ 

2429-4I14-hind 5’- CGACAAAAGCTTGGAGGGAAATGTCGGTCG -3’ 

2429-4I14-spe 5’- GACGGGCACTAGTTCATACCGGGTGATG -3’ 

1713-2A05-hind 5’- CCGAGTAAGCTTGGAAGGCCATGACACAG -3’ 

1713-2A05-spe 5’- CGGGGGGGACTAGTTCAGGAGACCTTC -3’ 

2478-4G12-hind 5’- GGAACAAAGCTTGGAGAGTGCAGTGAGCAC -3’ 

2478-4G12-spe 5’- GTTCGGGTCGACTAGTTCAGGCCGCTC -3’ 

2485-1A07-1-hind 5’- CAGCCGAAGCTTGGAGAAGGAATGAGCCC -3’ 

2485-1A07-1-spe 5’- CGGCTTCTACTAGTTCAGGTGCTGGG -3’ 

2490-1J16-hind 5’- GAACACGAAGCTTGGAGGCTCCGGATGAC -3’ 

2490-1J16-spe 5’- CTCCTCACACTAGTTCAGGGCCGGAGC -3’ 

2501-2N12-hind 5’- GGTTCGAAGCTTGGAAGGTCTACGTATGTC -3’ 

2501-2N12-spe 5’- GCTTGGCCACTAGTTCATGACGACGCTTC -3’ 

2511-6G19-mfe/eco 5’- TGTTCGCAATTGGGAAGGTCGGTCTCGATG -3’ 

2511-6G19-spe 5’- CGCCTGGGACTAGTTCATCGTGCCGTTTC -3’ 

2531-1J22-hind 5’- CGCGGGGAAGCTTGGAGGTCCGATGAG -3’ 

2531-1J22-spe 5’- CACGCCGGACTAGTTCATGGACTTCCCC -3’ 

2541-2C20-hind 5’- CACAACAAGCTTGGAAGGCTGCATTCTCATG -3’ 

2541-2C20-spe 5’- CCGGTCGGGACTAGTTCAGGCCGTC -3’ 

2544-3B10-hind 5’- CAGCCTCAAGCTTGGAGACGCACATGCG -3’ 

2544-3B10-spe 5’- CGCGCGACTAGTTCAGGCGCGTCGCAGC -3’ 

2560-3P14-hind 5’- CGCATCAAGCTTGGAAGGTCCTATATGTCG -3’ 

2560-3P14-spe 5’- CCGGCCGGCGCACTAGTTCAGCTGCCG -3’ 
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2664-2D24-hind 5’- CAACGCAAGCTTGGAGGGGGAAACCATGAG -3’ 

2664-2D24-spe 5’- CGGACGACAGACTAGTTCAGGCCGG -3’ 

2665-2D20-hind 5’- TCCGGAAAGCTTGGAGAACCGCACCCGTG G -3’ 

2665-2D20-spe 5’- GTCGCGTACTAGTTCACGCCGACCGG -3’ 

2005-4J16-hind 5’- CCCTCTAAGCTTGGAGAACAACCATGAACC -3’ 

2005-4J16-spe 5’- CTCAGCTCGACTAGTTCATCCGGCCTCGG -3’ 

2192-3H15-hind 5’- CCCCTCAAGCTTGGAGGCCTTGATGACC -3’ 

2192-3H15-spe 5’- CCGACTCGACTAGTTCACACCACCC -3’ 

2485-1B20-hind 5’- ACCCCTAAGCTTGGAGGCAGGACATGCC -3’ 

2485-1B20-spe 5’- GGGGCGCGACTAGTTCACGTGACGGGTC -3’ 

2485-1A07-2-hind 5’- CGGCGCAAGCTTGGAGGACACACGGTGTC -3’ 

2485-1A07-2-spe 5’- GGGCGGGGACTAGTTCAGAATGTTGGTG -3’ 

2463-6B23-hind 5’- GACACTCAAGCTTGGAAGGGTGGGATATGTC -3’ 

2463-6B23-spe 5’- CTCCGCTAACTAGTTCA AGCCGGGTGGTAC -3’ 

2192-3H18-hind 5’- CCGAAACAAGCTTGGAGGTGGCTGTGGC -3’ 

2192-3H18-spe 5’- GTCGGGGCTCGACTAGTTCAGGCGGTG -3’ 

28-4H04-hind 5’- TGCCCCAAGCTTGGAGATGATCATGC -3’ 

28-4H04-spe 5’- CCTCCCTTGAGACTAGTTCAGCTCCCGG -3’ 

2023-6G09-hind 5’- GAGTGAATAAGCTTGGAAGGAAGGGGTGACC -3’ 

2023-6G09-spe 5’- GCGGGGGTACTAGTCTAGTCGCCTTCG -3’ 

2090-5L03-hind 5’- GATGCCAAAGCTTGGAGGGAAGCGTAATGAG -3’ 

2090-5L03-spe 5’- CGCTTGAACGACTAGTCTAGTGTGCGCC -3’ 

2312-1H09-hind 5’- CCGGGAGAAGCTTGGAGGAGGGATGACC -3’ 

2312-1H09-spe 5’- GCTTCTGCTACTAGTCTATTCGGGCGGGC -3’ 

2364-3B18-hind 5’- CGACAAAAGCTTGGAGGGAAATGTCGGTCG -3’ 

2364-3B18-spe 5’- GACGGGCACTAGTTCATACCGGGTGATG -3’ 

3747-2C20-hind 5’- CGATACAAGCTTGGAGGGACATGTCGG -3’ 

3747-2C20-spe 5’- CTGACGGGCGACTAGTTCACACCGGGCG -3’ 

staI-hind 5’- TGATGGAAGCTTGGAGACCGGATGGACGGC -3’ 

staI-spe 5’- ACCTCGACTAGTTCATCCACGGTAGGGAAG -3’ 

staK-hind 5’- CGATCGAAGCTTGGAGGGTGAGAGATGTCG -3’ 

staK-spe 5’- AGCACAACTAGTTCATCGGGCGTCCTCTCG -3’ 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Kultivierung von E. coli 

Die Anzucht der E. coli-Stämme erfolgt auf LB-Platten bzw. in LB-Medium bei 37°C 

und 180 Upm für 16 h unter Zugabe der jeweiligen Antibiotika. Für die Stamm-

sammlung werden 500 µl einer über Nacht gewachsenen Kultur mit 500 µl Glycerin 

(80%) gemischt und bei -80°C eingefroren. 

 

2.2.2 Kultivierung von Actinomyceten 

Zur Anzucht einer Actinomycetenkultur wird 20-100 ml Selektionsmedium mit einer 

homogenisierten Einzelkolonie oder homogenisiertem Myzel beimpft. Die Inkubation 

erfolgt für 2-3 d bei 30°C und 160 Upm. Hauptkulturen werden mit einem Volumen 

von 1-10% angeimpft und 2-6 d kultiviert. Durch Verwendung von Schikanekolben 

bzw. Kolben mit einer Edelstahlfeder wird ein disperses Wachstum gewährleistet. Die 

Kultivierung auf Festmedium erfolgt ebenfalls bei 30°C. Glycerinkulturen werden in 

Analogie zu E. coli angelegt. 

 

2.2.3 Isolierung von Plasmid- und Cosmid-DNA aus E. coli 

Die Plasmidisolation (Mini-Präparation) aus Bakterien kann in drei Abschnitte (Lyse, 

Deproteinisierung und DNA-Fällung) eingeteilt werden. Natriumdodecylsulfat (SDS) 

zerstört die Zellmembran und führt so zur Zelllyse. Die Zugabe von Natronlauge 

bewirkt eine irreversible Denaturierung chromosomaler DNA, während Plasmide bei 

einer anschließenden Neutralisierung wieder renaturieren. Die Plasmide befinden 

sich im Lysat, im Gegensatz zu Proteinen und cytoplasmamembrangebundener 

chromosomaler DNA, welche durch einen Zentrifugationsschritt abgetrennt werden. 

Mit einer Säulenchromatographie oder Fällung erfolgt die Aufreinigung der Plasmide. 

Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA können, wie auch nach einer DNA-

Isolierung aus Agarosegelen, spektrometrisch bestimmt werden. Das Absorptions-

maximum von DNA liegt bei 260 nm, wohingegen Proteine (aromatische 

Aminosäuren) ein Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen. 

Für die Isolierung von DNA zur anschließenden Sequenzierung werden die Kits von 

Qiagen genutzt (Protokoll nach Angaben des Herstellers). Für Klonierungen wird 

DNA nach der Methode der alkalischen Lyse isoliert (BIRNBOIM & DOLY, 1979). Die 
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Zellen aus einer 2 ml Übernachtkultur werden bei 13.000 Upm für 30 s in einem Eppi 

zentrifugiert und das Pellet anschließend in 250 µl Puffer P1 suspendiert. Nach der 

Zugabe von 350 µl Puffer P2 wird das Eppi viermal zum Mischen invertiert. 

Anschließend werden 350 µl Puffer P3 zugegeben und die Suspension wieder 

vorsichtig gemischt. Der entstehende Niederschlag wird bei 13.000 Upm für 10 min 

abzentrifugiert. Die im Überstand enthaltene DNA wird nach dessen Überführung in 

ein neues Eppi mittels Zugabe von 475 µl 2-Propanol gefällt (13.000 Upm / 15 min). 

Das Pellet wird mit Ethanol (70%) gewaschen und anschließend getrocknet. Die 

isolierte Plasmid-/Cosmid-DNA kann in 30-50 µl Wasser oder TE-Puffer aufge-

nommen werden. 

 

2.2.4 Isolierung von DNA aus Actinomyceten 

Für die Isolierung von Plasmid-DNA aus Actinomyceten werden 2 ml einer Kultur, die 

in einem Medium unter Zusatz von 1% Glycin gewachsen ist, zentrifugiert und das 

Myzel mit TE-Puffer + 20% Saccharose gewaschen. Das Myzel wird anschließend 

für 1 h bei -20°C eingefroren und dann in 250 µl Puffer P1 + 4 mg/ml Lysozym 

resuspendiert und bei 37°C für 1 h unter gelegentlichem Schütteln inkubiert. Die 

weitere Plasmid-Isolierung erfolgt analog zu dem Qiagen-Protokoll für E. coli. 

Für die Isolierung von genomischer DNA wird das NucleoSpin®Tissue Kit von 

Macherey-Nagel verwendet. 

 

2.2.5 Konzentrierung, Analyse und Reinigung von DNA 

2.2.5.1 Konzentrierung von DNA 
Durch Zugabe von 3 Vol. Ethanol (96%) und 1/10 Vol. NaAc (3 M, pH 5,5) zu 

wässrigen DNA-Lösungen wird die Hydratisierung gestört, die zur Aufrechterhaltung 

der Löslichkeit notwendig ist. Die DNA fällt aus (20-30 min, -80°C) und kann über 

eine Zentrifugation (30 min, 13.000 Upm) vom restlichen Ansatz abgetrennt werden. 

Das Pellet kann mit Ethanol (70%) gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer bzw. 

Wasser aufgenommen werden. 

 

2.2.5.2 Agarosegelelektrophorese 
Zur Identifizierung und Trennung von DNA-Fragmenten werden Agarose-

gelelektrophoresen durchgeführt. Da DNA im Zucker/Phosphat-Rückgrat bei 
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neutralem bis alkalischem pH-Wert negative Ladungen trägt, kann sie in einer 

Agarosematrix im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Wanderungs-

geschwindigkeit ist abhängig von der Konformation und Größe der DNA, der 

Agarosekonzentration sowie der angelegten Feldstärke. 

Die Auftrennung erfolgt in Gelkammern mit einer Agarosekonzentration von 0,8-2% 

und einer Spannung von 70-140 V. Als Gel- und Laufpuffer wird TAE-Puffer 

verwendet. Die zu trennenden Proben werden vor dem Auftragen in 6 x Lade-Puffer 

zur Erhöhung der Dichte aufgenommen. Als Größenstandard werden die Marker der 

Firma NEB verwendet (1 kb DNA Leiter: 10.002, 8.001, 6.001, 5.001, 4.001, 3.001, 

2.000, 1.500, 1.000, 500 bp; 100 bp DNA Leiter: 1.517, 1.200, 1.000, 900, 800, 700, 

600, 500, 400, 300, 200, 100 bp). Zum Anfärben der DNA wird Ethidiumbromid 

verwendet, welches sich in die DNA einlagert und unter UV-Licht detektiert werden 

kann. 

 

2.2.5.3 Aufreinigung von DNA 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten oder zur Isolierung von DNA aus präparativen 

Agarosegelen werden die Kits der Firma Qiagen verwendet (QIAquick PCR 

Purification, QIAquick Gel Extraction). Das Prinzip beruht auf der reversiblen Bindung 

von DNA an einer Säulenmatrix, wodurch Verunreinigungen abgetrennt werden 

können. 

 

2.2.6 In Vitro Rekombination von DNA 

2.2.6.1 Restriktionsspaltung von DNA 
Unter Restriktion versteht man das durch Enzyme katalysierte Schneiden von DNA. 

Diese Restriktionsendonucleasen lagern sich an palindromische Erkennungs-

sequenzen an und schneiden innerhalb dieser bzw. in benachbarten Regionen. Die 

Enzyme werden nach Angaben des Herstellers verwendet (Puffer, Inkubations-

temperatur, Enzymkonzentration). Die Reaktion erfolgt über einen Zeitraum von 1-16 

h. Eine Analyse der durchgeführten Restriktion erfolgt mittels Gelelektrophorese. 

 

2.2.6.2 Dephosphorylierung von 5’-Enden 
Um bei Klonierungen die Selbstligation des Vektors zu vermeiden, werden die DNA-

Enden modifiziert. Die Abspaltung von Phosphatgruppen am 5’-Ende der DNA erfolgt 
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durch alkalische Phophatase. Die Reaktionsbedingungen werden wie vom Hersteller 

angegeben gewählt. Zum anschließenden Entfernen der alkalischen Phosphatase 

bzw. zur Umpufferung wird das QIAquick PCR Purification Kit verwendet. 

 

2.2.6.3 Ligation 
Zur Ligation von Vektor und Insert wird T4-DNA-Ligase eingesetzt. Diese verknüpft 

DNA-Moleküle unter ATP-Verbrauch in Gegenwart von Mg2+-Ionen. Es wird eine 

kovalente Phosphodiesterbindung zwischen der 5’-Phosphatgruppe und der 3’-

Hydroxylgruppe benachbarter Nukleotide gebildet. Für die Ligation von Insert- und 

Vektor-DNA wird ein molares Verhältnis von 3:1 gewählt. Die Reaktion findet über 

Nacht bei 16°C in einem Reaktionsvolumen von 10 µl statt. Zur Elektroporation wird 

1 µl des Ligationsansatzes eingesetzt bzw. 2-10 µl für die Transformation von Ca2+-

kompetenten Zellen. 

 

2.2.6.4 Transposon-Mutagenese 
Ein Transposon oder „springendes Gen“ ist ein DNA-Abschnitt auf einem 

Chromosom. Es umfasst ein oder mehrere Gene und ist von einer kleineren, 

gegenläufig-identischen, nicht informativen Nukleotidsequenz, die auch Insertions-

element genannt wird, begrenzt. Das Transposon kann mithilfe von Enzymen 

(Transposasen) aus dem Chromosom herausgelöst und an einer anderen Stelle des 

Genoms wieder eingefügt werden. 

Für die zufällige Inaktivierung von Genen durch Insertion eines Transposons wird 

das EZ::TNTM <KAN-2> Insertion Kit von Epicentre verwendet. In einem Reaktions-

volumen von 10 µl werden 1 µl Puffer, 0,2 µg Cosmid-DNA, x µl EZ-Tn5 <KAN-2> 

Transposon (molares DNA-Verhältnis von 1:1), x µl bidest. Wasser und 1 µl EZ-Tn5 

Transposase zusammenpipettiert und für 2 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wird 

die Reaktion durch Hitze (70°C, 10 min) und durch die Zugabe von Stopplösung 

beendet. Der Ansatz kann direkt für die Transformation von Ca2+-kompetenten Zellen 

eingesetzt werden. Die Selektion erfolgt auf kanamycinresistente Klone. 
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2.2.7 Transformation von E. coli 

2.2.7.1 Elektroporation 
Bei der Elektroporation wird die Bakterienmembran kurzfristig durch Anlegen eines 

elektrischen Feldes permeabilisiert, was eine Aufnahme freier DNA ins Zellinnere 

ermöglicht. Zur Herstellung geeigneter Zellen werden 250 ml LB-Medium mit 1 ml 

einer E. coli-Vorkultur beimpft und bis zum Erreichen einer OD600nm von 0,5–0,7 im 

Luftschüttler bei 37°C inkubiert. Die Zellsuspension wird bei 3.000 Upm 

abzentrifugiert (10 min, 4°C) und das Pellet zweimal mit eiskaltem H2Obidest. 

gewaschen. Die im Rücklauf resuspendierten Zellen werden mit eiskaltem Glycerin 

(15%) gewaschen und anschließend in dem 1,5 fachen Volumen des 

Bakterienpellets an Glycerin (15%) gelöst. Die Zellen werden aliquotiert (50 µl) und 

bei -80°C gelagert. 

Für die Elektroporation wird 1 µl eines Ligationsansatzes mit 50 µl auf Eis 

aufgetauter elektrokompetenter Zellen gemischt und in eine Elektroporationsküvette 

(1 mm Elektrodenabstand) überführt. Die Transformation wird bei 1,7 kV, 25 µF und 

200 Ω in einem Gene-Pulser® II durchgeführt. Der Ansatz wird in 300 µl LB-Medium 

ohne Antibiotikum aufgenommen, bei 37°C für 30 min im Schüttler inkubiert und auf 

eine LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. 

 

2.2.7.2 CaCl2-Methode 
Durch CaCl2-Behandlung erhalten exponentiell wachsende E. coli-Zellen die 

Fähigkeit, freie DNA aufzunehmen. Zur Herstellung geeigneter Zellen werden 50 ml 

LB-Medium mit 1 ml einer E. coli-Vorkultur beimpft und bis zum Erreichen einer 

OD600nm von 0,5–0,7 im Luftschüttler bei 37°C inkubiert. Die Zellsuspension wird bei 

3.000 Upm abzentrifugiert (10 min, 4°C) und das Pellet in eiskaltem 0,1 M MgCl2 (15 

ml) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet in 30 ml eiskaltem 0,1 

M CaCl2 gelöst und für 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend werden die Zellen 

abzentrifugiert (10 min, 4°C) und das Pellet in 3 ml eiskaltem 0,1 M CaCl2 / 15% 

Glycerin aufgenommen. Die Zellen werden aliquotiert (50-200 µl) und bei -80°C 

gelagert. 

Für die Transformation werden 5 µl eines Ligationsansatzes mit 100 µl aufgetauter 

kompetenter Zellen auf Eis für 30 min inkubiert. Danach erfolgt eine Hitzeschock-

behandlung der Zellen für 45 s bei 42°C. Zur Regeneration werden die Zellen nach 
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Zusatz von 500 µl LB-Medium bei 37°C für 45 min im Luftschüttler inkubiert und dann 

auf entsprechende Selektionsmedien ausplattiert. 

 

2.2.8 Transformation von S. lividans und S. toyocaensis 

Für die Transformation von Streptomyceten werden die Stämme zuerst protoplastiert 

(KIESER et al., 2000). Dafür wird eine 50 ml Hauptkultur für 2-3 d in einem geeigneten 

Medium unter Zusatz von 1% Glycin bei 30°C kultiviert und anschließend das Myzel 

abzentrifugiert (5.000 Upm, 10 min). Der Überstand wird vorsichtig abgegossen und 

das Pellet mit 20 ml P-Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation werden die 

Zellen in 20 ml P-Puffer/Lysozym (0,5-2 mg/ml) zur Protoplastierung resuspendiert 

und für 20-60 min bei 30°C (S. toyocaensis: 37°C) im Luftschüttler inkubiert. Unter 

dem Mikroskop wird der Verlauf der Protoplastierung verfolgt. Zum Abstoppen der 

Lysozymbehandlung werden 10 ml eiskalter P-Puffer zu den Protoplasten gegeben. 

Zur Abtrennung von Myzelresten wird der Ansatz durch sterile Watte filtriert. Die 

Protoplasten werden bei 4.000 Upm abzentrifugiert, in 0,5-1 ml P-Puffer 

aufgenommen, aliquotiert (100 µl) und bei -20°C gelagert. 

Die Transformation von Streptomyceten erfolgt durch Polyethylenglykol (PEG)-

induzierte DNA-Aufnahme der Protoplasten. Dafür werden 5-20 µl Plasmid (S. 

toyocaensis: demethylierte DNA) mit 100 µl Protoplasten und 250 µl T-Puffer 

gemischt. Der Ansatz wird sofort auf 2 R5-Platten zur Regeneration der Protoplasten 

ausplattiert und für 16 h bei 30°C inkubiert. Zur Selektion werden die Platten mit 4 ml 

NB-Weichagar (1-2 mg Antibiotikum) überschichtet und für 3-4 weitere Tage bei 

30°C inkubiert. 

 

2.2.9 Direkte Transformation von Amycolatopsis balhimycina 

Die „Direkte Transformation“ ist eine spezifische Methode zur Transformation einiger 

Amycolatopsis- und Nocardia-Stämme (MADÓN & HÜTTER, 1991). In der Gegenwart 

von PEG, Cäsiumchlorid und Kalbsthymus-DNA kann Myzel dieser Stämme direkt 

transformiert werden. 

Für die Vorkultur werden 100 ml TSB-Medium mit homogenisiertem Myzel des 

Stammes beimpft und 24 h bei 30°C und 220 Upm inkubiert. Für die Hauptkultur 

werden 100 ml TSB-Medium mit 2 ml homogenisierter Vorkultur beimpft und 52-55 h 

bei 30°C und 220 Upm inkubiert. Die für die Kultivierung verwendeten Kolben haben 
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ein Volumen von 1 l und besitzen 4 Schikanen. Von der Hauptkultur werden 25 ml 

abgenommen und bei 4.500 Upm (10 min, 10°C) abzentrifugiert. Das Pellet wird mit 

25 ml TE-Puffer gewaschen, bei gleichen Bedingungen zentrifugiert, in 0,6 ml TE-

Puffer aufgenommen und zur Transformation aliquotiert (100 µl). Zu dieser 

Zellsuspension werden 10 µl MgCl2 (0,2 M), 60 µl CsCl (4,17 M), 4 µl Kalbsthymus-

DNA (7,5 µg/µl), 26 µl demethylierte Plasmid-DNA und 200 µl PEG 2000 (65%) 

pipettiert. Dieser Ansatz wird vorsichtig gemischt, 40 min bei 30°C inkubiert und 

zweimal mit 1 ml S27M-Medium gewaschen (4.000 Upm, 2 min). Nach dem 

Waschen wird das Pellet in 400 µl S27M-Medium gelöst und zusammen mit 2 ml 

R2L-Weichagar auf einer S27M-Platte (frisch gegossen und 2 h getrocknet) verteilt. 

Die Platte wird nach 16 h (30°C) mit 4 ml NB-Weichagar (2 mg Antibiotikum) 

überschichtet und für 1-3 Wochen bei 30°C inkubiert. 

Für die Herstellung der Kalbsthymus-DNA werden 7,5 mg DNA in 1 ml sterilem dest. 

Wasser im Ultraschallbad gelöst (5 min). Nach 15 min Zentrifugieren wird der 

Überstand in ein neues Eppi überführt, 20 min bei 100°C gekocht und bei -20°C 

gelagert. 

 

2.2.10  Konjugation von Streptomyces albus 

Unter Konjugation versteht man die Übertragung von DNA durch direkten Kontakt 

von Spenderzelle zu Empfängerzelle. Bifunktionelle Plasmide können von E. coli 

nach Streptomyces mittels intergenerischer Konjugation übertragen werden (BIERMAN 

et al., 1992 und FLETT et al., 1997). Hierbei werden zuerst die Transferfunktionen 

eines Helfer-Plasmids einem Shuttle-Vektor in E. coli zur Verfügung gestellt. Das auf 

diese Weise mobilisierte Plasmid ist in der Lage in Gram-negative, Gram-positive 

und manche eukaryontische Zellen zu transferieren. 

E. coli-Zellen (ET12567 + pUB307) werden mit dem zu mobilisierenden Shuttle-

Vektor nach der CaCl2-Methode transformiert. 100 ml LB-Medium mit den 

entsprechenden Antibiotika werden 1:100 aus einer Vorkultur angeimpft und bei 

37°C und 180 Upm bis zu einer OD600 von 0,4-0,6 kultiviert. Nach Zentrifugation 

(3.000 Upm, 10 min) werden die Zellen zweimal mit jeweils 50 ml LB-Medium 

gewaschen und in 10 ml LB-Medium resuspendiert. Ungefähr 108 Sporen (50 µl) von 

S. albus werden in 500 µl 2 x YT-Medium suspendiert und für 10 min bei 50°C 

inkubiert (Hitzeschock). Zu diesem Ansatz werden 500 µl E. coli-Zellen pipettiert, 

vorsichtig gemischt, zentrifugiert und die im Rücklauf resuspendierten Zellen auf MS-
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Platten + 10 mM MgCl2 ausplattiert. Nach 16 h Inkubation bei 30°C werden die 

regenerierten Zellen mit 4 ml NB-Weichagar (1 mg Antibiotikum) überschichtet und 

für weitere 3 Tage inkubiert. 

Als Alternative wurde in dieser Arbeit für die Konjugation ein anderer E. coli-Stamm 

(GM5528 + pUB307) verwendet. Dieser benötigt im Medium DL-α,ε-Diaminopimelic 

acid (DAP) für die Zellwandbiosynthese, was als zusätzlicher Selektionsdruck zu den 

ansonsten verwendeten Antibiotika genutzt werden kann. Eine weitere Abänderung 

des Standardprotokolls ist anstelle einer CaCl2-Transformation des GM5528 + 

pUB307 mit dem Shuttle-Vektor bzw. Cosmiden eine Plattenkonjugation. Dafür 

werden 50 µl einer ü/N-Kultur des Stammes GM5528 + pUB307 und 50 µl ü/N-Kultur 

eines DH5α (+ Plasmid bzw. Cosmid) Stammes auf einer LB-DAP-Platte ausplattiert 

und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Zellen werden mit 500 µl LB-DAP-Medium 

von der Platte abgeschwemmt und auf eine LB-Platte (Apramycin, Chloramphenicol, 

Kanamycin und DAP) ausplattiert. Die wieder über Nacht bei 37°C inkubierten Zellen 

werden mit 750 µl LB-DAP-Medium erneut abgeschwemmt und zu den 

hitzegeschockten Sporen pipettiert. Analog zu dem oben beschriebenen Protokoll 

werden die Zellen zentrifugiert, im Rücklauf aufgenommen und auf MS-MgCl2-DAP-

Platten ausplattiert. Die in dieser Arbeit zur Konjugation verwendeten Cosmide 

tragen eine Apramycin-Resistenz. Streptomyces albus ist im Gegensatz zu E. coli 

gegen Phosphomycin resistent, weshalb die MS-MgCl2-DAP-Platten mit NB-

Weichagar (1 mg Apramycin und 1 mg Phosphomycin) überschichtet werden. 

 

Für die Herstellung der Sporensuspension werden 500 µl einer S. albus-Vorkultur auf 

einer MS-Platte ausplattiert und für 1 Woche bei 30°C inkubiert. Die Sporen werden 

mit 9 ml Tween 20-Lösung abgeschwemmt, in ein Falcontube überführt und 1 min 

stark gemixt (Ansatz von 2 Platten). Anschließend wird die Sporenlösung durch 

einen sterilen Wattefilter in ein neues Falcontube filtriert. Die Sporen werden 

zentrifugiert (4.000 Upm, 5 min, 4°C), in 1 ml Glycerin (20%) aufgenommen und zum 

Lagern bei -80°C eingefroren. 

 

2.2.11  Hemmhoftest mit Bacillus subtilis 

Als erster Hinweis, ob eine neue Substanz antibiotische Eigenschaften besitzt, kann 

sie gegen B. subtilis (Gram-positiv) getestet werden. Dafür werden 300 ml LB-Agar 

aufgekocht, auf 60°C abgekühlt und mit 300 µl einer B. subitlis-Sporensuspension 
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beimpft. Dieses Testmedium wird anschließend in Petrischalen zum Abkühlen 

gegossen. Auf diese Platten werden Testblättchen aufgelegt, auf die wiederum die 

auf biologische Aktivität hin zu untersuchende Substanz geträufelt wird (10 µl). Die 

Testplatten werden über Nacht bei 37°C inkubiert. Wenn die zu untersuchende 

Substanz gegen B. subtilis aktiv ist, bildet sich um das Testblättchen ein Hemmhof. 

 

2.2.12  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR (MULLIS et al., 1986) ist eine Möglichkeit, spezifische DNA-Segmente von 

bis zu mehreren Kilobasen Länge enzymatisch zu vervielfältigen. Bei dieser Methode 

wird Template-DNA, Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP) und thermostabile DNA-

Polymerase mit zwei sequenzspezifischen Primern zusammen inkubiert und somit 

die DNA-Synthese eingeleitet. Die Primer sind so gewählt, dass sie dem 5’- bzw. 3’-

terminalen Ende des zu amplifizierenden DNA-Segments entsprechen. Durch 

multiple Zyklen dieses Prozesses wird die DNA exponentiell vervielfältigt. In jedem 

Zyklus werden zunächst die beiden Stränge der Duplex-DNA durch 

Hitzedenaturierung getrennt (94-95°C), dann die Primer an die DNA-Stränge 

angelagert (45-72°C) und schließlich die Stränge durch die Polymerase synthetisiert 

(68-72°C). 

Polymerasen können sich insbesondere durch eine 3’-5’-Exonuklease „proofreading“ 

Aktivität unterscheiden. Vent-Polymerase, ProofStart-Polymerase, und Platinum® 

Pfx-Polymerase besitzen diese „Korrekturfunktion“. Ihre Fehlerrate liegt statistisch 

bei 8,5 x 10-6 im Vergleich zur Fehlerrate der Taq-Polymerasen von 2,6 x 10-5. 

 

2.2.12.1 Kolonie-PCR 
Zur Überprüfung von subklonierten PCR-Fragmenten in dem pBluescript® II SK (+/–) 

Vektor bzw. von transformierten Actinomyceten-Stämmen, kann anstelle von 

isolierter DNA aus einer Bakterien-Kultur auch die ungereinigte DNA einer Bakterien-

Kolonie vom Festmedium als Matrize verwendet werden. Dafür wird ein Teil einer 

Kolonie mit einem Zahnstocher in ein Eppendorf-Gefäß (1,5 ml) überführt und in 50 

µl H2Obidest. gelöst, 3 min bei 95°C inkubiert und 2 min zentrifugiert (13.000 Upm). Für 

die PCR werden 5 µl des Überstandes eingesetzt. In Tab. 9 ist das PCR-Programm 

dargestellt. 
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Tab. 9: Übersicht über das für die Kolonie-PCR verwendete Programm. 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (Roche) 2,5 µl 

Primer#1 T3-Primer (30 pmol/µl) 0,5 µl 

Primer#2 T7-Primer (30 pmol/µl) 0,5 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 1 µl 

Polymerase Taq (Roche) 0,25 µl 

DNA Kolonie (Überstand) 5 µl 

Wasser H2Obidest. 15,25 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

94°C 3 min 1 

94°C 1 min 30 

55°C 1 min 30 

72°C 2 min 30 

72°C 5 min 1 

10°C ∞ 1 

 

2.2.12.2 Screening in Mikrotiterplatten (MTP) 
Für das Screening genomischer DNA nach unterschiedlichen Halogenase-Klassen 

wird die PCR in Mikrotiterplatten (96 Wells) durchgeführt. Für Perhydrolasen, 

Tryptophan-/Indol-Halogenasen und Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen kann das gleiche 

PCR-Programm verwendet werden. Der Unterschied bei den Ansätzen besteht nur in 

dem für die jeweilige Klasse entwickelten Primerpaar. 

Die PCR-Fragmente werden anschließend aufgereinigt und für die Sequenzierung in 

den pBluescript® II SK (+/–) Vektor subkloniert. Als Alternative zur Subklonierung 

können die PCR-Fragmente durch das Anfügen einer universellen Primerbindestelle 

(M13) mittels zweiter PCR auch direkt sequenziert werden. In Tab. 10 ist das für alle 

drei Klassen sowie das für die „M13-PCR“ geltende Programm dargestellt. 

Tab. 10: Übersicht über das für das Screening verwendete PCR-Programm. 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (Roche) 5 µl 

Primer#1 A-, B- oder C-Klasse-Primer-

FW , bzw. M13FW (30 pmol/µl) 

1 µl 

Primer#2 A-, B- oder C-Klasse-Primer-

RV, bzw. M13RV (30 pmol/µl) 

1 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 2 µl 

Polymerase Taq (Roche) 0,5 µl 

DMSO Sigma 2,5 µl 



MATERIAL UND METHODEN 42

Wasser H2Obidest. 37 µl 

DNA Genomische DNA / PCR-

Fragment (M13-PCR) 

1 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

94°C 3 min 1 

94°C 1 min 30 

58°C 1,5 min 30 

72°C 1 min 30 

72°C 5 min 1 

10°C ∞ 1 

 

2.2.12.3 PCR zur Amplifikation spezifischer Polyketidsynthasegene 
Für die genauere Analyse der durch das Screening nach Halogenasegenen 

identifizierten Biosynthesegencluster werden mittels PCR weitere für Polyketid-

synthasen der Klassen I und II spezifische Gene amplifiziert und sequenziert. In Tab. 

11 sind die entsprechenden Programme aufgelistet. 

Tab. 11: Übersicht über die für das Screening nach spezifischen Polyketidsynthasegenen ver-
wendeten PCR-Programme. 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (Qiagen) 5 µl 

Primer#1 PKSI-KSII-FW (30 pmol/µl) 1 µl 

Primer#2 PKSI-AT-I-RV (30 pmol/µl) 1 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 4 µl 

Polymerase Taq (Qiagen) 0,5 µl 

DMSO Sigma 2,5 µl 

Wasser H2Obidest. 35 µl 

DNA Genomische-/Cosmid-DNA 1 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

94°C 3 min 1 

94°C 1 min 30 

55°C 1 min 30 

72°C 2 min 30 

72°C 5 min 1 

10°C ∞ 1 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (Qiagen) 5 µl 

Primer#1 PKSII-FW (30 pmol/µl) 1 µl 

Primer#2 PKSII-RV (30 pmol/µl) 1 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 4 µl 



MATERIAL UND METHODEN 43

Polymerase Taq (Qiagen) 0,5 µl 

DMSO Sigma 2,5 µl 

Wasser H2Obidest. 35 µl 

DNA Genomische-/Cosmid-DNA 1 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

95°C 2 min 1 

95°C 1 min 30 

72°C 2 min 30 

72°C 1,5 min 30 

72°C 5 min 1 

10°C ∞ 1 

 

2.2.12.4 PCR-Programme zur Amplifikation vollständiger Halogenasegene 
In Tab. 12 sind verschiedene Programme aufgeführt, die für die Verwendung 

unterschiedlicher Polymerasen genutzt werden. Zur Amplifikation und anschließen-

den Klonierung in entsprechende Expressionsvektoren werden Polymerasen mit 

„proofreading“ Aktivität verwendet. 

Tab. 12: Übersicht über verschiedene Programme für Polymerasen mit „proofreading“ Aktivität. 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (ProofStart) 10 µl 

Primer#1 FW (30 pmol/µl) 2 µl 

Primer#2 RV (30 pmol/µl) 2 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 3 µl 

Polymerase ProofStart (Qiagen) 2 µl 

Q-Solution (5 x) Qiagen 20 µl 

Wasser H2Obidest. 57 µl 

DNA Genomische-/Cosmid-DNA 4 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

95°C 5 min 1 

94°C 1 min 35 

50-68°C 1,5 min 35 

72°C 2 min 35 

10°C ∞ 1 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (Pfx) 10 µl 

Primer#1 FW (30 pmol/µl) 3 µl 

Primer#2 RV (30 pmol/µl) 3 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 3 µl 

Polymerase Platinum® Pfx (Epicentre) 1 µl 
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MgSO4 Epicentre 3 µl 

Enhancer (10 x) Epicentre 10 µl 

Wasser H2Obidest. 64 µl 

DNA Genomische-/Cosmid-DNA 3 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

94°C 2 min 1 

94°C 15 s 30 

45-65°C 30 s 30 

68°C 2 min 30 

68°C 5 min 1 

10°C ∞ 1 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (Vent) 10 µl 

Primer#1 FW (30 pmol/µl) 2 µl 

Primer#2 RV (30 pmol/µl) 2 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 4 µl 

Polymerase Vent (NEB) 1 µl 

DMSO Sigma 5 µl 

Wasser H2Obidest. 74 µl 

DNA Genomische-/Cosmid-DNA 2 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

94°C 3 min 1 

94°C 1 min 30 

55-65°C 1,75 min 30 

72°C 2 min 30 

72°C 5 min 1 

10°C ∞ 1 

 

2.2.12.5 PCR zur Qualitätskontrolle von isolierter genomischer DNA 
Zur Kontrolle der aus Actinomyceten isolierten genomischen DNA wird eine PCR zur 

Amplifikation von konservierten DNA-Bereichen durchgeführt. Das Programm ist in 

Tab. 13 dargestellt. 

Tab. 13: PCR-Programm zur Amplifikation des konservierten 16S rRNA-kodierenden Bereiches als 
DNA-Qualitätskontrolle. 

Komponente Beschreibung Menge 

Puffer 10 x PCR-Puffer (Roche) 2 µl 

Primer#1 16sRNA-FW (30 pmol/µl) 0,25 µl 

Primer#2 16sRNA-RV (30 pmol/µl) 0,25 µl 

Nukleotide dNTP (10 mM) 0,25 µl 

Polymerase Taq (Roche) 0,25 µl 
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Glycerin (50%) VWR 2 µl 

Wasser H2Obidest. 14 µl 

DNA Genomische-DNA 1 µl 

Temperatur Zeit Zyklen 

94°C 2 min 1 

94°C 1 min 30 

67°C 1 min 30 

72°C 2 min 30 

72°C 5 min 1 

10°C ∞ 1 

 

2.2.13  Herstellung von Cosmid-Genbanken 

Die Methode der Genbankherstellung basiert im Wesentlichen auf Protokollen, die 

von BEYE et al., 1998 und BURGTORF et al., 1998 beschrieben wurden. Homo-

genisierte Bakterienkulturen werden in 0.5% “low melting point agarose” eingebettet 

und anschließend mit 2 mg/ml Lysozym für 14 h bei Raumtemperatur und mit 1 

mg/ml Proteinase K für 24 h bei 50°C inkubiert. Die eingebettete DNA wird partiell mit 

Sau3AI gespalten, mit Gelase extrahiert und nach beschriebenen Methoden 

dephosphoryliert. Die partiell verdaute genomische DNA wird mit 750 ng BamHI 

gespaltenem Cosmidvektor (pOJ436) ligiert, entsalzt und verpackt. Anschließend 

werden damit DH5α Zellen transfiziert. Cosmidklone werden in 384er MTP gepickt 

und auf Nylonfilter gespottet. Nachdem die Kolonien auf den Membranen gewachsen 

sind, werden diese nach NIZETIC et al., 1991 prozessiert. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Cosmid-Genbanken wurden von der Gruppe 

„Genomics“ der Combinature Biopharm AG hergestellt. Die Cosmid-Genbank zur 

Auffindung der Halogenase aus dem Avoparcin-Cluster wurde von Agnieszka 

Dziarnowski hergestellt. 

 

2.2.14  Screening von Cosmid-Genbanken 

Zur Sondenherstellung werden gereinigte PCR-Fragmente, subklonierte DNA-

Fragmente oder genomische DNA als Template für die Markierung mit Digoxigenin 

eingesetzt. Die Markierung erfolgt mit dem DIG-High-Prime®-Kit. 

Für die Prähybridisierung werden die Filter in Schalen mit ca. 50 ml Church-Puffer 

bei 65°C für 4 h inkubiert. Anschließend erfolgt die Hybridisierung. Dafür wird die 

Sonde (5-25 ng/ml Hybridisierungslösung) mit TE-Puffer auf ein Volumen von 20 µl 
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aufgefüllt, 10 min bei 95°C denaturiert und auf eine EtOH/Eis-Mischung zum 

Abkühlen gestellt. Die Prähybridisierungslösung wird verworfen, die Sonde mit ca. 25 

ml vorgewärmten (65°C) Church-Puffer gemischt und unter Schwenken sofort auf 

dem Filter verteilt. Die Hybridisierung erfolgt dann über Nacht bei 65°C im 

Schüttelinkubator. 

Der mit der Sonde hybridisierte Filter wird für die Detektion 2 x 15 min gewaschen (2 

x SSC/0,1% SDS). Danach erfolgt zweimal für 15 min eine Inkubation bei 65°C mit 

0,1 x SSC/0,1% SDS (heterologe Sonden) bzw. 0,5 x SSC/0,1% SDS (homologe 

Sonden). Die SDS-Lösung wird anschließend mit 1 x Tween-Waschpuffer bei Raum-

temperatur abgespült (5 min). Frisch hergestellter Blockpuffer (50 ml) wird danach 

bei Raumtemperatur für 45 min mit dem Filter inkubiert. Nach Verwerfen des 

Blockpuffers wird der Filter mit Anti-Dig-AP® (0,5 µl/10 ml Blockpuffer) für 45 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Der Filter wird 2 x 15 min Tween-Waschpuffer und 2 x 10 

min Detektions-Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. Als letzter Schritt wird der Filter 

5 min in Detektions-Puffer (0,5 ml Attophos®/10 ml Puffer) und anschließend 

zwischen zwei Folien für 2-24 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach dem Scannen und der Auswertung des Filters werden die in der Hybridisierung 

mit der eingesetzten Sonde positiven Cosmide mittels PCR und Southern Blot  

bestätigt. 

 

2.2.15  Southern Blot 

Als Southern Blot bezeichnet man den Transfer von DNA auf Nylonmembranen. 

Dafür werden die mittels Hybridisierung identifizierten Cosmide mit BamHI 

geschnitten und in einem Agarosegel (1%) aufgetrennt. Das Gel wird anschließend 

10 min in 0,25 M HCl geschwenkt und zur Denaturierung der DNA in Denaturierungs-

Puffer für 30 min inkubiert. Zur Neutralisierung wird es in Neutralisierungs-Puffer 

inkubiert. Zwischen den Schritten wird das Gel kurz mit dest. Wasser gespült. Der 

Transfer der DNA auf die Nylonmembran erfolgt über Nacht mittels Kapillarblot. Als 

Puffer wird 20 x SSC verwendet. Anschließend wird die Membran getrocknet und die 

DNA mithilfe eines UV-Crosslinkers (2 min) irreversible an der Membran fixiert. Die 

Hybridisierung erfolgt analog zu der oben beschriebenen Hybridisierung. Unter-

schiedlich ist nur die Konzentration der Anti-Dig-AP®-Lösung (2 µl/10 ml Blockpuffer). 
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2.2.16  Sequenzierungen und Sequenzanalysen 

Die Sequenzierungen werden von den Firmen Agowa, GATC Biotech, Seqlab und 

der MWG Biotech AG durchgeführt. Dafür wird über Qiagen-Säulen aufgereinigte 

DNA in entsprechenden Konzentrationen verwendet. Die Qualität der Sequenzier-

läufe kann mit dem Programm Chromas® beurteilt werden. Die erhaltenen 

Sequenzen werden sowohl mit Nukleinsäuredatenbanken als auch mit Protein-

sequenzdatenbanken verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Die Analyse 

der Leserahmen (ORF-Analyse) und die Übersetzung in Proteinsequenzen werden 

mit dem Programm DNASIS 2.1 unter Verwendung der für Streptomyceten geltenden 

Codon-usage-Tafel (Abb. 20) durchgeführt. 

 

Abb. 20: Codon-usage-Tafel für Streptomyceten (KIESER et al., 2000). Dargestellt ist die statistische 
Häufigkeit in Prozent der von Streptomyceten verwendeten Basen-Tripletts (Codons) für die jeweilige 
Aminosäure (AS) anhand von 100 Genen. 

 

Streptomyceten verwenden zu 61% ein ATG, zu 36% ein GTG und zu 3% ein TTG 

als Startcodon. Die ribosomale Bindestelle befindet sich 5-9 Nukleotide strom-

aufwärts des Translationsstartcodons mit der hoch konservierten Sequenz 5’---

GGAGG---ATG/GTG/TTG---3’ (STROHL, 1992). 
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Für die Erstellung von Vektor- bzw. Plasmidkarten wird das Programm Clone 

Manager 6 verwendet. Sequenzvergleiche zur Erstellung phylogenetischer Stamm-

bäume erfolgen mit den Programmen ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) und 

ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/). Für die grafische Darstellung der 

erzeugten phylogenetischen Stammbäume wird das Programm TriewView benutzt 

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html). 

 

2.2.17  Heterologe Expression von Halogenasegenen in S. lividans 

Um Halogenasen in Enzymtests auf Aktivität bzw. Substratspezifität zu untersuchen, 

werden die sie kodierenden Gene heterolog exprimiert. Dafür wird S. lividans wie in 

2.2.8 beschrieben transformiert und anschließend die positiven Transformanten in 

TSB-Medium + Thiostrepton für 2 Tage (100 ml Hauptkultur) kultiviert. Für die 

Expression wird der replikative Vektor pUWL201oriT verwendet, der über einen 

konstitutiven Promotor verfügt (Abb. 21). Alle Gene werden über die Schnittstellen 

HindIII und SpeI kloniert, wenn keine internen Schnittstellen vorhanden sind. 

 

Abb. 21: Vektorkarte von pUWL201oriT. 
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Die zentrifugierten Zellen werden mit 10 mM Kalium-Phosphat-Puffer (FADH2-

Halogenasen) bzw. 100 mM Natriumacetat-Puffer (Perhydrolasen) gewaschen und 

das Pellet anschließend in 2-3 ml Aufschlusspuffer aufgenommen. Nach 30 min 

Inkubation bei Raumtemperatur erfolgt der Zellaufschluss mittels French® Press 

(1.000 psi). Das Zelllysat wird 30 min bei 20.000 Upm zentrifugiert, und der 

Überstand kann als Rohextrakt in Enzymtests eingesetzt werden. 

 

2.2.18  Heterologe Expression von Cosmiden in S. albus 

Um Naturstoffe heterolog zu produzieren, werden die sie kodierenden Biosynthese-

gencluster in den nicht-replikativen Vektor pOJ436  (Abb. 22) kloniert (2.2.13). Dieser 

kann mittels site-spezifischer Integration über die ΦC31-attachment-site in das 

Streptomycetenchromosom integrieren. Dafür wird S. albus konjugiert und die 

Transkonjuganten  in entsprechenden Produktionsmedien wie beschrieben kultiviert. 

 

Abb. 22: Vektorkarte von pOJ436. Entnommen aus KIESER et al., 2000. 
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2.2.19  Heterologe Expression von Halogenasegenen in A. balhimycina und S. 
toyocaensis 

Für die kombinatorische Biosynthese mit Halogenasen zur Derivatisierung von 

Naturstoffen werden die Halogenasegene unter Verwendung der Schnittstellen 

HindIII und SpeI in den nicht-replikativen Vektor pSET152ermE∆HindIII (Abb. 23) 

kloniert. Dieser verfügt ebenfalls über den konstitutiven ermE*p-Promotor (BIBB et al., 

1985 und SCHMITT-JOHN & ENGELS, 1992). Die Integration erfolgt analog zu dem 

pOJ436 über die ΦC31-attachment-site sowohl in das Chromosom von A. 

balhimycina (PH4), als auch in das Chromosom von S. toyocaensis. Zur 

Untersuchung auf neue Sekundärmetabolite werden die transformierten Stämme in 

R5-Medium und auf R5-Platten wie beschrieben kultiviert. 

Abb. 23: Vektorkarte von pSET152ermE∆HindIII. 

 

2.2.20  Synthese von Monochlordimedon 

Monochlordimedon wird als Substrat zur Testung der Enzymaktivität von Perhydro-

lasen eingesetzt. Für die Synthese werden 7 g Dimedon in 100 ml NaOH (1 N) gelöst 

und in einem Rundkolben vorgelegt. Bei Raumtemperatur werden unter ständigem 

Rühren 71 g wässrige NaOCl-Lösung (5,25%) langsam zugetropft (30 min). Neben-

produkte werden mit 2 x 60 ml Diethylether extrahiert. Zu der wässrigen Phase 
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werden unter ständigem Rühren auf Eis 175 ml HCl (1 N) langsam zugetropft (45 

min). Zu dem ausgefallenen abgenutschten Produkt wird etwas kalter EtOH ge-

geben. Unter leichtem Erwärmen wird die Substanz gelöst und zum Umkristallisieren 

durch einen Filter in ein Becherglas gekippt, das in einer Wasser-/Eismischung steht. 

In dem Becherglas kristallisiert dann das Produkt (Monochlordimedon) unter Reiben 

mit einem Glasstab aus. 

 

2.2.21  HPLC-DAD-ESI-MS 

Für die Analyse der entstehenden Reaktionsprodukte in den Enzymtests (FADH2-

Halogenasen) und für das Screening nach halogenierten Sekundärmetaboliten wird 

ein gekoppeltes HPLC-DAD-ESI-MS-System verwendet. Mithilfe der HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) werden die zu untersuchenden Substanz-

gemische zuerst nach Polaritäten getrennt und mittels Diodenarraydetektor (DAD) 

detektiert. Das HPLC-System ist mit einem Massenspektrometer (MS) zur 

Bestimmung der Molekülmassen gekoppelt. Die Ionenerzeugung erfolgt mittels 

Elektrospray-Ionisierung (ESI). Durch die an der Ionenquelle angelegte 

Hochspannung (2-6 kV) werden kleine geladene Tröpfchen erzeugt, die je nach 

Polarität der angelegten Spannung positive oder negative Ladungen tragen. Diese 

geladenen Tröpfchen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und 

anschließend in einem Magnetfeld (Analysator), je nach Masse, unterschiedlich stark 

abgelenkt. Am Ende des Analysatorrohres werden die Teilchen von einem 

Ionensammler aufgefangen und erzeugen ein elektrisches Signal. 

Sämtliche Analysen der Glykopeptide wurden von Dr. Marcelo Bertazzo an der 

Universität Tübingen durchgeführt. In den Tab. 14-16 sind unterschiedliche 

Gradienten aufgeführt. 

 

Tab. 14: HPLC-Gradient Test-1. Das Injektionsvolumen beträgt 20 µl. Säule: Grom Sil 120 ODS-4 HE, 
40 x 4 mm, 3 µm. 

Lösungsmittel A [%] 
Ameisensäure (0,1%) 

Lösungsmittel B [%] 
Acetonitril 

Zeit [min] Flussrate 
[ml/min] 

98 2 0-5 1 

16,7 83,3 5-6 1 

4 96 6-8 1,7 

4 96 8-8,5 1,7 

98 2 8,5-10 1 
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Tab. 15: HPLC-Gradient Test-2. Das Injektionsvolumen beträgt 20 µl. Säule:  Grom Sil 120 ODS-4 
HE, 40 x 4 mm, 3 µm. 

Lösungsmittel A [%] 
Ameisensäure (0,1%) 

Lösungsmittel B [%] 
Acetonitril 

Zeit [min] Flussrate 
[ml/min] 

80 20 0-7 1 

0 100 7-9 1,7 

0 100 9-9,5 1,7 

80 20 9,5-10 1 
 

Tab. 16: HPLC-Gradient Test-3. Das Injektionsvolumen beträgt 100 µl. Säule: Purospher-Star RP-
18e, 125 x 4 mm, 5 µm. 

Lösungsmittel A [%] 
TFA (0,1%) / Wasser 

Lösungsmittel B [%] 
TFA (0,1%) / Acetonitril 

Zeit [min] Flussrate 
[ml/min] 

100 0 0-1 1,5 

90 10 1-3 1,5 

88 12 3-8 1,5 

60 40 8-14 1,5 

 

2.2.22  Enzymaktivitätstests 

2.2.22.1 Enzymtest zum Nachweis der Aktivität von Perhydrolasen 
Für den Nachweis von Perhydrolase-Aktivität wird Monochlordimedon (HAGER et al., 

1966 und WIESNER et al., 1988) oder Phenolrot (BANTLEON et al., 1994) als Substrat 

eingesetzt. Die Pipettierschemata sind in Tab. 17 dargestellt. Die Reaktion erfolgt bei 

40°C für 0-120 min in einem Volumen von 500 µl. 

Tab. 17: Pipettierschemata des Enzymaktivitätstests (Perhydrolasen). 

Komponente Beschreibung Menge 

Monochlordimedon Synthetische Herstellung 44 µM 

Wasserstoffperoxid (H2O2) Carl Roth (30%) 7,2 mM 

NaCl oder NaBr 2 M (Stammlösung) 82 mM 

Natriumacetat-Puffer (pH 5,5) 1 M (Stammlösung) 100 mM 

Rohextrakt Enzym (Perhydrolase) 50 µl/500 µl Ansatz 

Komponente Beschreibung Menge 

Phenolrot (1 mg/ml Puffer) Carl Roth 50 µl 

Wasserstoffperoxid (3%) Carl Roth 4 µl 

NaBr 2 M (Stammlösung) 21 µl 

NaN3 2 M (Stammlösung) 50 µl 

Natriumacetat-Puffer (pH 5,5) 1 M (Stammlösung) 50 µl 

Rohextrakt Enzym (Perhydrolase) 50 µl 

Wasser H2Obidest. 275 µl 
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2.2.22.2 Enzymtest zum Nachweis der Aktivität von FADH2-Halogenasen 
Für den Nachweis von Halogenase-Aktivität (Tryptophan-Halogenasen) wird das 

postulierte Substrat L-Tryptophan eingesetzt. In Analogie zu bereits beschriebenen 

Enzymtests für Tryptophan-7-Halogenasen, wird die Zusammensetzung des 

Enzymtests von HOHAUS et al., 1997, KELLER et al., 2000 und HÖLZER et al., 2001 

übernommen. Zur Testung von anderen FADH2-Halogenasen wird Tryptophan durch 

das jeweilige Substrat, bei Beibehaltung der Konzentrationen, ersetzt. Das Pipettier-

schema ist in Tab. 18 dargestellt. Die Reaktion erfolgt bei 30°C für 16 h in einem 

Volumen von 1000 µl. Für die weitere Analyse mittels HPLC-MS (Gradient: Test-1; 

positiver und negativer Modus) werden die Proben 5 min bei 95°C erhitzt und die 

ausgefallenen Proteine bei 13.000 Upm abzentrifugiert. 

 

Tab. 18: Pipettierschemata des Enzymaktivitätstests (FADH2-Halogenasen). 

Komponente Beschreibung Menge 

NADH 24 mM (Stammlösung) 2,4 mM 

FAD 1 mM (Stammlösung) 10 µM 

NaCl 2 M (Stammlösung) 100 mM 

L-Tryptophan / Substrat X 10 mM (Stammlösung) 0,6 mM 

K-Phosphat-Puffer (pH 7,2) 200 mM (Stammlösung) 10 mM 

Rohextrakt Enzym (FADH2-Halogenase) 500 µl 

Wasser H2Obidest. 232 µl 

 

2.2.23  Chemisches Screening nach halogenierten Naturstoffen 

Wildtypstämme werden für das chemische Screening aus einer Glycerinkultur auf 

einer Agarplatte ausplattiert, für zwei Tage als Vorkultur wie oben beschrieben 

kultiviert und dann für die Produktion in unterschiedlichen Produktionsmedien (E1, 

AM und R5) fermentiert. Zusätzlich wird die Produktion auch auf den jeweiligen 

Festmedien untersucht. Die Probennahme erfolgt nach 72 h, 96 h und 120 h. Bei der 

Produktion in Flüssigmedien wird zu dem jeweiligen Zeitpunkt 1 ml Hauptkultur mit 1 

ml Ethylacetat gemixt, für 15 min in ein Ultraschallbad gestellt und der Überstand 

nach einer Zentrifugation in der  Speed Vac® bis zur Trockene eingeengt. Bei der 

Produktion auf Agarplatten werden die bewachsenen Platten in 1 cm2 große 

Blöckchen geschnitten und mit 5 ml Ethylacetat extrahiert. Nach der Ultraschall-

behandlung werden 2 ml Überstand bis zur Trockene eingeengt. Für die HPLC-MS-

Analyse werden die Proben in 100 µl MeOH aufgenommen (Gradienten: Test-1 und 



MATERIAL UND METHODEN 54

Test-2; positiver und negativer Modus). Für die Untersuchungen der Glykopeptide 

wird zentrifugierter Kulturüberstand direkt zur HPLC-MS-Analyse eingesetzt 

(Gradient: Test-3; positiver Modus). 

Ob halogenierte Substanzen produziert werden, kann anhand des für Halogene 

(Chlor und Brom) charakteristischen Isotopenmusters im Massenspektrum fest-

gestellt werden. Im Fall von Chlor handelt es sich um die Isotope 35Cl (75,8%) und 
37Cl (24,2%). Die Brom-Isotope 79Br und 81Br kommen in der Natur in einer Häufigkeit 

von 50,7% bzw. 49,3% vor. Isotopenverteilungen und Massenspektren können mit 

dem Programm IsoPro 3.0 (http://www.ionsource.com/links/programs.htm) simuliert 

werden. 

 

2.2.24  Substanzaufreinigung und Strukturaufklärung 

2.2.24.1 Aufreinigung von Sekundärmetaboliten 
Für die Aufreinigung von Metaboliten aus Fermentationsbrühen werden die Stämme 

zuerst in Produktionsmedien oder auf Agarplatten kultiviert und anschließend mit 

geeigneten Lösungsmitteln extrahiert. Produzierte Naturstoffe können sich sowohl im 

Myzel als auch im Kulturfiltrat befinden. Beide Fraktionen müssen deshalb getrennt 

aufgearbeitet werden. Im Fall der Glykopeptide wird der Kulturüberstand ohne 

Extraktion weiterverarbeitet. 

 

Der erste Aufreinigungsschritt nach der Extraktion ist eine Säulenchromatographie. 

Bei dieser Chromatographieart (LSC) wird ein Substanzgemisch von einer mobilen 

flüssigen Phase an einer stationären festen Phase vorbeigeführt (Liquid-Solid-

Chromatography). Dabei findet laufend ein Stoffaustausch der zu trennenden 

Substanzen zwischen stationärer und mobiler Phase statt. Je nach verwendeten 

Säulenmaterialien erfolgt die Auftrennung des Substanzgemisches entweder 

aufgrund unterschiedlicher Polaritäten (Adsorptionschromatographie: Kieselgel, XAD 

1180) oder unterschiedlicher Molekülgrößen (Größenausschlusschromatographie: 

Sephadex, Biogel P2). Die unterschiedlichen Fraktionen werden in einem 

Fraktionssammler aufgefangen und auf ihre Reinheit hin mittels Dünnschicht-

chromatographie (DC) oder HPLC-MS überprüft. 

Zum Detektieren der unterschiedlichen Substanzen wird die DC-Platte zuerst unter 

eine UV-Lampe gehalten (λ1 = 254 nm und λ2 = 365 nm) und anschließend mit 
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Sprühreagenz angefärbt. Gleiche Fraktionen werden vereinigt, einrotiert und 

weiterverarbeitet. 

Für den zweiten Aufreinigungsschritt kann eine etwas kleinere Säule mit einer 

anderen Lösungsmittelzusammensetzung verwendet werden. Alternativ können die 

Substanzen mittels präparativer HPLC weiter gereinigt werden. Schritt drei ist eine 

Größenausschlusschromatographie. Falls die Substanz noch nicht sauber ist, wird 

noch eine weitere Adsorptionschromatographie durchgeführt. Für die Struktur-

aufklärung werden 1-5 mg Reinsubstanz benötigt. 

 

2.2.24.2 Strukturaufklärung 
Die hochauflösende Massenspektrometrie liefert Hinweise auf die Summenformel 

des Moleküls. Für die eigentliche Strukturaufklärung müssen verschiedene NMR-

Experimente (Nuclear Magnetic Resonance bzw. Kernresonanzspektroskopie) 

durchgeführt werden. Sämtliche NMR-Experimente und deren Datenauswertung 

wurden von der Abteilung „Lead Characterization & Production“ der Combinature 

Biopharm AG sowie der Arbeitsgruppe von Prof. Roderich Süssmuth (TU Berlin) 

durchgeführt. 

 

Das 1H-NMR-Experiment liefert Hinweise auf die Protonenverteilung, die Anzahl der 

Gruppen äquivalenter Protonen, die Art der Protonengruppen, die Zahl der die 

Signale verursachenden Protonen und die Stellung der Protonengruppen 

zueinander. Das 13C-NMR-Experiment liefert dahingegen Daten über Art und Anzahl 

der im Molekül vorhandenen Kohlenstoffatome. Der Einsatz von 2D-Experimenten 

ermöglicht es, die Nachteile eines 1D-NMR-Experiments zu umgehen und 

zusätzliche Informationen über das zu untersuchende Molekül zu gewinnen. Es gibt 

Experimente, die räumlich benachbarte (NOESY: Nuclear Overhauser Enhancement 

Spectroscopy), durch chemische Bindungen benachbarte (COSY: Correlation 

Spectroscopy) oder alle Signale eines ganzen Spinsystems (TOCSY: Total 

Correlation Spectroscopy) miteinander in Verbindung bringen. Weitere hetero-

nukleare Techniken sind das HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)- 

und HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence)-Experiment. 
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2.2.25  Isolierung von Naphthomevalin aus dem Stamm CB2365 

Eine Vorkultur (TSB-Medium) des Stammes CB2365 wird für 48 h bei 160 Upm und 

30°C auf einem Schüttler inkubiert. Mit dieser Vorkultur werden ca. 500 E1-

Agarplatten beimpft, bei 30°C inkubiert und nach 120 h zerkleinert. Die zerkleinerten 

Agarstücke werden anschließend zweimal nach 15 min Ultraschallbehandlung mit 

Ethylacetat extrahiert. Die bis zur Trockene einrotierte Ethylacetat-Phase wird in 

CH2Cl2-MeOH (9:1) gelöst und über eine Kieselgelsäule chromatographisch 

aufgetrennt. Fraktionen, die Naphthomevalin enthalten, werden vereinigt, einrotiert, 

in CH2Cl2-MeOH (7:3) gelöst und über eine zweite Kieselgelsäule aufgetrennt. 

Wieder werden die Fraktionen, die Naphthomevalin enthalten, vereinigt, einrotiert 

und in CH2Cl2-MeOH (7:3) gelöst. Für den letzten Trennschritt wird eine Sephadex 

LH-20 Säule verwendet (CH2Cl2-MeOH (7:3)). 

 

2.2.26  Isolierung von CBS40 und Dechlor-CBS40 

Für die heterologe Expression des CBS40-Biosynthesegenclusters wird das 

entsprechende Cosmid mittels Konjugation nach S. albus transferiert und bei 30°C in 

TSB (25 µl/ml Apramycin, 400 µl/ml Phosphomycin) für 48 h kultiviert. Für die 

Produktion werden 5 l R5-Medium (25 µl/ml Apramycin) angeimpft und 120 h 

kultiviert. Die Fermentation erfolgt in 50 Kolben, die mit je 100 ml Medium befüllt 

werden. Das Kulturfiltrat wird mit HCl auf pH 3 eingestellt und zweimal nach einer 

Ultraschallbehandlung mit Ethylacetat extrahiert. Die bis zur Trockene einrotierte 

Ethylacetat-Phase wird in CH2Cl2-MeOH (9:1) gelöst und über eine Kieselgelsäule 

chromatographisch aufgetrennt. Fraktionen, die CBS40 enthalten, werden vereinigt, 

einrotiert, in CH2Cl2-MeOH (7:3) gelöst und über eine zweite Kieselgelsäule 

aufgetrennt. Wieder werden die Fraktionen, die CBS40 enthalten, vereinigt, einrotiert 

und in CH2Cl2-MeOH (7:3) gelöst. Für den letzten Trennschritt wird eine Sephadex 

LH-20 Säule verwendet (CH2Cl2-MeOH (7:3)). 

Zur Isolierung von Dechlor-CBS40 wird statt R5-Medium modifiziertes E1-Medium (5 

g/l NaBr anstelle von 3 g/l NaCl und dest. Wasser anstelle von Leitungswasser) 

verwendet. Extraktion sowie säulenchromatographische Aufreinigung verlaufen 

analog zu CBS40. Nach der Sephadex LH-20 Säule erfolgt ein zusätzlicher 

Reinigungsschritt mittels präparativer HPLC (Flussrate: 10 ml/min). Wässrige 

Fraktionen werden anschließend lyophilisiert.  
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2.2.27  Isolierung von MM 47761 aus dem Stamm CB2364 

Für die Produktion von MM 47761 werden 30 l R5-Medium verwendet. Die 

Fermentation erfolgt in 500 ml Erlenmeyerkolben für 120 h bei 30°C. Das Kulturfiltrat 

wird über eine XAD-Säule (60 x 8 cm) aufgereinigt (Gradient: Wasser/MeOH (1:0), 

Wasser/MeOH (4:2), Wasser/MeOH (3:2), Wasser/MeOH (2:3), Wasser/MeOH (2:4), 

Wasser/MeOH (0:1). Fraktionen, die MM 47761 enthalten, werden vereinigt, 

einrotiert und lyophilisiert. Eine weitere Aufreinigung erfolgt mittels Biogel P2 Säule 

(60 x 4 cm). Zuerst wird mit dest. Wasser gewaschen und anschließend mit 

Wasser/TFA (0,1%) eluiert. Der letzte Aufreinigungsschritt erfolgt mittels präparativer 

HPLC (Gradient: Test-3, Flussrate: 15 ml/min). 

Die Isolierung der Verbindung MM 47761 wurde von Dr. Marcelo Bertazzo an der 

Universität Tübingen durchgeführt. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Perhydrolasen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Actinomyceten-Stammsammlung nach neuen 

Perhydrolasen (s. Punkt 1.2.3)  durchmustert, um diese zuerst nach beschriebenen 

Enzymtests (HAGER et al., 1966, WIESNER et al., 1988, BANTLEON et al., 1994 und 

BURD et al., 1995) hinsichtlich ihrer Aktivität zu untersuchen. Anschließend sollte ihre 

Substratflexibilität charakterisiert werden. 

 

3.1.1 Identifizierung neuer Perhydrolasen 

Für das Perhydrolase-Screening wurden spezifische PCR-Primer entwickelt und 

getestet. Dafür wurde ein Sequenzalignment mit 6 der zu Beginn der Arbeit in der 

Proteinsequenzdatenbank NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

bereits publizierten Perhydrolasen durchgeführt (Abb. 24). 

 

Abb. 24: Sequenzalignment mit publizierten Perhydrolasen (Accession no. von oben nach unten: 
CAB56725, U02635, M60743, U01096, P29715). Die grün markierten konservierten Sequenzbereiche 
wurden zum Ableiten der degenerierten Primer Halo-A1-FW und Halo-A1-RV verwendet. Die drei 
Aminosäuren der katalytischen Triade sind rot markiert (Serin, Aspartat und Histidin). 
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Als Kontrolle wurde die Halogenase BPOA2 aus dem Stamm S. aureofaciens 

verwendet. Unter Verwendung der Primer Halo-A1-FW/Halo-A1-RV konnte unter den 

in Material und Methoden beschriebenen Bedingungen ein PCR-Fragment der Größe 

von ca. 520 bp amplifiziert werden, was der erwarteten Größe entsprach. Mit diesem 

Primerpaar wurde die genomische DNA von ca. 250 Stämmen in Mikrotiterplatten 

nach Perhydrolasen durchmustert. Fragmente der erwarteten Größe wurden 

anschließend in den pBluescript® II SK (+/–)-Vektor subkloniert und sequenziert. In 

Abb. 25 ist als Beispiel ein Agarosegel aus dem Perhydrolase-Screening abgebildet. 

 

Abb. 25: Foto eines Agarosegels (Perhydorlase-Screening). M: 100 bp DNA Leiter mit einem in rot 
markierten 500 bp großem DNA-Fragment. K: Kontrolle (520 bp großes PCR-Fragment der BPOA2 
Halogenase). Die gelb markierten PCR-Fragmente wurden zum Sequenzieren subkloniert. Aufge-
tragen sind je 5 µl pro PCR-Ansatz der 95 untersuchten Stämme. 

 

Es konnten 7 DNA-Fragmente der erwarteten Größe amplifiziert werden, was einer 

Hitrate von 2,8% entspricht. Die Sequenzierung und der anschließende Datenbank-

vergleich klonierter PCR-Produkte ergaben bei 4 Fragmenten eine Homologie zu 

Perhydrolasen. Von den Stämmen wurden Cosmid-Genbanken angelegt und von 3 

der 4 neuen Perhydrolasen konnte die Volllängensequenz bestimmt werden. In Abb. 

26 ist der phylogenetische Stammbaum neuer und literaturbeschriebener Perhydro-

lasen dargestellt. 
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Abb. 26: Phylogenetischer Stammbaum neuer und publizierter Perhydrolasen. Die rot markierten 
Perhydrolasen wurden zum Primerdesign verwendet. Perhydrolasen, die durch das Screening neu 
identifiziert wurden, sind blau markiert. 

 

Aminosäuresequenzvergleiche zwischen neuen und beschriebenen Perhydrolasen 

zeigen eine Identität von 64-87%. Die von HECHT et al., 1994 für die Perhydrolase 

(P29715) aus Streptomyces aureofaciens beschriebene katalytische Triade, 

bestehend aus Ser98, Asp228, und His257, ist auch in den beiden neu identifizierten 

Perhydrolasen Nr. 52 und Nr. 2511 zu finden. Bei der Perhydrolase Nr. 1699 ist das 

Serin durch ein Cystein ausgetauscht. 

 

3.1.2 Phenolrot als Substrat für Perhydrolasen 

HAGER et al., 1966 verwendeten Monochlordimedon als Substrat zur Testung der 

Aktivität einer Chlorperoxidase. Dabei handelt es sich um ein Analogon zum 

eigentlich vermuteten Substrat der Haloperoxidase bei der Biosynthese von 

Caldariomycin. Die Halogenierung verläuft mechanistisch analog zu der des 

natürlichen Substrats. Perhydrolasen katalysieren ebenfalls die Halogenierung von 

Monochlordimedon zu Monochlormonobromdimedon bzw. Dichlordimedon. 

In dieser Arbeit hat die Synthese von Monochlordimedon nur mit geringem Umsatz 

funktioniert. Es war ein Gemisch aus Edukt und Produkt vorhanden, weshalb 
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Aktivitätstests der neuen Perhydrolasen nicht mit reinem Monochlordimedon als 

Substrat durchgeführt werden konnten. 

 

BANTLEON et al., 1994 haben eine Methode beschrieben, bei der sie Phenolrot als 

Substrat für eine Chlorperoxidase verwendeten. In Anlehnung an den beschriebenen 

Aktivitätstest wurde ein modifizierter Enzymtest etabliert, bei dem Phenolrot zu 

Bromphenolblau umgesetzt wird. Phenolrot besitzt ein UV-Maximum bei λmax = 433 

nm und Bromphenolblau bei λmax = 592 nm. Die Enzymaktivität kann deshalb 

photometrisch oder visuell bestimmt werden. In Abb. 27 ist die Reaktion dargestellt. 

 

Abb. 27: Durch Perhydrolasen katalysierte Umsetzung von Phenolrot zu Bromphenolblau. 

 

Zwei der drei neu identifizierten Perhydrolasen (Nr. 52 und Nr. 2511) katalysierten 

die Reaktion von Phenolrot zu Bromphenolblau. Die Perhydrolase Nr. 1699 zeigte 

keine Aktivität. Der Farbumschlag war nach etwa 15 min visuell zu erkennen. Nach 

zwei Stunden war das Edukt zu 100% in Produkt umgesetzt (Nr. 52). Die andere 

Perhydrolase setzte ca. 50% Edukt innerhalb von zwei Stunden um. Als 

Negativkontrolle wurde Rohextrakt ohne exprimierte Perhydrolase eingesetzt. Nach 

etwa 1-2 Tagen war auch hier eine leichte Blaufärbung zu beobachten. Die Reaktion 

läuft allerdings auch chemisch nur unter H2O2- und NaBr-Zugabe ab, jedoch 

wesentlich langsamer. 
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3.2 Tryptophan-/Indol-Halogenasen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Actinomyceten-Stammsammlung auch nach 

neuen Tryptophan-/Indol-Halogenasen (s. Punkt 1.2.4) durchmustert, um diese nach 

beschriebenen Enzymtests (HOHAUS et al., 1997, KELLER et al., 2000 und HÖLZER et 

al., 2001) hinsichtlich ihrer Aktivität zu untersuchen und mittels phylogenetischer 

Analysen eine Einordnung bezüglich ihrer Regioselektivität vorzunehmen. Dafür 

wurden von Prof. van Pée (TU Dresden) die Sequenzen zweier Tryptophan-

Halogenasen zur Verfügung gestellt, die Tryptophan an der Position 5 bzw. an der 

Position 6 chlorieren. 

 

3.2.1 Identifizierung neuer Tryptophan-/Indol-Halogenasen 

Für das Tryptophan-/Indol-Halogenase-Screening wurden spezifische PCR-Primer 

entwickelt und getestet. Dafür wurde ein Sequenzalignment mit 8 der zu Beginn der 

Arbeit in der Proteinsequenzdatenbank bereits publizierten Tryptophan-/Indol-

Halogenasen durchgeführt (Abb. 28). 
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Abb. 28: Sequenzalignment mit publizierten Tryptophan-/Indol-Halogenasen (Accession no. von oben 
nach unten: AAK24771, AAK24772, AAK24769, U74493, AAD46370, AF161183, BAC10682, 
AAD46369). Die grün markierten konservierten Sequenzbereiche wurden zum Ableiten der degene-
rierten Primer Halo-C1-FW und Halo-C6-RV verwendet. Die für den Kofaktor postulierte Bindungs-
stelle GxGxxG ist rot markiert und die an der Bindung der Halogenide beteiligten Tryptophanreste 
blau. Es sind nur die ersten 288 AS der ca. 550 AS langen Sequenzen abgebildet. 

 

Als Template für die PCR-Optimierung wurde die Halogenase aus dem Rebecca-

mycingencluster verwendet. Unter Verwendung der Primer Halo-C1-FW/Halo-C6-RV 

konnte unter den in Material und Methoden beschriebenen Bedingungen ein PCR-

Fragment der Größe von ca. 705 bp amplifiziert werden, was der erwarteten Größe 
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700 bp

K MM

entsprach. Mit diesem Primerpaar wurde die genomische DNA von ca. 250 Stämmen 

in Mikrotiterplatten nach Tryptophan-/Indol-Halogenasen durchmustert. DNA-Frag-

mente der erwarteten Größe wurden anschließend in den pBluescript® II SK (+/–)-

Vektor kloniert und sequenziert. In Abb. 29 ist als Beispiel ein Agarosegel aus dem 

Tryptophan-/Indol-Halogenase-Screening abgebildet. 

 

Abb. 29: Foto eines Agarosegels (Tryptophan-/Indol-Halogenase-Screening). M: 100 bp DNA Leiter 
mit einem in rot markierten 700 bp großem DNA-Fragment. K: Kontrolle (705 bp großes PCR-
Fragment der rebH Halogenase). Die gelb markierten PCR-Fragmente wurden zum Sequenzieren 
subkloniert. Aufgetragen sind je 5 µl pro PCR-Ansatz der 95 untersuchten Stämme. 

 

Es konnten 47 DNA-Fragmente der erwarteten Größe amplifiziert werden, was einer 

Trefferquote von 19% entspricht. Die Sequenzierung und der anschließende 

Datenbankvergleich 21 klonierter PCR-Produkte ergaben bei 18 Fragmenten eine 

Homologie zu Tryptophan-/Indol-Halogenasen. Von den Stämmen wurden Cosmid-

Genbanken angelegt und von 9 der 18 neuen Tryptophan-/Indol-Halogenasen konnte 

die Volllängensequenz bestimmt werden. In Abb. 30 ist der phylogenetische Stamm-

baum neuer und literaturbeschriebener Tryptophan-/Indol-Halogenasen dargestellt. 
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Abb. 30: Phylogenetischer Stammbaum neuer und publizierter Tryptophan-/Indol-Halogenasen. Bei 
den dunkelblau markierten Halogenasen handelt es sich um Volllängensequenzen. PCR-Fragmente, 
die nicht vollständig sequenziert wurden, sind weiß. Die gelbe Halogenase stammt aus einem 
Pyrrolnitrin-Produzenten (Chlorierung an Position 7), der von Prof. van Pée zur Verfügung gestellt 
wurde, genauso wie die Sequenzen der Halogenasen aus dem Pyrroindomycin-Cluster (Chlorierung 
an Position 5) und dem Thienodolin-Cluster (Chlorierung an Position 6). Die Halogenase aus dem 
Rebeccamycin-Cluster (Chlorierung an Position 7) ist blau markiert. 

 

Aminosäuresequenzvergleiche zwischen neuen und beschriebenen Tryptophan-

/Indol-Halogenasen zeigen eine Identität von 37-69%. Alle 9 neu gefundenen und 

vollständig sequenzierten Halogenasen verfügen über die in den publizierten 

Tryptophan-/Indol-Halogenasen am N-Terminus identifizierte FADH2-Bindestelle 

GxGxxG sowie über die zwei für die Bindung des Halogenids notwendigen 

Tryptophanreste. 

 

3.2.2 L-Tryptophan als Substrat für Tryptophan-/Indol-Halogenasen 

Zur Untersuchung der Aktivität der neuen putativen Tryptophan-/Indol-Halogenasen 

wurde ein publiziertes Nachweisverfahren eingesetzt (HOHAUS et al., 1997, KELLER et 

al., 2000 und HÖLZER et al., 2001). Im Gegensatz zu den veröffentlichten Arbeiten 
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wurde hier nicht E. coli oder Pseudomonas fluorescens, sondern Streptomyces 

lividans als Expressionswirt verwendet. Eine für die Umsetzung von L-Tryptophan zu 

7-Chlor-L-tryptophan notwendige NAD(P)H-Flavin-Oxidoreduktase sollte in S. 

lividans natürlich vorhanden sein und wurde deshalb nicht zusätzlich in den 

Aktivitätstests eingesetzt. In Abb. 31-33 sind Beispielspektren der analysierten Tests 

sowie die von den Tryptophan-7-Halogenasen katalysierte Reaktion abgebildet. 

 

Abb. 31: HPLC-MS-Analyse der Negativkontrolle (pUWL201oriT). Die Masse m/z = 203 entspricht 
Tryptophan (negativer Modus). Substanzen mit der Masse m/z = 237 (Cl-Tryptophan, negativer 
Modus) sind nur in Spuren im Extrakt vorhanden. Somit war keine Umsetzung von Tryptophan mit 
dem Vektor ohne Halogenase zu detektieren. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 32: Durch  PrnA katalysierte Reaktion von L-Tryptophan zu 7-Chlor-L-tryptophan. 
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Abb. 33: HPLC-MS-Analyse der Positivkontrolle (prnA kloniert in pUWL201oriT; exprimiert in S. 
lividans TK23). Die Halogenase PrnA (Accession no.: AAD46360) wurde von Prof. van Pée zur 
Verfügung gestellt. Die Masse m/z = 203 entspricht Tryptophan (negativer Modus). Die Masse m/z = 
237 entspricht Cl-Tryptophan (negativer Modus). Das für eine monochlorierte Verbindung typische 
Isotopenmuster ist vorhanden. Es war eine teilweise Umsetzung von Tryptophan zu Cl-Tryptophan zu 
beobachten. 

 

Acht der neun vollständig sequenzierten Halogenasen konnten in den Expressions-

vektor kloniert und in S. lividans hinsichtlich ihrer Aktivität getestet werden. Sechs der 

acht untersuchten Halogenasen setzten L-Tryptophan zu Cl-Tryptophan um (16 h, 

30°C). Um Aussagen hinsichtlich der Regioselektivität treffen zu können, wurden die 

sechs aktiven Halogenasen in einer Kooperation mit Prof. van Pée weiter untersucht. 

In seiner Arbeitgruppe ist eine HPLC-Methode etabliert, die eine Differenzierung 

zwischen 5-Cl-Tryptophan, 6-Cl-Trytophan und 7-Cl-Tryptophan ermöglicht. Um den 

Umsatz zu steigern, wurde zu den Enzymtests zusätzlich eine NAD(P)H-Flavin-

Oxidoreduktase (Fre) aus E. coli zugefügt (SPYROU et al., 1991). In Abb. 34 ist das 

Proteingel der Rohextrakte (Überstände) abgebildet. Nicht alle Enzyme sind, trotz 

Aktivität, im Gel aufgrund schwacher Expression sichtbar. In Abb. 35-37 sind die 

HPLC-Chromatogramme zur Unterscheidung verschiedener Cl-Tryptophanderivate 

dargestellt.  
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A pUWL (Negativkontrolle)  E 2402 
B Trp-7-Hal (PrnA)  F 2686 
C 14    G 28 
D 1793    H 93 

Abb. 34: Proteingel der 6 aktiven Tryptophan-/Indol-Halogenasen (C-H). A: Vektor ohne Halogenase. 
B: Positivkontrolle (PrnA) M: Marker. Die Banden bei ca. 60 kDA (roter Pfeil) entsprechen den in S. 
lividans überexprimierten Halogenasegenen. 

 

Abb. 35: HPLC-Chromatogramm zur Trennung der beiden Standards 7-Cl-Tryptophan und 5-Cl-
Tryptophan von enzymatisch umgesetzten L-Tryptophan zu 6-Cl-Tryptophan durch die Halogenase 
aus dem Thienodolin-Produzenten. Eine Trennung von 5-Cl-Tryptophan und 6-Cl-Tryptophan war 
unter diesen Bedingungen nicht möglich. L-Trp: L-Tryptophan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L-Trp 
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Abb. 36: HPLC-Chromatogramm zur Untersuchung der neuen Tryptophan-/Indol-Halogenasen 
bezüglich  ihrer Regioselektivität. Die drei Halogenasen (2402, 28 und 93) setzten L-Tryptophan zu 7-
Cl-Tryptophan um. 

 

Abb. 37: HPLC-Chromatogramm zur Untersuchung der neuen Tryptophan-/Indol-Halogenasen 
bezüglich ihrer Regioselektivität. Die drei Halogenasen (14, 1793 und 2686) setzten L-Tryptophan zu 
5-Cl-Tryptophan oder 6-Cl-Tryptophan um. 

 

Auf Basis der unterschiedlichen Retentionszeiten war es durch die Auftrennung 

mittels HPLC nicht möglich, zwischen 5-Cl-Tryptophan-Halogenasen und 6-Cl-

Tryptophan-Halogenasen zu unterscheiden. 7-Cl-Tryptophan konnte jedoch von den 

beiden anderen Tryptophan-Derivaten getrennt werden. Drei der durch das 

Screening neu identifizierten Enzyme konnten den 7-Cl-Tryptophan-Halogenasen 

zugeordnet werden (Abb. 36). Drei weitere Enzyme setzten L-Tryptophan zu Cl-

Tryptophan um. Die HPLC-Chromatogramme erlauben einen Ausschluss der 
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Halogenierung an Position 7. Diese neu gebildeten Derivate co-eluieren mit dem 

Standard 5-Cl-Tryptophan (Abb. 37). 

 

3.3 Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Actinomyceten-Stammsammlung nach neuen 

Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen (s. Punkt 1.2.4) durchmustert, um die sie kodierenden 

Gene als Marker zur Identifizierung neuer Biosynthesegencluster zu nutzen. Durch 

phylogenetische Analysen sollte das biosynthetische Potential der entsprechenden 

Wildtypstämme bestimmt werden, um auf diese Weise vorherzusagen, welche 

Substanzklassen von den jeweiligen Stämmen produziert werden können. 

In einem anschließenden chemischen Screening wurden Extrakte auf das typische 

Isotopenmuster halogenierter Verbindungen (Chlor und Brom) hin untersucht. 

Hitsubstanzen wurden für eine Strukturanalyse zur Verifizierung der vorhergesagten 

Substanzklassen aufgereinigt. 

Des Weiteren wurden die neu identifizierten Halogenasen für Biokatalyse-

Anwendungen zur Untersuchung ihrer Substratspezifität und zur Naturstoff-

derivatisierung mittels kombinatorischer Biosynthese genutzt. 
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3.3.1 Identifizierung neuer Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen 

Auch für diese Enzymklasse (Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen) wurden für das PCR-

basierte Screening spezifische PCR-Primer entwickelt und getestet. Dafür wurde ein 

Sequenzalignment mit 6 der zu Beginn der Arbeit in der Proteinsequenzdatenbank 

bereits publizierten Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen durchgeführt (Abb. 38). Der phylo-

genetische Stammbaum publizierter Halogenasen ist in Abb. 39 dargestellt. 

 

Abb. 38: Sequenzalignment mit publizierten Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen. Die grün markierten 
konservierten Sequenzbereiche wurden zum Ableiten der degenerierten Primer Halo-B4-FW und 
Halo-B7-RV verwendet. Die für den Kofaktor postulierte Bindungsstelle GxGxxG ist rot markiert und 
die an der Bindung der Halogenide beteiligten Tryptophanreste blau. Es sind nur die ersten 284 AS 
der ca. 500 AS langen Sequenzen abgebildet. 
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Abb. 39: Phylogenetischer Stammbaum publizierter Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen. Halogenasen, 
deren Sequenzen für die Primerentwicklung verwendet wurden, sind mit zugehörigen Strukturen 
orange markiert. 

 

Für das Screening wurde als Kontrolle die Halogenase aus dem Simocyclinon-

gencluster verwendet. Unter Verwendung der Primer Halo-B4-FW/Halo-B7-RV 

konnte unter den in Material und Methoden beschriebenen Bedingungen ein PCR-

Fragment der Größe von ca. 550 bp amplifiziert werden, was der erwarteten Größe 

entsprach. Mit diesem Primerpaar wurde die genomische DNA von ca. 550 Stämmen 

in Mikrotiterplatten nach Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen durchmustert. Fragmente der 

erwarteten Größe wurden anschließend in den pBluescript® II SK (+/–)-Vektor 

kloniert oder direkt sequenziert. In Abb. 40 ist als Beispiel ein Agarosegel aus dem 

Phenyl-/Pyrrol-Halogenase-Screening abgebildet. 
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500 bp

M K M

Abb. 40: Foto eines Agarosegels (Phenyl-/Pyrrol-Halogenase-Screening). M: 100 bp DNA Leiter mit 
einem in rot markierten 500 bp großem DNA-Fragment. K: Kontrolle (550 bp großes PCR-Fragment 
der simD4 Halogenase). Die gelb markierten PCR-Fragmente wurden zum Sequenzieren subkloniert 
oder direkt sequenziert.  Aufgetragen sind je 5 µl pro PCR-Ansatz der 95 untersuchten Stämme. 

 

Es konnten 110 DNA-Fragmente der erwarteten Größe amplifiziert werden, was 

einer Trefferquote von 20% entspricht. Durch Sequenzierung und anschließenden 

Datenbankvergleich der PCR-Produkte konnte bei 108 der 110 erhaltenen 

Sequenzen eine signifikante Homologie zu Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen nach-

gewiesen werden. Durch Anlegen von Cosmid-Genbanken wurde von 37 neuen 

Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen die Volllängensequenz bestimmt. Durch das Screening 

konnte die Anzahl der bis heute beschriebenen Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen mehr als 

verdreifacht werden. In Tab. 19 sind Halogenasen aufgelistet, die eine Identität von 

mehr als 60% zu publizierten Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen aus unterschiedlichen 

Biosynthesegenclustern zeigen. Anhand dieser Information konnten verschiedene 

Substanzklassen vermutet werden, die von den jeweiligen Wildtypstämmen 

produziert werden. In Abb. 41 ist der phylogenetische Stammbaum neuer und 

publizierter Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen dargestellt. 
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Tab. 19: Vergleich zwischen publizierten und neu identifizierten Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen 
basierend auf Aminosäuresequenzen (AS). Die vermutlich von den Wildtypstämmen produzierten 
Substanzklassen (Glykopeptid-Antibiotika (GPA) Typ I und Typ V, Lipoglykodepsipeptide, Enediyne, 
Ansamycine, Aminocoumarine und Xanthone) beziehen sich auf eine Referenzverbindung, die von 
einem Stamm produziert wird, der über eine Halogenase mit hoher Homologie zu der entsprechenden 
neu identifizierten Halogenase verfügt. Mit Stern sind Halogenasen gekennzeichnet, von denen nur 
das mit dem Primerpaar Halo-B4-FW/Halo-B7-RV amplifizierte PCR-Produkt sequenziert wurde. Die 
Sequenz der Halogenase aus dem Biosynthesgencluster von Lysolipin wurde von Prof. Wohlleben 
(Universität Tübingen) zur Verfügung gestellt. 

Halogenase (Nr.) Vermutlich produzierte 
Substanzklasse 

Referenzverbindung Identität (AS) 

2429 GPA Typ I Balhimycin 93% 

2364 GPA Typ I Balhimycin 93% 

2664 GPA Typ V Complestatin 69% 

1969* GPA Typ V Complestatin 64% 

2557* GPA Typ V Complestatin 75% 

2023 GPA Typ V Complestatin 74% 

2312 GPA Typ V Complestatin 76% 

97* GPA Typ V Complestatin 72% 

2192 GPA Typ V Complestatin 98% 

1349* Lipoglykodepsipeptide Ramoplanin 82% 

1392* Lipoglykodepsipeptide Ramoplanin 83% 

2018* Lipoglykodepsipeptide Ramoplanin 72% 

1377* Lipoglykodepsipeptide Ramoplanin 64% 

127* Enediyne C-1027 97% 

3477* Enediyne C-1027 98% 

2538* Enediyne C-1027 66% 

15* Ansamycine Naphthomycin 94% 

216* Ansamycine Naphthomycin 89% 

46* Ansamycine Naphthomycin 87% 

2423* Aminocoumarine Simocyclinon 95% 

2544 Xanthone Lysolipin 82% 

1365* Xanthone Lysolipin 81% 

2412 Xanthone Lysolipin 61% 

2061* Xanthone Lysolipin 66% 

108* Xanthone Lysolipin 61% 
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Aminocoumarine

Xanthone

Lipoglykodepsipeptide

GPA I

GPA V

Enediyne

Ansamycine

Abb. 41: Phylogenetischer Stammbaum publizierter (orange) und neu identifzierter Phenyl-/Pyrrol-
Halogenasen. Es wurden zu verschiedenen publizierten Halogenasen, die an der Biosynthese 
unterschiedlichster halogenierter Substanzen beteiligt sind, neue Halogenasen mit hoher Homologie 
gefunden (grün markierte Zweige). GPA: Glykopeptid-Antibiotika (Klasse I und V). 

 

Aminosäuresequenzvergleiche zwischen neuen und beschriebenen Phenyl-/Pyrrol-

Halogenasen zeigen untereinander eine Identität von 5-100%. Die vollständige 

Sequenzierung der Halogenasen (37 von 108) führte zu keinen wesentlichen 

Veränderungen bei der Erstellung des Stammbaumes. Alle 37 neu identifizierten und 

vollständig sequenzierten Halogenasen verfügen über die am N-Terminus lokalisierte 

FADH2-Bindestelle GxGxxG sowie über die zwei für die Bindung des Halogenids 

notwendigen Tryptophanreste (s. Punkt 1.2.4). 

Es sollte anhand ausgewählter Substanzklassen die Hypothese bewiesen werden, 

dass Biosynthesegencluster mit homologen Gensequenzen (Halogenasen) auch 

strukturell ähnliche Verbindungen kodieren. Dafür wurden Extrakte von Stämmen auf 

typische Isotopenmuster (Halogenierung) hin untersucht in denen zu publizierten 

Clustern ähnliche Halogenasen identifiziert wurden. Von einigen der auf diese Art 

gefundenen halogenierten Substanzen sollte die Struktur aufgeklärt werden. 
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Des Weiteren wurden Stämme untersucht deren Halogenasen sich in einem Zweig 

befanden, wo keine bereits publizierte Halogenase eine hohe Homologie aufwies. 

Die Sequenzierung zu Halogenasen benachbarter Gene sollte weitere Hinweise auf 

das biosynthetische Potential der Wildtypstämme liefern, genauso wie ein zweites 

PCR-basiertes Screening nach für verschiedene Substanzklassen spezifischen 

Biosynthesegenen. 

 

3.3.2 Glykopeptid-Antibiotika 

Glykopeptid-Antibiotika (GPA) lassen sich anhand der Struktur ihres Peptid-

rückgrates in fünf unterschiedliche Klassen einteilen. Alle bekannten GPA sind 

mindestens monochlorierte Verbindungen mit Ausnahme von Ristocetin. Einige der 

in den Biosynthesegenclustern vorhandenen Halogenasen sind bei den Klassen I 

(z.B. Balhimycin), III (z.B. A47943), IV (z.B. A40926) und V (z.B. Complestatin) 

bereits publiziert. Bis jetzt war noch keine Halogenase aus einem Biosynthese-

gencluster der Klasse II bekannt. Für diese Arbeit wurden daher die Sequenzen der 

Halogenasen aus dem Avoparcin-Cluster (Klasse II) sowie dem Aridicin-Cluster 

(Klasse IV) freundlicherweise von Agnieszka Dziarnowski (Combinature Biopharm 

AG) zur Verfügung gestellt. 

Durch das PCR-basierte Screening nach Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen konnten 9 

neue Halogenasen mit hoher Homologie zu bereits beschriebenen Halogenasen aus 

GPA-Biosynthesegenclustern (Klasse I und V) identifiziert werden (Tab. 19). Die 

Sequenzierung benachbarter Gene ließ weitere Rückschlüsse auf das bio-

synthetische Potential dieser Stämme zu. 

Einige der neu identifizierten potentiellen GPA-Produzenten wurden in einer 

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Süssmuth von Dr. Marcelo Bertazzo auf 

die Produktion von GPA hin untersucht. Charakteristische Eigenschaften von GPA 

sind Massen zwischen m/z = 1000-1700, Chlorierungen und Zuckerfragmentierungen 

bei HPLC-MS-MS-Analysen. In Abb. 42-46 sind Beispielspektren der HPLC-MS-

Analysen potentieller GPA-Produzenten dargestellt. 
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Abb. 42: HPLC-MS-Analyse des Stammes CB2429. Der Stamm produziert eine monochlorierte 
Substanz der Masse m/z = 1560. Dieselbe Substanz wird von dem Stamm CB2364 produziert. 

 

Abb. 43: HPLC-MS-Analyse des Stammes CB2023. Der Stamm produziert eine zweifach chlorierte 
Substanz der Masse m/z = 1135. 
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Abb. 44: HPLC-MS-Analyse des Stammes CB2192. Der Stamm produziert eine monochlorierte 
Substanz der Masse m/z = 1020. 

 

Abb. 45: HPLC-MS-Analyse des Stammes CB2312. Der Stamm produziert eine zweifach chlorierte 
Substanz der Masse m/z = 1041. 

 

Abb. 46: HPLC-MS-Analyse des Stammes CB2664. Der Stamm produziert eine monochlorierte 
Substanz der Masse m/z = 1216. 

 

Zur Verifizierung, dass GPA von den durch das genetische und chemische 

Screening identifizierten Wildtypstämmen produziert werden, wurde aus dem 

Wildtypstamm CB2364 eine monochlorierte Verbindung zur anschließenden 

Strukturaufkärung aufgereinigt. Aus einer 30 l Fermentation konnten 5 mg 

Reinsubstanz isoliert werden. In Tabelle 20 sind die NMR-Daten zusammengefasst. 

Bei dieser Substanz handelt es sich um MM 47761 (BOX et al., 1990), ein 

Chloreremomycin-Derivat mit Aktivität gegen Gram-positive Bakterien (Abb. 47). 
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Tab. 20: 1H und 13C NMR-chemische Verschiebungen von CB2364 (cCB2364 = 11 mg/ml, [D6]-DMSO, 
305 K). Leu: Leucin, Cht: 3-Cl-β-Hydroxytyrosin, Asn: Asparagin, Hpg: 4-Hydroxyphenylglycin, Hty: β-
Hydroxytyrosin, Dpg: Dihydroxyphenylglycin Glc: Glucose, Rh: Rhamnose, Epi: 4-Epivancosamin. 1) 
Zuordnung nicht bestimmt. 

 N, δ α, δ β, δ Others, δ 

1Leu 8.92 4.02 1.66/1.53 γ: 1.60; δ: 0.88/0.92, N-CH3: 2.58 
  59.1 39.0 γ: 23.5; δ: 22.5/21.7  N-CH3: 30.8 
2Cht 8.72 4.81 5.12 OHγ: 5.86; 2: 7.56; 
  58.8 71.8 1: 139.8; 2: 128.9; 3: 136.4; 4: 150.8;  
    5: 7.26; 6: 7.47 
    5: 128.5; 6: 127.7 
3Asn 6.30 4.09 2.11/2.75 δ: 1.) 

  51.1 38.9  
4Hpg 8.22 5.76 - 2: 5.78 
  54.5 - 1: 134.3; 2: 108.8; 3: 1.); 4: 132.4 
    6: 5.23 
    5: 152.7; 6: 107.3 
5Hpg 8.86 4.49 - 2: 7.11; OH4: 9.10 
  53.3 - 1: 125.8; 2: 136.8; 3: 121.6; 4: 155.0 
    5: 6.70; 6: 6.77 
    5: 116.8; 6: 126.3 
6Hty 6.46 4.23 5.16 2: 7.65; 3: 7.15 
 1 60.8 75.2 1: 1.) ; 2: 129.5; 3: 131.2; 4: 154.8;  
    5: 7.15; 6: 7.40 
    5: 123.4; 6: 129.8 
7Dpg 8.65 4.44 - OH3: 8.96; OH5: 9.37; 4: 6.37 
  56.4 - 1: 136.1; 2: 118.2; 3: 156.9; 4: 102.9 
    6: 6.25; 
    5: 157.4; 6: 106.4 

 1’ 2’ 3’ 4’ 5’ 6’ 
Glc2) 5.54 3.61 3.43 3.22 3.25 3.75/3.47 
 100.2 76.8 77.6 70.3 77.6 61.2 
   5.22 5.03  3.45 
 
 1’ 2’ 3’ 4’ 5’ 6’ 
Rh3) 5.14 3.71 3.48 3.20 4.11 1.06 
 100.8 70.6 70.9 72.0 67.5 15.5 
  4.58 4.27 4.49   
 
 1’ 2’ 3’ 4’ 5’ 6’ 7’ (CH3) 
Epi4) 4.75 1.86/2.11 - 3.13 3.56 1.21 1.38 
 93.1 38.4 55.1 74.3 66.0 17.4 17.8 
   NH2: 7.78 OH: 5.70    
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Abb. 47: MM 47761 aus CB2364. 

 

In Abb. 48 ist ein Ausschnitt des phylogenetischen Stammbaumes gezeigt, der die 

Klasse der GPA umfasst. Anhand der genetischen Organisation publizierter 

Biosynthesegencluster lassen sich die durch das genetische Screening gefundenen 

Cluster in unterschiedliche GPA-Klassen einteilen (Typ I und Typ V). 

 

Abb. 48: A) Ausschnitt des phylogenetischen Stammbaumes, der die Substanzklasse der GPA 
umfasst. Neu identifizierte Halogenasen sind grau markiert. Der Stammbaum wurde ausschließlich mit 
Volllängensequenzen erstellt. B) Genetische Organisation publizierter sowie neu gefundener Bio-
synthesegencluster. Die postulierten Funktionen der Enzyme basieren auf Sequenzhomologie-
vergleichen. Die entsprechenden Gene sind wie folgt bezeichnet: P450, Cytochrom P450 
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Monooxygenase; halo, Halogenase; gtf, Glycosyltransferase; sulfo, Sulfotransferase; anti, Antiporter; 
dpgC, Dehydrogenase; bhp, Hydrolase. C) Es konnten neue Biosynthesegencluster identifiziert 
werden, die stromaufwärts und stromabwärts der Halogenase eine gleiche genetische Organisation 
aufweisen wie publizierte Cluster der GPA-Klassen I und V. In dem Stamm CB2664 konnte ein Cluster 
mit einer neuartigen genetischen Organisation identifziert werden. Stromaufwärts der Halogenase liegt 
ein Gen (dpgC) mit Homologie zu einer Hydroxyacyl-dehydrogenase, die an der Biosynthese von 3,5-
Dihydroxyphenylglycin in Amycolatopsis balhimycina beteiligt ist und stromabwärts liegt ein Gen (bhp) 
mit Homologie zu der Perhydrolase (Hydroxytyrosin-Biosynthese) aus dem Balhimycin-Cluster. Alle 
als potentielle GPA-Produzenten identifizierten Stämme produzieren chlorierte Substanzen mit für 
GPA typischen Massen. Der Stamm CB2364 produziert ein Chloreremomycin-Derivat (MM 47761), 
das, wie vorhergesagt, zu den GPA der Klasse I gehört. Der Stamm CB2429 produziert ebenfalls 
diese Verbindung. 

 

3.3.3 Xanthon-Antibiotika 

Der Stamm Streptomyces tendae Tü4042 (CB28) produziert das Polyketid-

Antibiotikum Lysolipin, ein polyzyklisches, monochloriertes Xanthon mit starker 

antibiotischer Wirkung gegen Bakterien sowie Antitumorwirkung gegen verschiedene 

Tumorzelllinien. Lysolipin wurde 1975 erstmals als ein Metabolit des Stammes 

Streptomyces violaceoniger Tü96 beschrieben (DRAUTZ et al., 1975). Das von dem 

Produzenten synthetisierte Lysolipin X wird durch Licht, Hitze oder UV-Strahlung in 

das stabilere Lysolipin I umgewandelt (Abb. 49). Lysolipin I weist eine 10-50 fach 

höhere biologische Aktivität auf. 

 

Abb. 49: Die Xanthon-Antibiotika  Lysolipin X und Lysolipin I. 

 

3.3.3.1 PCR-basiertes Screening nach neuen Xanthon-Antibiotika-Produzenten 
Durch das PCR-basierte Screening nach Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen konnten für die 

Substanzklasse der Xanthone 5 neue Halogenasen mit hoher Homologie zu der 

Halogenase aus dem Lysolipin-Biosynthesegencluster identifiziert werden (Tab. 19). 

Zur weiteren Charakterisierung der identifizierten Cluster wurde nach Polyketid-

Synthase II-spezifischen Genen (α-Ketosynthase (KS)) gesucht, da Lysolipin zur 
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Lysolipin
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1365

2061

108

2412

2544*

1365

2061

108

2412

Gruppe der aromatischen Polyketide gehört. Da nur Cosmid-Genbanken der 

Stämme CB2412 und CB2544 existierten, konnten nur Cosmide dieser Stämme 

untersucht werden. Auf beiden Cosmiden mit der jeweilig neu identifizierten 

Halogenase konnte die für PKS II-typische α-KS-Domäne amplifiziert werden. Die 

KS-Domäne des CB2544-Clusters hat eine 71%ige Identität zur KS-Domäne des 

Rubromycin-Biosynthesegenclusters aus Streptomyces collinus und die des 

CB2412-Clusters eine 56%ige. In Abb. 50 ist der Ausschnitt aus dem 

phylogenetischen Stammbaum (Halogenasen) der potentiellen Xanthon-Antibiotika-

Produzenten dargestellt. 

 

Abb. 50: Phylogenetischer Stammbaum potentieller Xanthon-Antibiotika-Produzenten. Durch das 
genetische Screening wurde ein alternativer Lysolipin-Produzent entdeckt (CB2544*). Die Halogenase 
aus dem Stamm CB2544 ist zu 82% identisch zu der Halogenase aus dem Lysolipin-
Biosynthesegencluster. 

  

Die durch das genetische Screening identifizierten Stämme wurden anschließend 

chemisch weiter untersucht, ob sie Lysolipin oder andere Xanthon-Antibiotika 

produzieren. Dafür wurden sie kultiviert, mit Ethylacetat extrahiert und auf für 

Halogenierungen typische Isotopenmuster hin untersucht. In einem Extrakt des 

Stammes CB2544 konnte Lysolipin I mittels HPLC-MS nachgewiesen werden (Abb. 

51). In den weiteren 4 Wildtypstämmen konnten keine halogenierten Substanzen 

detektiert werden. 
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Abb. 51: HPLC-MS-Analyse eines Extraktes des Stammes CB2544. Masse (positiver Modus) und 
UV-Spektrum stimmen mit den Daten von Lysolipin I überein. 

 

Da sich PKS II-Cluster aufgrund ihrer geringen Größe von ca. 40 kb eignen heterolog 

exprimiert zu werden, wurden alle durch Southern Blot bestätigten Cosmide 

(Halogenase-Sonde) der Stämme CB28, CB2544 und CB2412 mittels Konjugation 

nach S. albus transferiert. Dadurch sollte eine Cluster/Metabolit-Korrelation nach-

gewiesen bzw. im Fall von CB2412 ein weiterer Xanthon-Antibiotika-Produzent 

identifiziert werden. 

In einem Extrakt eines Transkonjuganten (S. albus + Cosmid28-4H04) konnte Lysolipin 

mittels HPLC-MS detektiert werden (Abb.52). Ein anderer Transkonjugant (S. albus + 

Cosmid2544-3B10) produzierte eine monochlorierte Substanz der Masse m/z = 549 

(Abb. 52). Keiner der weiteren Transkonjuganten (S. albus + Cosmide2412) 

produzierte Lysolipin I oder eine andere halogenierte Verbindung. 
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Abb. 52: HPLC-MS-Analyse. Als Negativkontrolle wurde ein Extrakt von S. albus analysiert. In einem 
Extrakt (S. albus + Cosmid28-4H04) konnte Lysolipin detektiert werden und in einem anderen Extrakt (S. 
albus + Cosmid2544-3B10) eine monochlorierte Verbindung (CBS40) der Masse m/z = 549 (positiver 
Modus). 

 

3.3.3.2 Sequenzanalyse 
Die Ansequenzierung des Cosmid-Inserts (2544-3B10) ergab, dass das Cluster aus 

dem Stamm CB2544 unvollständig kloniert wurde. Stromaufwärts einer sich am 5’-

Ende befindenden Oxidoreduktase ist das Cluster unvollständig im Vergleich zum 

Lysolipin-Cluster (Cosmid28-4H04), wodurch auch die Biosynthese von Lysolipin nicht 

abgeschlossen werden kann (persönliche Mitteilung von Patricio Lopez). Die von 

diesem Transkonjuganten produzierte Substanz (CBS40) zeigt dennoch, wie 

Lysolipin, eine Aktivität gegen Gram-positive Bakterien. In Abb. 53 ist ein 

schematischer Aufbau der beiden Cluster dargestellt sowie der Hemmhoftest mit 

CBS40 gegen B. subtilis. 

 

Abb. 53: Schematischer Aufbau der beiden heterolog exprimierten Cluster (Lysolipin und CBS40). 
Das Cluster des alternativen Lysolipin-Produzenten (CB2544) ist nicht vollständig kloniert (N-Terminus 



ERGEBNISSE 85

N 

O Cl

O

O

OH
OH

O

O OCH3
H 3 C O

H 
C 28H 20C lN O 9

E x a c t  M a s s : 5 4 9 ,0 8

der Oxidoreduktase fehlt), weshalb heterolog in S. albus nicht Lysolipin, sondern CBS40 produziert 
wird. Hypo: Hypothetical Protein, Oxidoreduk: Oxidoreduktase, KS: Ketosynthase, Halo: Halogenase, 
RubS: Regulator, Terminal P.: Terminal Protein, Anti: Antiporter. Die Homologien der jeweiligen AS-
Sequenzen zwischen den beiden Clustern sind in Prozent angegeben. Der Extrakt (CBS40) zeigt eine 
Aktivität gegen B. subtilis. Als Negativkontrolle wurde ein Extrakt von S. albus verwendet. 

 

3.3.3.3 Strukturaufklärung von CBS40 und Aktivitätstests 
Für die Strukturaufklärung (Tab. 21) der Verbindung CBS40 konnten aus 5 Liter 

Kultur 10 mg Reinsubstanz isoliert werden. In Abb. 54 ist die Struktur von CBS40 

dargestellt. Für Lysolipin I sowie für CBS40 wurden MIC-Werte (Minimal Inhibitory 

Concentration) für verschiedene Bakterien bestimmt. Im Vergleich zu Lysolipin I zeigt 

CBS40 zusätzlich eine Aktivität gegen Gram-negative Bakterien. Teilweise ist auch 

die Aktivität gegen Gram-positive Bakterien höher als die von Lysolipin I (Tab. 22). 

 

Abb. 54: Struktur von CBS40. Die Chlorierung ist im Vergleich zu Lysolipin I an derselben Position 
(hellblaue Markierung). Lysolipin I verfügt über eine weitere Hydroylgruppe sowie eine O-Methylierung 
anstatt einer C-Methylierung und eine weitere N-Methylierung (rosa Markierungen). 
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Tab. 21: 1H (600,01 MHz) und 13C (150,87 MHz) NMR-chemische Verschiebungen von CBS40 (cCBS40 
= 17 mg/ml, d1-Chloroform, 298 K). 

Position δ 1H (ppm) δ13C (ppm) 

1  - 134.2 s 
2  7.36 d, 8.6 Hz 125.5 d 
3  7.94 d, 8.6 Hz 120.8 d 
4  - 121.0 s 
5  - 150.0 s 
6  - 145.3 s 
6-OCH3  4.15 s 61.6 q 
8  - 143.5 s 
9  - 109.0 s 
10 - 181.4 s 
11 - 151.7 s 
1-OH  12.97 s - 
12 - 111.3 s 
13 - 127.6 s 
14 - 133.3 s 
15 5.05 d, 2.6 Hz 75.5 d 
16 4.48 d, 2.6 Hz 79.5 d 
16-OCH3 3.32 s 57.3 q 
17 - 139.0 s 
18 - 113.5 s 
19 - 159.1 s 
19-OH 13.37 s - 
20 - 112.1 s 
21 - 139.6 s 
22 6.89 s 115.9 d 
23 6.34 s 106.0 d 
24 - 137.4 s 
24-CH3 2.36 br s 19.3 q 
25 10.01 s - 
26 - 166.9 s 
28 5.63 d, 5.6 Hz 

5.39 d, 5.6 Hz 
91.0 t 

 

Tab. 22: MIC-Werte für Lysolipin I und CBS40. 

Organismus MIC (Lysolipin I) MIC (CBS40) 

Enterococcus faecalis VRE ATCC51575 30 ng/ml 10 ng/ml 

Staphylococcus aureus ATCC33592 1 ng/ml 0,3 ng/ml 

Staphylococcus epidermidis ATCC12228 1 ng/ml 0,3 ng/ml 

Streptococcus pneumoniae EM & AM 10 ng/ml 10 ng/ml 

E. coli ATCC10536 100 µg/ml 3 µg/ml 
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3.3.4 Lipoglykodepsipeptide 

Ramoplanin (CAVALLERI et al., 1984) gehört zu den Lipoglykodepsipeptiden und 

befindet sich in einer klinischen Phase III Studie. Es ist wirksamer als Vancomycin 

gegen Gram-positive Bakterien. Ramoplanin ist eine monochlorierte Verbindung (3-

Cl-4-Hydroxyphenylglycin), die aus 17 AS-Resten sowie einer N-Acylierung und 

einem Disaccharid (2 Mannosen) besteht (CUDIC et al., 2002). 

Durch das genetische Screening nach Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen konnten 4 

Halogenasen mit Homologie (64-83%) zu der Halogenase aus dem Ramoplanin-

Cluster identifiziert werden (Abb. 55). Zwei dieser Stämme produzierten eine 

wahrscheinlich chlorierte Verbindung der Masse m/z = 2161. Ramoplanin A2 hat eine 

Masse von m/z = 2552. In Abb. 56 sind das Massenspektrum der chlorierten 

Verbindung aus CB2018 sowie das mit IsoPro 3.0 simulierte Isotopenmuster von 

Ramoplanin A2 dargestellt. 

 

Abb. 55: Phylogenetischer Stammbaum von Halogenasen aus potentiellen Lipoglykodepsipeptid-
Produzenten. Durch das HPLC-MS-Screening wurden zwei Stämme entdeckt (blaue Markierung), die 
eine chlorierte Verbindung produzieren. 

 

Abb. 56: HPLC-MS-Analyse von CB2018 (positiver Modus). Das von Ramoplanin A2 simulierte 
Isotopenmuster stimmt mit dem Isotopenmuster der Verbindung aus CB2018 überein. 
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3.3.5 Naphthoquinone 

Der phylogenetische Stammbaum, der in Abb. 41 abgebildet ist, zeigt mehrere 

Untergruppen mit neuen Halogenasen, zu denen keine publizierte Halogenase eine 

signifikante Homologie aufweist. Um Hinweise über die von diesen Stämmen 

produzierten Sekundärmetabolite zu bekommen, wurden Stämme einer Untergruppe 

(Abb. 57) mittels HPLC-MS analysiert. 

 

Abb. 57: Phylogenetischer Stammbaum publizierter (orange) und neu identifzierter Phenyl-/Pyrrol-
Halogenasen. Die grau markierte Untergruppe neuer Halogenasen wurde mittels HPLC-MS auf das 
Vorhandensein halogenierter Verbindungen untersucht. 

 

In dem Stamm CB2365 konnten mehrere chlorierte Verbindungen einer Substanz-

klasse detektiert werden. Von der monochlorierten Verbindung der Masse m/z = 446 

konnten aus einer Fermentation auf Agarplatten (12 l Festmedium) 2 mg Rein-

substanz zur Strukturaufklärung (Tab. 23) isoliert werden. Es konnte nachgewiesen 

werden, dass es sich hierbei um das zu den Naphthoquinonen zählende 

Naphthomevalin handelt (HENKEL & ZEECK, 1991). In Abb. 58 ist die Struktur von 

Naphthomevalin dargestellt. 

 

Tab. 23: NMR-Daten von CB2365 (Naphthomevalin). 

Position δ 1H (ppm) δ13C (ppm)1) COSY HMBC 

C-1  - 195.2 s   
C-2  - 83.2 s   
C-3  - 83.9 s   
C-3-OH 4.10 s, 1 H   196.7, 83.3 
C-4  - 196.7 s   
C-4a - n.d. 1)   
C-5  6.99 d, 1 H, 2.3 Hz 106.9 d 6.67 196.7, 110.5 
C-6  - 164.1 s   
C-6-OH 6.38 s br, 1 H    
C-7 6.67 d, 1 H, 2.3 Hz 109.1 d 6.99 164.1, 110.5, 106.9 
C-8   164.5 s   
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OH O

O

HO
OH

Cl

C25H31ClO5
Exact Mass: 446,19

C-8-OH 11.95 s, 1 H   164.5, 109.1 
C-8a - 110.5 s   
C-1’ 2.96 dd, 1 H, 7.2, 15.5 Hz 

2.47 dd, 1 H, 7.9, 15.5 Hz 
38.3 t 4.90, 2.47 

4.90, 2.96 
195.2, 138.0, 116.6, 83.3 
195.2, 138.0, 116.6, 83.3 

C-2’ 4.90 dd br, 1 H, 7.2, 7.9 
Hz 

116.6 d 2.96, 2.47, 1.54, 
1.26 

25.6*, 17.6 

C-3’ - 138.0 s   
C-4’ 1.54 s, 3 H 25.6 q 4.90 138.0, 116.6, 83.3, 17.6 
C-5’ 1.26 s, 3 H 17.6 q  138.0, 116.6, 83.3, 25.6* 
C-1’’ 2.93 dd, 1 H, 7.2, 15.5 Hz 

2.26 dd, 1 H, 7.9, 15.5 Hz 
37.3 4.80, 2.26 

4.80, 2.93 
196.7, 141.5, 115.5, 83.9 
141.5, 115.5, 83.9 

C-2’’ 4.80 dd br, 1 H, 7.2, 7.9 
Hz 

115.5 d 2.93, 2.26, 1.26 39.7, 37.3, 16.0 

C-3’’ - 141.5 s   
C-4’’ 1.88 m, 2 H 39.7 t 1.95 141.5, 123.8, 115.5, 26.3*, 

16.0 
C-5’’ 1.95 m, 2 H 26.3 t 5.00, 1.88 141.5, 131.8, 123.8, 39.7 
C-6’’ 5.00 dd br, 1 H, 6.8, 7.9 

Hz 
123.8 d 1.95, 1.68, 1.57 26.3 / 25.7*, 17.6 

C-7’’ - 131.8 s   
C-8’’ 1.68 s, 3 H 25.7 q 5.00 131.8, 123.8, 17.6 
C-9’’ 1.57 s, 3 H 17.6 q 5.00, 1.68 131.8, 123.8, 25.7* 
C-10’’ 1.26 s, 3H 16.0 q  141.5, 115.5, 39.7 

 

Abb. 58: Struktur von Naphthomevalin. 

 

In keinem weiteren Extrakt von Stämmen dieser Untergruppe konnten chlorierte 

Verbindungen identifiziert werden. Die Sequenzierung und der anschließende Daten-

bankvergleich des Gens stromaufwärts einiger Halogenasen dieser Untergruppe 

zeigte eine Homologie zur Thioesterase-Domäne aus dem Erythromycin-Bio-

synthesegencluster. Erythromycin wird von einer PKS I synthetisiert und zählt zu den 

Makrolid-Antibiotika.  Hybridisierungen mit PKS I-Sonden und ein PCR-Screening mit 

für PKS I-spezifischen Primern auf Cosmiden von Stämmen dieser Untergruppe, 

deuteten zusätzlich darauf hin, dass keine Korrelation zwischen dem in Stamm 

CB2365 identifizierten Biosynthegencluster und Naphthomevalin besteht. Dieses 

Cluster kodiert wahrscheinlich eine PKS des Typs I, genauso wie die anderen 

Cluster dieser Untergruppe (Abb. 59). In dem Stamm CB2365 muss deshalb noch 

eine weitere Halogenase vorhanden sein, die an der Biosynthese von Naphtho-

mevalin beteiligt ist. 
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Abb. 59: Ausschnitt aus dem in Abb. 57 dargestellten vollständigen phylogenetischen Stammbaum 
neuer und publizierter Halogenasen. Die Halogenasen enthaltenden Cosmide bzw. Cluster der grau 
markierten Untergruppe wurden auf das Vorhandensein PKS I-spezifischer Gene mittels PCR, 
Hybridisierungen und Sequenzierung zur Halogenase benachbarter Gene hin untersucht. In dem 
Biosynthesegencluster des Naphthomevalinproduzenten (rosa) sowie in 5 weiteren identifizierten 
Clustern (hellblau) konnten PKS I-spezifische Gene identifiziert werden. 
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3.4 Derivatisierung von Naturstoffen 

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden etabliert, um bereits bekannte 

Naturstoffe als Leitstrukturen zu nutzen und zu derivatisieren. Grundlage stellten 

hierbei die neu identifizierten Halogenasen und die dadurch entdeckten 

Biosynthesegencluster da. 

Zielmoleküle waren Lysolipin I bzw. CBS40 als Vertreter der Xanthone sowie 

Balhimycin (GPA Typ I) und A47934 (GPA Typ III). Zum einen sollte die für solche 

Zwecke bisher noch nicht verwendete Methode der Transposon-Mutagenese 

angewendet werden und zum anderen klassische Methoden wie die kombinatorische 

Biosynthese und Veränderungen von Fermentationsbedingungen. 

 

3.4.1 Lysolipin-Derivate 

Lysolipin I ist aufgrund seiner starken Aktivität gegen Gram-positive Bakterien eine 

für die pharmazeutische Industrie interessante Substanz. Nachteile dieser Ver-

bindung sind stark toxische Eigenschaften sowie die schlechte Löslichkeit in Wasser 

(0,762 µg/ml, 0,8% NaCl, pH 7,2). Deshalb ist es von großem Interesse, durch die 

Generierung verschiedener Lysolipin-Derivate, diese schlechten Eigenschaften zu 

minimieren. Ausgangsverbindung für die Herstellung verschiedener Derivate war 

nicht nur Lysolipin I, sondern auch das durch das Screening identifizierte Lysolipin-

Derivat CBS40. 

 

3.4.1.1 Naturstoffderivatisierung mittels Transposon-Mutagenese 
Die Firma Epicentre vertreibt ein Kit, der eigentlich als Alternative für die schnellere 

Sequenzierung von größeren DNA-Fragmenten verwendet wird. Das Kit basiert auf 

einem Tn5-Transposase-System, und die Selektion erfolgt mithilfe einer Kanamycin-

resistenz. 

Die unspezifische Integration des Transposons in ein beliebiges DNA-Fragment 

sollte für diese Arbeit genutzt werden, um willkürlich Gene eines Biosynthesegen-

clusters zu inaktivieren und auf diese Weise eine große Vielzahl nicht vorhersagbarer 

Derivate einer Verbindung zu generieren. Als Target-DNA wurden Cosmide, die das 

Lysolipin- und CBS40-Biosynthesegencluster tragen, eingesetzt, in die das Trans-

poson unspezifisch integrierte. Auf die Ergebnisse bezüglich des Lysolipin-Clusters 

wird in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen. 



ERGEBNISSE 92

CBS40

Trans-3

Trans-6

Trans-13

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Time0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

2.56
2011.65

200

0.53
20 2

2.20
214

4.73
252

4.55
256

4.35
2343.21

234

5.03
239 5.68

234

5.51
234

6.41
236

9.21
247

1.66
200

0.53
20 3

2.58
20 0

2.20
215

4.43
234

4.25
2833.46

281
4.01
235

5.68
234

5.51
235

6.41
237

9.21
246

1.66
200

0.53
20 4

2.21
215

4.19
2412.58

20 0

3.43
237

4.74
241

5.44
243

5.68
236 6.41

236

4.85
252

2.68
2011.66

200
0.53
20 5 2.26

22 3
4.31
242

CBS40

Trans-3

Trans-6

Trans-13

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Time0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

2.56
2011.65

200

0.53
20 2

2.20
214

4.73
252

4.55
256

4.35
2343.21

234

5.03
239 5.68

234

5.51
234

6.41
236

9.21
247

1.66
200

0.53
20 3

2.58
20 0

2.20
215

4.43
234

4.25
2833.46

281
4.01
235

5.68
234

5.51
235

6.41
237

9.21
246

1.66
200

0.53
20 4

2.21
215 2412.58

20 0

3.43
237

4.74
241

5.44
243

5.68
236 6.41

236

4.85
252

2.68
2011.66

200
0.53
20 5 2.26

22 3
4.31
242

Im Fall von CBS40 konnten 18 Transposon tragende E. coli-Klone identifiziert 

werden. Von diesen 18 Cosmiden konnten 16 mittels Konjugation nach S. albus 

transferiert werden. Die Ethylacetat-Extrakte dieser Transkonjuganten wurden auf 

zusätzliche UV-Peaks im Vergleich zu S. albus + Cosmid2544-3B10 (CBS40-Produzent) 

analysiert. Drei der Transkonjuganten zeigten UV-Peaks, die nicht in dem CBS40 

produzierenden Transkonjuganten detektierbar waren (Abb. 60). Die Transposon 

tragenden Cosmide, die neue Verbindungen produzieren, wurden ansequenziert, um 

den Integrationsort und die damit verbundene Geninaktivierung zu untersuchen (Tab. 

24). Eine dieser Verbindungen (CBS52) konnte aus der Transkonjugante „Trans-3“ 

isoliert und die Struktur bestimmt werden (Abb. 61). 

Die Aufreinigung erfolgte analog zu CBS40 und wurde von der Abteilung „Lead 

Characterization & Production“ der Combinature Biopharm AG durchgeführt. Die 

NMR-Daten sind in Tab. 25 aufgeführt. 

 

Abb. 60: HPLC-MS-Analyse der drei Transkonjuganten Trans-3, Trans-6 und Trans-13. Als Kontrolle 
wurde der Ethylacetat-Extrakt von S. albus + Cosmid2544-3B10 (CBS40-Produzent) verwendet. Neue 
UV-Peaks sind blau markiert. 
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Tab. 24: Sequenzvergleich der inaktivierten Gene (CBS40-Cluster) mit der von Prof. Wohlleben zur 
Verfügung gestellten Sequenz des Lysolipin-Biosynthesegenclusters sowie die Massen der von den 
entsprechenden Transkonjuganten produzierten Verbindungen. Die dazugehörigen Massenspektren 
sind nicht dargestellt. Die UV-Peaks sind in Abb. 65 blau markiert. 

Cosmid-Nr. Gen (inaktiviert) Homologie 
(Lysolipin-Cluster) 

Verbindung [m/z]; 
Chlorierung [ja / nein] 

Trans-3 Monooxygenase 78% (llpOVlll) m/z = 518; nein (CBS52) 

Trans-6 Monooxygenase 76% (llpOI) m/z1 = 492; nein, m/z2 = 476; nein, 

m/z3 = 476; nein 

Trans-13 Glykosyltransferase 66% (llpG) 521; ja 

 

Auch diese Sequenzierungen des CBS40-Clusters ergeben einen analogen Aufbau 

im Vergleich zu dem Lysolipin-Cluster (s. Abb. 53). Bei „Trans-3“ und „Trans-6“ 

integrierte das Transposon jeweils in eine Monooxygenase und bei „Trans-13“ in eine 

Glykosyltransferase. 

Allerdings besteht kein offensichtlicher Zusammenhang zwischen inaktiviertem Gen 

und produzierten Verbindungen bzw. den detektierten Massendifferenzen. 

 

Tab. 25: NMR-Daten von CBS52 (Trans-3). 1H-NMR (600 MHz, d6-Aceton), 13C-NMR (150.9 MHz, d6-
Aceton) 

Position δ 1H (ppm) δ13C 
(ppm) 

δ13C (ppm)  
in CD2Cl2 

COSY HMBC 

C-1 7.36 d 125.6 d 125.3 7.80 117.9, 119.4, 163.5 
C-2 7.80 dd 137.3 d 136.7 7.36, 7.84 133.9, 163.5 
C-3 7.84 d 119.4 d 119.2 7.80 117.9, 125.6, 189.2 
C-4  133.9 s 133.4   
C-5  117.9 s 117.4   
C-6  163.5 s 163.1   

6-OH 13.05 s    117.9, 125.6, 163.5 
C-7  188.6 s 188.2   
C-8  114.1 s 113.6*   
C-9  115.2 s 115.0   
C-10  189.2 s 188.7   
C-11  158.8 s 158.3   

11-OH 14.11 s    115.2, 130.9, 158.8 
C-12  130.9 s 130.2   
C-13  143.8 s 140.1*   
C-14  153.4 s 152.0   

14-OCH3 3.92 s 61.8 q 62.0  153.4 
C-15 

 
2.54 m 
3.54 m 32.9 t 32.6 3.54 

2.54 
130.9, 143.8, 153.4 
68.8, 143.8, 153.4 

C-16 4.69 m 68.8 d 68.9 2.54, 3.54, 5.10  
16-OH 5.10 d   4.69  
C-17  n.o 142.5*   
C-18  n.o. 117.4 od 123.1   
C-19  160.2 s 159.7   

19-OH 12.02 s    107.9, 117.1, 160.2 
C-20  107.9 s 107.8   
C-21  141.3 140.5*   
C-22 7.22 s 114.6 d 113.7*  39.3, 68.8, 107.9, 117.1 
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C-23 
 

3.32 m 
3.49 m 39.3 t 39.5  107.9, 114.6, 141.3 

106.7, 141.3 
C-24  106.7 s 106.2   

24- CH3 1.74 22.9 q 23.1  39.3, 106.7, 141.3, 170.3 
24-OCH3 3.41 50.6 q 51.1  106.7 

C-26  170.2 s 169.6   
 

Abb. 61: Struktur von CBS52 im Vergleich zu CBS40. 

 

Das Ziel war, durch die Transposon-Mutagenese neue CBS40-Derivate mit 

verbesserten Eigenschaften zu erhalten. Deshalb wurde CBS52 hinsichtlich seiner 

antibiotischen Wirkung gegen B. subtilis getestet. Diese von CBS40 vorhandene 

Aktivität ging allerdings verloren, was nicht eindeutig einem Strukturteil zuzuordnen 

war, da die Substanz etliche Veränderungen gegenüber CBS40 aufweist. 

 

3.4.1.2 Naturstoffderivatisierung (Fermentationsbedingungen) 
Um den Einfluss der Chlorierung auf die biologische Aktivität zu untersuchen, sollte 

bei der Substanz CBS40 das Chloratom gegen ein Bromatom ersetzt werden. 

Deshalb wurde, wie auch schon für Balhimycin beschrieben (BISTER et al., 2003), im 

Medium für die Fermentation Natriumchlorid durch Natriumbromid ausgetauscht. Es 

wurde aber nicht wie erwartet Brom-CBS40, sondern Dechlor-CBS40 produziert 

(Abb. 62). Aus einer 5-Liter Fermentation konnte 1 mg Reinsubstanz isoliert werden. 

In Tab. 26 sind die MIC-Werte im Vergleich zu CBS40 dargestellt. Die chlorierte 

Verbindung (CBS40) ist deutlich stärker antibiotisch wirksam als die nicht chlorierte 

Substanz Dechlor-CBS40. 
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Abb. 62: HPLC-MS-Analyse von S. albus + Cosmid2544-3B10 (CBS40-Produzent) in einem NaBr-
haltigen Medium. Es wird eine nicht chlorierte Verbindung der Masse m/z = 515 (positiver Modus) 
produziert (Dechlor-CBS40). Die Massendifferenz von m/z = 34  entspricht einem Chloratom (+ 1H) im 
Vergleich zu CBS40 (blauer UV-Peak, m/z = 549). 

 

Tab. 26: MIC-Werte für Dechlor-CBS40 im Vergleich zu CBS40. Es ist ein Aktivitätsverlust aufgrund 
der fehlenden Chlorierung zu beobachten. Die Aktivität gegen ein Gram-negatives Bakterium ist 
vollständig verloren gegangen. 

Organismus MIC (Dechlor-CBS40) MIC (CBS40) 

Enterococcus faecalis VRE ATCC51575 30 ng/ml 10 ng/ml 

Staphylococcus aureus ATCC33592 3 ng/ml 0,3 ng/ml 

Staphylococcus epidermidis ATCC12228 3 ng/ml 0,3 ng/ml 

Streptococcus pneumoniae EM & AM 30 ng/ml 10 ng/ml 

E. coli ATCC10536 > 100 µg/ml 3 µg/ml 

 

3.4.2 Naturstoffderivatisierung mittels kombinatorischer Biosynthese 

Die durch das PCR-basierte Screening identifizierten Halogenasen mit hoher 

Homologie zu Halogenasen aus publizierten GPA-Clustern wurden genutzt, um das 

Chlorierungsmuster der beiden GPA Balhimycin (GPA Typ I) und A47934 (GPA Typ 

III) zu verändern. Im Fall von Balhimycin stand eine Mutante (PH4) zur Verfügung, 

bei der die in dem Cluster vorhandene Halogenase deletiert war. In diese  Dechlor-

Balhimycin produzierende Mutante (PUK et al., 2002) sollten sowohl neue als auch 

publizierte Halogenasen chromosomal integriert werden. Dieselben Halogenasen 

sollten in das Chromosom des Stammes S. toyocaensis (A47934-Produzent) 

integriert werden. 
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3.4.2.1 Derivatisierung von Balhimycin 
Balhimycin ist ein zweifach chloriertes GPA. Um Balhimycin-Derivate mit einem 

anderen Chlorierungsmuster zu generieren, wurden 6 neue Halogenasen sowie die 

Halogenasen aus dem Avoparcin-, A47934-, und Aridicin-Cluster in die Dechlor-

Balhimycin produzierende PH4-Mutante transferiert. Von den insgesamt 11 

hergestellten Transformanten produzierten 8 chlorierte Substanzen (Balhimycin oder 

Balhimycin-Derivate). In Abb. 63 ist der phylogenetische Stammbaum der GPA-

Halogenasen im Zusammenhang mit dem Potential zur Modifikation des Dechlor-

Balhimycin dargestellt. 

 

Abb. 63: A) Phylogenetischer Stammbaum der GPA-Halogenasen. B) Die Balhimycin-Halogenase 
(PUK et al., 2002) sowie 7 weitere publizierte und neu identifizierte Halogenasen konnten die deletierte 
Balhimycin-Halogenase ersetzen. In den Extrakten der Transformanten konnten mittels HPLC-MS 
chlorierte Balhimycin-Metabolite detektiert werden. 

 

Um zu untersuchen an welchen Positionen die Chlorierungen erfolgten, hätten die 

Metabolite für eine NMR-Analyse isoliert werden müssen. Aufgrund der relativ 

geringen Substanzmengen (< 5% im Vergleich zu Dechlor-Balhimycin) war dies im 

Rahmen dieser Arbeit nicht mehr möglich. 

Sieben der acht Transformanten produzierten zweifach chlorierte Verbindungen. Die 

Massen und Retentionszeiten dieser Metabolite stimmten mit den Daten von 

Balhimycin überein. Die Transformante mit der Halogenase aus dem Aridicin-Cluster 

produzierte eine dreifach chlorierte Substanz. Ein dreifach chloriertes Balhimycin-

Derivat ist bisher nicht bekannt gewesen. Bei dieser Verbindung handelt es sich 
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aufgrund der Masse wahrscheinlich um ein dreifach chloriertes Zwischenprodukt der 

Balhimycin-Biosynthese (Dissertation: Daniel Bischoff), da die Masse kleiner ist als 

dreifach chloriertes Balhimycin (Abb. 64). In Abb. 65 sind die Positionen der 

Chloratome bei den Substanzen markiert, deren Halogenase aus dem jeweiligen 

Biosynthesegencluster verwendet wurde, um Balhimycin zu derivatisieren. 

 

Abb. 64: HPLC-MS-Analyse des Extraktes der Transformanten mit der Halogenase aus dem Aridicin-
Cluster. Bei der zweifach chlorierten Verbindung der Masse 1302 (positiver Modus) handelt es sich 
um ein Zwischenprodukt der Balhimycin-Biosynthese (Dissertation: Daniel Bischoff). Die grün 
markierten Reste unterscheiden sich von Balhimycin. Die Masse 1336 entspricht dem dreifach 
chlorierten Derivat. Die auf der Struktur von Aridicin basierende postulierte Position der dritten 
Chlorierung ist blau markiert. 
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Abb. 65: Struktur von Dechlor-Balhimycin. Die bei Balhimycin chlorierten Positionen sind blau 
markiert (AS 2: Chlor-β-Hydroxytyrosin, AS 6: Chlor-β-Hydroxytyrosin). Die Positionen der 
Chlorierungen bei den anderen GPA sind rot markiert. Avoparcin: AS 3 (Chlor-Hydroxyphenylglycin), 
AS 6: (Chlor-β-Hydroxytyrosin; A47934: AS 2 (Chlor-Tyrosin), AS 5 (Chlor-Hydroxyphenylglycin), AS 6 
(Chlor-Hydroxytyrosin); Aridicin: AS 2 (Chlor-β-Hydroxytyrosin), AS 3 (Chlor-Dihydroxyphenylglycin), 
AS 6 (Dichlor-β-Hydroxytyrosin); Complestatin: AS 1 (p-Hydroxy-3,5-dichlorbenzoylformiat), AS 3 (p-
Hydroxy-3,5-dichlorphenylglycin), AS 5 (p-Hydroxy-3,5-dichlorphenylglycin). Die PH4-Mutante (PUK et 
al., 2002) wurde nicht mit der Halogenase aus dem Complestatin-Cluster transformiert, da der Stamm 
nicht zur Verfügung stand. Drei Halogenasen aus Clustern mit identischer genetischer Organisation 
stromaufwärts und stromabwärts der Halogenase wurden stattdessen für die kombinatorische 
Biosynthese genutzt. 

 

3.4.2.2 Derivatisierung von A47934 
A47934 ist ein GPA (Typ III) und wird von Streptomyces toyocaensis NRRL 15009 

produziert (BOECK & MERTZ, 1986). Die Verbindung ist nicht glykosyliert, besitzt eine 

für GPA ungewöhnliche Sulfongruppe und ist dreifach chloriert. Bei der 

Sequenzierung des Biosynthesegenclusters wurden zwei Gene (staI und staK) mit 

Homologie zu Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen identifiziert (POOTOOLAL et al., 2002). 

Bisher ist nicht bekannt, welche der beiden Halogenasen die jeweilige Chlorierung an 

den drei Aminosäureresten katalysiert. 
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Da von S. toyocaensis keine Mutante existiert, die Dechlor-A47934 produziert, wurde 

der Wildtyp für die kombinatorische Biosynthese genutzt. Es konnten sechs 

potentielle GPA-Halogenasen sowie GPA-Halogenasen aus dem Avoparcin- und 

Aridicin-Cluster nach S. toyocaensis transferiert werden. Die Halogenase aus dem 

Aridicin-Cluster katalysierte eine vierte Chlorierung. Die Position kann nur aufgrund 

der Struktur von Aridicin (Abb. 65) vermutet werden (Abb. 66). Im Extrakt des 

Wildtyps konnte sowohl die sulfonylierte Verbindung (A47934) als auch die 

Verbindung ohne Sulfongruppe nachgewiesen werden. Die Transformante mit der 

Aridicin-Halogenase produzierte entsprechend beide vierfach chlorierte Derivate. Die 

Halogenase aus dem Stamm CB2192 produzierte ebenfalls eine vierfach chlorierte 

Verbindung. In den Extrakten der anderen Transformanten konnten nur dreifach 

chlorierte Verbindungen nachgewiesen werden. Eine Übersicht dieser Ergebnisse ist 

in Abb. 67 dargestellt. 

 

Abb. 66: HPLC-MS-Analyse (positiver Modus) der Transformante (A47934) mit der Halogenase aus 
dem Aridicin-Cluster. Es konnten sowohl die dreifach chlorierten Verbindungen mit und ohne 
Sulfongruppe als auch die vierfach chlorierten A47934-Derivate mit und ohne Sulfongruppe detektiert 
werden. Die postulierte Position des vierten Chloratoms ist blau markiert. 
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Abb. 67: A) Phylogenetischer Stammbaum der GPA-Halogenasen. B) Die Halogenase aus dem 
Aridicin-Cluster sowie die Halogenase aus dem Stamm CB2192 fügten eine vierte Chlorierung an das 
A47934-Rückgrat an. 
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4 DISKUSSION 

Heutzutage ist der Bedarf an neuen Antiinfektiva größer als jemals zuvor, da 

Infektionskrankheiten weltweit die zweithäufigste Todesursache darstellen (FAUCI, 

2001). Dies wird durch die Tatsachen unterstrichen, dass ca. 60% der vornehmlich in 

Krankenhäusern auftretenden Staphylococcus aureus Stämme bereits gegen das 

halbsynthetische Penicillin-Derivat Methicillin resistent sind (BREITHAUPT, 1999) und 

dass die ersten gegen das Notfallantibiotikum Vancomycin resistenten Erreger 

beobachtet wurden (COATES, 2002). 

Obwohl fast 80% der zwischen 1981-2002 neu entdeckten antibakteriell wirkenden 

Substanzen Naturstoffe sind oder auf ihnen basieren (NEWMAN et al., 2003), nutzt die 

pharmazeutische Industrie trotz alledem wieder vermehrt synthetische Substanzen. 

Dies hat mehrere Ursachen. Zum einen werden immer wieder dieselben Substanzen 

beim Durchmustern von Naturstoffbibliotheken entdeckt und zum anderen ist es 

aufgrund der Komplexität von Naturstoffen meist schwierig, diese mittels 

medizinischer Chemie zur anschließenden Leitstrukturoptimierung zu derivatisieren. 

Weitere Gründe sind die hohen Produktionskosten von Naturstoffprodukten wegen 

der geringen Ausbeuten und der daraus resultierenden komplexen Aufarbeitung 

(KHOSLA, 2000). 

Diese Arbeit sollte dazu beitragen, die negativen Aspekte der Naturstoffe zu 

reduzieren. Mithilfe eines genetischen Screenings wurde das vorhandene bio-

synthetische Potential einer Actinomyceten-Stammsammlung zur Produktion von 

halogenierten Naturstoffen bzw. Halogenasen untersucht, da insbesondere Actino-

myceten eine riesige Quelle an neuen Naturstoffen und Enzymen darstellen. Die 

Genomsequenzierungen von S. coelicolor (BENTLEY et al., 2002) und S. avermitilis 

(IKEDA et al., 2003 und OMURA et al., 2001) belegten dies eindrucksvoll. In S. 

coelicolor konnten 23 und in S. avermitilis 30 Biosynthesegencluster identifiziert 

werden, obwohl bis dahin durch klassische Aufreinigung erst einige wenige von 

diesen Stämmen produzierte Sekundärmetabolite bekannt waren. 

 

In dieser Arbeit wurde die Tatsache genutzt, dass Verbindungen mit ähnlichen 

Strukturelementen durch Biosynthesewege produziert werden, an denen hoch 

homologe Enzyme beteiligt sind. Die Idee, Gene als Marker zu nutzen, um das 

biosynthetische Potential von Wildtypstämmen vorherzusagen, ist nicht neu. Bisher 
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wurden allerdings ausschließlich Gene verwendet, die Enzyme kodieren, die an der 

Biosynthese des Rückgrates verschiedener Naturstoffe beteiligt sind. Solche Enzyme 

sind hoch spezifisch und dadurch immer nur auf eine Substanzklasse beschränkt. 

Nichtsdestotrotz konnten ZAZOPOULOS et al., 2003 und LIU et al., 2003 für die 

Substanzklasse der Enediyne, unter Verwendung von für deren Biosynthese 

spezifischen Markergenen, erfolgreich ihre Produktion vorhersagen. METSÄ-KETELÄ 

et al., 2002 und METSÄ-KETELÄ et al., 2004 untersuchten mittels phylogenetischer 

Analysen der Ketosynthasegene verschiedener Cluster in Actinomyceten das 

biosynthetische Potential zur Produktion von aromatischen Polyketiden. PKS I- und 

NRPS- (nicht-ribosomale Peptidsynthetase) Cluster wurden in Actinomyceten von 

AYUSO-SACIDO & GENNILOUD, 2005 untersucht. Metagenom-Bibliotheken wurden auf 

das Vorhandensein von PKS I-Clustern von COURTOIS et al., 2003 (Ketosynthasen) 

und PIEL et al., 2004 (Ketosynthasen und Acyltransferasen) überprüft. ANDERSON et 

al., 2002 durchmusterten genomische DNA von Actinomyceten mit für 

Aminoglycosid-Phosphotransferasen spezifischen Primern. Dieses Enzym ist an 

einem Resistenzmechanismus von Aminoglycosid-Produzenten beteiligt und kann 

deshalb indirekt genutzt werden, um diese zu identifizieren. 

Halogenasen dagegen zählen zu den „Tailoring“-Enzymen, die das Grundgerüst 

einer Verbindung modifizieren. Deshalb können unter Verwendung von „Tailoring“-

Enzymen, bzw. der sie kodierenden Gene, unterschiedlichste Substanzklassen 

adressiert werden. Bei der Combinature Biopharm AG wurden bisher die einzigen 

Arbeiten durchgeführt, bei denen „Tailoring“-Enzyme zur Vorhersage von 

Substanzklassen verwendet wurden, auch hier aber nur anhand eines Beispiels, den 

Indolocarbazolen, unter Verwendung von Methyltransferasegenen als Marker 

(PELZER et al., 2005a und PELZER et al., 2005b). 

 

In der vorliegenden Arbeit konnten zum ersten Mal unter Verwendung von nur einem 

genetischen Marker (Halogenasegene) erfolgreich mehrere von Actinomyceten 

produzierte Strukturklassen vorhergesagt werden. Zum einen für die Klasse der GPA 

vom Typ I (MM 47767) und zum anderen für die Xanthone (Lysolipin bzw. CBS40). 

Weitere potentiell produzierte Substanzklassen sind GPA vom Typ V, Lipoglyko-

depsipeptide, Enediyne, Ansamycine, Aminocoumarine und Makrolide. 

Mit nur einem einzigen Primerpaar wurden ca. 550 verschiedene Actinomyceten auf 

das Vorhandensein von Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen durchmustert. Die hohe Treffer-

quote (20%) übersteigt bei weitem die Frequenz, mit der halogenierte Naturstoffe aus 
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dieser Spezies bis jetzt isoliert wurden. Fast zu jeder bisher publizierten Halogenase 

wurden neue homologe Enzyme gefunden. Zusätzlich konnten über 40 Halogenasen 

identifiziert werden, die sich nicht in den unterschiedlichen Untergruppen einordnen. 

Diese Enzyme könnten entweder an der Biosynthese von bekannten Verbindungen 

beteiligt sein, deren Biosynthesegencluster bisher aber noch nicht identifiziert 

wurden, oder sie sind an der Biosynthese von bisher unbekannten Sekundär-

metaboliten beteiligt. 

Diese 550 unterschiedlichen Stämme nur chemisch zu charakterisieren, wäre um ein 

Vielfaches aufwendiger gewesen, da alleine eine HPLC-MS-Analyse für eine 

Verbindungsklassenzuordnung nicht ausreichen würde. Es müssten viel mehr 

Substanzen isoliert und deren Struktur aufgeklärt werden, was sehr zeitintensiv wäre. 

Durch die genetische Charakterisierung erhält man auch sofort Zugang zu den 

Biosynthesegenclustern, um diese entweder für die Herstellung von Derivaten eines 

Sekundärmetaboliten zu manipulieren, oder die dadurch zur Verfügung stehenden 

Gene bzw. Enzyme für die kombinatorische Biosynthese oder biokatalytische 

Anwendungen zu nutzen. Alle drei Methoden wurden ebenfalls erfolgreich im 

Rahmen dieser Arbeit angewendet. Das CBS40-Biosynthesegencluster wurde 

genutzt, um die Substanz CBS40 mittels Transposon-Mutagenese zu verändern. Die 

neu entdeckten Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen wurden genutzt, um zwei unterschied-

liche Leitstrukturen mittels kombinatorischer Biosynthese zu derivatisieren 

(Balhimycin und A47934). Die zur Verfügung stehende Stammsammlung wurde auch 

genutzt, um sie nach zwei weiteren Enzymklassen zu durchmustern (Perhydrolasen 

und Tryptophan-/Indol-Halogenasen). Diese wurden anschließend erfolgreich zur 

Naturstoffderivatisierung mittels Biokatalyse eingesetzt. 

 

4.1 Halogenasen für biokatalytische Anwendungen 

4.1.1 Perhydrolasen 

Sowohl Haloperoxidasen als auch Perhydrolasen katalysieren unspezifische 

Halogenierungen organischer Verbindungen. Diese Eigenschaft machte man sich bis 

jetzt zu nutze, um unter Verwendung von Monochlordimedon als Substrat (HAGER et 

al., 1966) nach diesen Enzymklassen aktivitätsbasiert zu suchen. Die natürliche 

Funktion dieser Enzyme ist weiterhin unbekannt. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde erfolgreich ein PCR-basiertes Screening für 

Perhydrolasen durchgeführt. In 4 von 250 verschiedenen Actinomyceten konnten 

neue Perhydrolasen identifiziert werden. Anschließend wurden 3 Perhydrolasen 

untersucht, ob sie das Substrat Phenolrot zu Bromphenolblau umsetzen. Zwei der 3 

Enzyme zeigten eine Aktivität. Eines der 3 Enzyme war inaktiv. Grund hierfür könnte 

die nicht vorhandene katalytische Triade, bestehend aus einem Serin, Aspartat und 

Histidin (HECHT et al., 1994), sein. Bei der inaktiven Perhydrolase ist das Serin durch 

ein Cystein ausgetauscht. 

Am Beispiel einer neuen Perhydrolase (Nr. 52) wurde ihre Substratflexibilität unter 

Verwendung verschiedener käuflich erhältlicher Antibiotika als Substrate (Abb. 68) 

untersucht (nicht in den Ergebnissen dargestellt). 

 

Abb. 68: Strukturen von verschiedenen Antibiotika, die als Substrate für Perhydrolasen und Phenyl-
/Pyrrol-Halogenasen untersucht wurden. 

 

Die Analyse dieser Enzymtests erfolgte mittels HPLC-MS. Keines der Substrate 

wurde chloriert. Unter Verwendung von Natriumbromid waren eine Einfach-

bromierung bei Trimethoprim und eine Dreifachbromierung bei Sulfadimethoxin zu 

detektieren. Bei der Negativkontrolle (kein Enzym) konnte ebenfalls eine Umsetzung 

beider Verbindungen beobachtet werden, allerdings in geringeren Mengen. Die 

Reaktion läuft bei diesen beiden Verbindungen also nicht nur enzymkatalysiert, 

sondern auch chemisch unter Verwendung von Wasserstoffperoxid ab, wie es schon 

für Phenolrot beobachtet wurde (3.1.2). An welchen Positionen die Bromierung 

erfolgte, müsste mittels NMR untersucht werden. 
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Der Grund, warum diese Perhydrolase (Nr. 52) nur Bromid und nicht Chlorid als 

Halogenid akzeptiert, ist nicht klar. Allerdings haben schon HAGER el al., 1966 für die 

Chlorperoxidase aus Caldariomyces fumago eine um den Faktor 3 höhere Aktivität 

von Bromid gegenüber Chlorid beschrieben. Eine mögliche Erklärung wären 

sterische Gründe, da der Atomradius von Brom 114,5 pm und der von Chlor nur 99,4 

pm beträgt. (Iod: 133,3 pm und Fluor: 70,9 pm). 

MALNAR & SIH, 2000 nutzten die oben beschriebene Chlorperoxidase zur 

Derivatisierung von Didechloraglucovancomycin und Vancomycin. Zusätzlich zu den 

zwei in Vancomycin vorhandenen Chlorierungen an Aminosäure (AS) 2 und AS 6 

wurde AS 7 (Dihydroxyphenylglycin) zweifach chloriert (Abb. 69). Didechloragluco-

vancomycin allerdings auch nur an AS 7. Die bei dieser Verbindung fehlenden 

Chloratome (AS 2 und AS 6) wurden nicht angefügt. Das so generierte vierfach 

chlorierte Vancomycin-Derivat zeigte jedoch keine Aktivitätssteigerung gegenüber 

Vancomycin. 

 

Abb. 69: Struktur des durch eine Chlorperoxidase katalysierten Vancomycin-Derivates (MALNAR & SIH, 
2000). An AS 7 sind zwei zusätzliche Chloratome vorhanden (rote Markierungen). 

 

Ein Nachteil der H2O2-abhängigen Perhydrolasen und Haloperoxidasen für die 

Biokatalyse ist ihre fehlende Substrat- und Stereospezifität bzw. Regioselektivität 

aufgrund des Reaktionsmechanismus’. Die eigentliche Halogenierung wird nicht von 

dem Enzym, sondern von freiem HOCl katalysiert. 
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4.1.2 Tryptophan-/Indol-Halogenasen 

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Perhydrolasen bzw. Haloperoxidasen, 

sind die Tryptophan-/Indol-Halogenasen substratspezifisch und regioselektiv. Die 

bisher bekannten Halogenasen dieser Klasse stammen aus Biosynthesegenclustern, 

die Verbindungen produzieren, bei deren Vorstufe es sich um ein an der Position 5, 6 

oder 7 chloriertes Tryptophan-/Indol-Derivat handelt. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erfolgreich ein PCR-basiertes Screening für 

Tryptophan-/Indol-Halogenasen durchgeführt. In 18 von 250 Actinomyceten konnten 

neue Tryptophan-/Indol-Halogenasen identifiziert werden. Anschließend wurden 8 

dieser 18 Halogenasen untersucht, ob sie L-Tryptophan zu Cl-Tryptophan umsetzen. 

Sechs der 8 Enzyme zeigten eine Aktivität. Zwei setzten kein Tryptophan um, obwohl 

die bisher für die Reaktion postulierten essentiellen AS-Reste (VAN PÉE & 

UNVERSUCHT, 2003) vorhanden sind. 

Eine Möglichkeit hierfür könnten falsch postulierte Startcodons der beiden 

Halogenasegene sein, da nur auf Basis seltener Codons, Blast-Analyse (Basic Local 

Alignment Search Tool) und möglicher ribosomaler Bindestellen das Startcodon 

gewählt wurde. Bei einer der beiden nicht aktiven Halogenasen konnte im Bereich 

des gewählten Startcodons nicht die für die ribosomale Bindestelle (RBS) in 

Streptomyceten typische konservierte Sequenz 5’---GGAGG---ATG/GTG/TTG---3’ 

identifiziert werden. Hier wurde mittels Primerdesign eine synthetische RBS 

eingefügt. Diese beiden Halogenasen wurden in Abb. 70 mit den Nrn. 908 und 1641 

bezeichnet. Die phylogenetische Analyse zeigte keine Auffälligkeiten, da die beiden 

Halogenasen keine separate Untergruppe innerhalb des Stammbaums bilden, was 

also Tryptophan als natürliches Substrat nicht ausschließt. 

 

Mittels phylogenetischer Stammbaumanalyse (Abb. 70) wurde versucht, eine 

Korrelation zwischen Aminosäuresequenzen der aktiven Halogenasen und ihrer 

vermuteten Regioselektivität herzustellen. Diese war aufgrund der Sequenz-

homologien von weniger als 70% zu publizierten Halogenasen allerdings nicht 

eindeutig. Insbesondere die Halogenase Nr. 2686 ist entweder für die Position 5 oder 

6 spezifisch (s. Abb. 37) und ordnet sich in der Untergruppe der Halogenase aus 

dem Rebeccamycin-Biosynthesegencluster (Position 7) ein. Durch diese Methode 

werden allerdings nur die kompletten Sequenzen betrachtet, nicht aber vielleicht nur 

einzelne für die Selektivität entscheidende Aminosäurereste im aktiven Zentrum. 
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Bisher liegen nur Kristallstrukturdaten von einer 7-Cl-Tryptophan-Halogenase als 

Kofaktor/Substrat-Komplex vor, die erste Hinweise auf die für die Regioselektivität 

essentiellen Aminosäuren lieferten (DONG et al., 2004). Das aktive Zentrum dieser 

Halogenase ist in Abb. 71 gezeigt, welche der Posterpräsentation von FLECKS et al., 

2005 entnommen wurde. Die Aminosäure E346 ist hier derartig positioniert, dass die 

Chlorierung von Tryptophan ausschließlich an Position 7 erfolgen kann. Sowohl alle 

8 neu identifizierten und getesteten Tryptophan-Halogenasen, als auch die beiden 

bekannten 5/6-Cl-Tryptophan-Halogenasen, enthalten die in Abb. 71 im aktiven 

Zentrum markierten essentiellen AS. Mithilfe von simulierten Strukturmodellen der 

neu identifizierten Halogenasen könnten Thesen über deren Regioselektivität 

aufgestellt werden, solange keine weiteren Strukturdaten von bekanten 5/6-Cl-

Tryptophan-Halogenasen verfügbar sind. 

Eine endgültige Aussage über die Regioselektivität der neu identifizierten 

Halogenasen würde jedoch nur die Bestimmung der Position der durch sie 

katalysierten Chlorierung am Tryptophan mittels NMR-Analyse zulassen. 

 

Abb. 70: Phylogenetische Analyse der Tryptophan-/Indol-Halogenasen. Die Halogenasen, die L-
Tryptophan nicht umsetzen, sind rot markiert. Gelb markierte Halogenasen chlorieren Tryptophan an 
Position 7. Für die grau markierten Halogenasen war keine eindeutige Zuordnung möglich. 
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Abb. 71: Aktives Zentrum einer 7-Cl-Tryptophan-Halogenase mit Tryptophan und FAD als Komplex 
(Posterpräsentation FLECKS et al., 2005). 

 

Durch die Zugabe einer unspezifischen NAD(P)H-Flavin-Oxidoreduktase (Fre) aus E. 

coli (SPYROU et al., 1991) zu dem Reaktionsansatz konnte der Umsatz der aktiven 

Halogenasen gesteigert werden. Um die Substratflexibilität der neuen Halogenasen 

weiter zu untersuchen, könnten in Anlehnung an die Arbeit von HÖLZER et al., 2001 

verschiedene Tryptophan- und Indol-Derivate als unnatürliche Substrate getestet 

werden. Die dabei untersuchte Halogenase aus einem Pyrrolnitrin-Produzenten 

(Position 7) chlorierte verschiedene Tryptophan- und Indol-Derivate. Es wurde 

allerdings nur Tryptophan regioselektiv an Position 7 des Indolrings chloriert. Sowohl 

Tryptophan- als auch Indol-Derivate wurden zusätzlich an anderen Positionen 

chloriert. In Abb. 72 sind ein paar Beispiele entstandener Produkte abgebildet. Indol-

Derivate, bei denen entweder nur eine Carboxylgruppe in der Seitenkette vorhanden 

war (z.B. Indol-3-essigsäure) oder die an der Position 3 substituiert waren (z.B. Indol-

3-carboxaldehyd), wurden nicht chloriert. 

 

Abb. 72: Strukturen der durch eine prnA-Halogenase entstandenen chlorierten Produkte (HÖLZER et 
al., 2001). 
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Die Substratflexibilität der 5-Cl-Tryptophanhalogenase aus dem Pyrroindomycin-

Biosynthesegencluster wurde bisher nicht untersucht. Es konnte aber gezeigt 

werden, dass die gereinigte Halogenase in vitro Tryptophan regioselektiv chloriert 

und bromiert (ZEHNER et al., 2005). Die 6-Cl-Tryptophanhalogenase aus dem 

Thienodolin-Biosynthesegencluster wurde ebenfalls noch nicht genauer untersucht. 

Beide Halogenasen wurden allerdings für die kombinatorische Biosynthese zur 

Generierung von Rebeccamycin-Derivaten mit Halogenierungen an neuen 

Positionen (5 und 6) genutzt (SÁNCHEZ et al., 2005). 

Des Weiteren konnte nur noch für die Tryptophan-/Indol-Halogenase aus dem 

Rebeccamycin-Biosynthesegencluster eine In-vitro-Aktivität nachgewiesen werden. 

Diese war ebenfalls regioselektiv und halogenierte (Chlor und Brom) Tryptophan 

ausschließlich an Position 7 (YEH et al., 2005). 

 

4.1.3 Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen 

Ebenso wie die Tryptophan-/Indol-Halogenasen sind die Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen 

substratspezifisch und regioselektiv. Allerdings ist im Gegensatz zu den Tryptophan-

/Indol-Halogenasen nicht bekannt, zu welchem Zeitpunkt der Biosynthese die 

Halogenierung erfolgt. Ihre natürlichen Substrate sind deshalb unbekannt, was einen 

Einsatz für biokatalytische Anwendungen erschwert. Eine Ausnahme stellt eine 

Halogenase aus dem Pentachloropseudilin-Produzenten dar. Zwei synthetische 

Substrate mit Ähnlichkeit zu Pentachloropseudilin (Abb. 73) wurden unter 

Verwendung dieser Halogenase chloriert (WYNANDS & VAN PÉE, 2004). 

 

Abb. 73: Strukturen von Pentachloropseudilin und zwei synthetischen Substraten, die durch die 
Halogenase halB chloriert werden. Die Position der Chlorierung wurde noch nicht bestimmt. 
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Eine Ausnahme bezüglich der Position der Chlorierung liegt bei Chloramphenicol vor, 

da hier die Chlorierung an einem aliphatischen Rest ist (Abb. 74). Die AS-Sequenz 

dieser Halogenase zeigte bei der Einordnung in den phylogenetischen Stammbaum 

trotzdem keine Auffälligkeiten. Versuche, die nicht chlorierte Vorstufe von Chlor-

amphenicol zu identifizieren, scheiterten (PIRAEE et al., 2004, GROSS et al., 2002 und 

HE et al., 2001). 

 

Abb. 74: Struktur von Chloramphenicol. 

 

Für die Biosynthese von Pyoluteorin (Abb. 15) wurde ebenfalls ein möglicher 

Biosyntheseweg und damit die natürlichen Substrate für die drei in diesem Cluster 

vorhandenen Halogenasen (pltA, pltM und pltD) postuliert (NOWAK-THOMPSON et al., 

1999). PltD verfügt allerdings weder über die eigentlich notwendige Kofaktor-

Bindestelle noch über die zwei konservierten Tryptophanreste. Auch für die anderen 

beiden Halogenasen konnten die hypothetischen Substrate noch nicht bestätigt 

werden. 

Untersuchungen zur Biosynthese von 7-Chlortetracyclin lassen 4-Ketoanhydro-

tetracyclin als natürliches Substrat der Halogenase aus dem Cluster vermuten (KLING 

et al., 2005 und VAN PÉE, 1996). Dies wurde ebenfalls noch nicht bestätigt. 

 

Für die Klasse der Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen konnte bisher nur ein natürliches 

Substrat identifiziert werden. Dabei handelt es sich um Monodechloraminopyrrolnitrin 

(Pyrrolnitrin-Biosynthese: Abb. 13). Trotzdem wurde in dieser Arbeit versucht, 

dieselben Substrate (Abb. 68), die auch schon mit den Perhydrolasen getestet 

wurden, mit einer Reihe von neuen Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen umzusetzen (nicht in 

den Ergebnissen dargestellt). Die getesteten Halogenasen wiesen eine hohe AS-

Sequenzdiversität auf, und die ausgewählten Substrate verfügten alle über einen als 

essentiell für eine Umsetzung postulierten Aromaten. Trotzdem wurde keines der 

Substrate halogeniert. Es wurde sowohl Natriumchlorid als auch Natriumbromid 

getestet. 
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Die eigentlich zur Untersuchung des Einflusses einer Chlorierung auf die biologische 

Aktivität isolierte Verbindung Dechlor-CBS40 wurde ebenfalls versucht, mit der 

Halogenase aus dem CBS40-Cluster umzusetzen. Es konnte keine Chlorierung von 

Dechlor-CBS40 detektiert werden. Allerdings deuteten die schon vorhandenen 

Informationen darauf hin, dass Dechlor-CBS40 (m/z = 515) nicht das natürliche 

Substrat dieser Halogenase war, da mittels Transposon-Mutagenese eine chlorierte 

Verbindung der Masse m/z = 521 generiert werden konnte. Deshalb muss es eine 

Verbindung der Masse m/z = 487 (∆m/z = 34) oder kleiner geben, die das Substrat 

dieser Halogenase darstellt. Dass die Halogenierung dennoch einer der letzten 

Biosyntheseschritte sein muss, zeigten die recht großen, mittels HPLC-MS 

identifizierten, nicht chlorierten Verbindungen (Tab. 24). Rückschlüsse auf den 

Halogenierungszeitpunkt anderer Verbindungen, insbesondere Verbindungen ande-

rer Substanzklassen, kann man dennoch nicht ziehen. Um also Halogenasen dieser 

Klasse als Biokatalysatoren zu nutzen, muss erst einmal der Halogenierungs-

zeitpunkt verschiedener Biosynthesen aufgeklärt werden. Mithilfe dieses Wissens 

könnten dann gezielter Substanzen ausgesucht werden, die von den entspre-

chenden Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen als Substrat erkannt werden. 

 

4.2 Phenyl-/Pyrrol-Halogenasen als genetische Marker 

Durch die Identifizierung von neuen Phenyl-/Pyrrol-Halogenasegenen und deren 

Verwendung als genetische Marker konnten für acht verschiedene Substanzklassen 

potentielle Produzenten dieser Verbindungen identifiziert werden. Für zwei dieser 

Klassen konnte die Hypothese der Sequenz-/Metabolit-Korrelation bewiesen werden 

(GPA Typ I und Xanthone). Die Diversität der potentiell durch das Screening 

adressierbaren Sekundärmetaboliten spiegelt sich in der Diversität der identifizierten 

Halogenasen mit einer Sequenzidentität untereinander von 5-100% wieder. 

Es konnten allerdings nicht in allen der mittels HPLC-MS untersuchten Stämme 

halogenierte Substanzen detektiert werden. Insbesondere bei den Untergruppen der 

Xanthone und Makrolide konnte jeweils nur in dem Extrakt eines Stammes eine 

halogenierte Verbindung identifiziert werden. Es wurden zwar verschiedene Medien 

für die Fermentation verwendet und die Probennahme erfolgte zu 3 verschiedenen 

Zeiten, trotzdem könnte bei den Fermentationsbedingungen noch viel variiert 

werden. Wenn eine halogenierte Substanz detektiert werden konnte, wurde sie in 

allen verwendeten Medien produziert. Unterschiede waren nur in den produzierten 
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Mengen zu beobachten. Ebenso müssten andere Lösungsmittel für die Extraktion 

getestet werden, da möglicherweise andere Verbindungen der untersuchten 

Substanzklassen in dem hier als Extraktionsmittel verwendeten Ethylacetat nicht 

lösbar sind. Aufgrund der oben aufgeführten Gründe ist die relativ geringe Hitrate bei 

dem chemischen Screening dieser beiden Untergruppen (Xanthone und Makrolide) 

zu erklären. 

Die Arbeit von BODE et al., 2002 verdeutlicht den Einfluss der Fermentations-

parameter bei der Fermentation eindrucksvoll. Aus nur einem Stamm konnten durch 

deren Veränderung 20 verschiedene Substanzen isoliert werden, die fast sämtliche 

bekannte Hauptstrukturklassen abdecken. Auch die Produktionsmengen waren mit 

bis zu 2,6 g/l sehr groß. Mit einem mathematischen Modell haben WATVE et al., 2001 

das biosynthetische Potential von Streptomyceten zur Produktion von Naturstoffen 

beschrieben. Bisher ist erst ein Bruchteil dessen entdeckt, was diese Mikroorga-

nismen in der Lage sind zu produzieren. 

 

4.2.1 Die Substanzklasse der Glykopeptid-Antibiotika 

Heute sind Vancomycin und Teicoplanin Notfallantibiotika und damit unentbehrlich 

für durch resistente Bakterienstämme infizierte Patienten. So wurden zusätzlich zu 

diesen Hunderte von verwandten Naturstoffen identifiziert und Tausende von 

semisynthetischen Analoga synthetisiert. Diese bilden zusammen die große Klasse 

der Verbindungen, die als Glykopeptid-Antibiotika (GPA) bezeichnet werden. 

Vancomycin wurde bei Eli Lilly 1956 entdeckt und nach der FDA-Zulassung im Jahre 

1958 für die klinische Nutzung als Anti-Staphylokokken-Wirkstoff zugänglich gemacht 

(NICOLAOU et al., 1999). 

Glykopeptid-Antibiotika sind nur gegen Gram-positive Bakterien wirksam, da sie die 

äußere Zellmembran Gram-negativer Bakterien nicht durchdringen können. 

Angriffsort der GPA ist die Zellwandbiosynthese. Gram-positive Bakterien besitzen 

eine nicht durch eine äußere Zellmembran geschützte Peptidoglycanschicht, die 

durch eine Quervernetzung von kovalenten Peptidbrücken stabilisiert wird. GPA 

komplexieren über Wasserstoffbrückenbindungen das Substrat der Transpeptidasen, 

die diese Quervernetzung einführen, wodurch es zur Schädigung der Zellwand 

kommt. Der Selbstschutz von GPA-Produzenten kann zum einen durch Trans-

membranproteine erfolgen, die die Antibiotika aus der Zelle pumpen oder zum 

anderen durch eine Umprogrammierung der Peptidoglycansynthese. Die Trans-
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peptidasen erkennen ein anderes Substrat, zu dem die GPA eine wesentlich 

geringere Affinität besitzen (HUBBARD & WALSH, 2003). Da es immer mehr resistente 

Stämme gegen diese Notfallantibiotika gibt, ist es unabdingbar, neue Derivate dieser 

Verbindungen herzustellen. 

 

Die höchste Trefferquote wurde bei dem PCR-basierten Screening für die Klasse der 

Glykopeptide mit fast 2% erzielt (9 von 550). Durch Sequenzierung der zu den 

Halogenasegenen benachbarten Gene war eine Unterscheidung aufgrund der 

Clusterorganisation zwischen den GPA vom Typ I und Typ V eindeutig möglich. 

Zusätzlich wurde bei einem Stamm eine neue Cluster-Organisation entdeckt. Durch 

das chemische Screening konnten von den 9 Stämmen 6 als potentielle GPA-

Produzenten identifiziert werden. Diese im Vergleich zu den anderen Substanz-

klassen sehr hohe Trefferquote liegt vermutlich an den gut untersuchten Produktions-

bedingungen und Aufarbeitungsmethoden für GPA. 

Nicht immer müssen nur Produzenten von bisher unbekannten Substanzen gefunden 

werden. Die Identifizierung eines alternativen GPA-Produzenten wie im Fall von MM 

47761 kann ebenfalls von großer Bedeutung sein. Zwei Stämme konnten identifiziert 

werden, die diese Verbindung produzieren (CB2364 und CB2429). Der Stamm 

CB2429 produziert etwa die fünffache Menge dieser Verbindung im Vergleich zu 

dem Stamm CB2364, ist dafür aber genetisch nicht handhabbar (nicht in den 

Ergebnissen dargestellt). Dagegen ist der Stamm CB2364 ab einer Antibiotika-

konzentration von 50 µg/ml im Agar apramycinsensitiv und kann deshalb als Wirt für 

die kombinatorische Biosynthese zur Derivatisierung von MM 47761 eingesetzt 

werden, da er sich mittels Protoplastentransformation manipulieren lässt (persönliche 

Mitteilung von Agnieszka Dziarnowski). 

 

4.2.1.1 Derivatisierung von Balhimycin und A47934 
Bisher wurden nur in einer Arbeit Phenyl-/Pyrrol-Halogenasegene für die 

kombinatorische Biosynthese eingesetzt. EUSTÁQUIO et al., 2004 konnten ein 

chloriertes Novobiocin-Derivat unter Verwendung des Halogenasegens aus dem 

Chlorobiocin-Cluster erzeugen. Die Halogenase aus dem Balhimycin-Produzenten 

chlorierte Novobiocin dagegen nicht. 

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl publizierte als auch durch das PCR-

Screening neu identifizierte GPA-Halogenasegene erfolgreich zur Derivatisierung 

von Balhimycin und A47934 eingesetzt (s. Punkt 3.4.2). Dechlor-Balhimycin konnte 
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durch Halogenasen aus GPA-Clustern aller fünf Typen chloriert werden. In einem 

Stamm (CB2664) konnte ein Biosynthesegencluster identifiziert werden, das eine 

neuartige genetische Organisation aufwies, weshalb keine Einteilung in eine GPA-

Klasse möglich war. Auch diese Halogenase chlorierte Dechlor-Balhimycin. 

Bei beiden Halogenierungen an Balhimycin (Aminosäure 2 und 6) handelt es sich um 

eine Chlorierung an β-Hydroxytyrosin. Aridicin verfügt ebenfalls über diese beiden 

Chlorierungen. Dahingegen ist Avoparcin nur an einem der beiden β-Hydroxytyrosine 

(AS 6) chloriert, und bei A47934 handelt es sich um ein chloriertes Tyrosin an AS 2. 

Trotzdem wurden zweifach chlorierte Verbindungen von der jeweiligen Trans-

formante produziert. Da das natürliche Substrat der Balhimycin-Halogenase und der 

damit verbundene Halogenierungszeitpunkt bisher nicht bekannt sind, lässt sich 

aufgrund dieser Daten weiterhin keine Aussage treffen inwieweit die GPA-

Halogenasen substratspezifisch (Art der Aminosäure) bzw. regioselektiv (Position der 

Aminosäure) sind. Dafür müssten zunächst auch erst die Positionen der 

Chlorierungen der von den Transformanten produzierten Verbindungen bestimmt 

werden. 

Die zusätzliche vierte Chlorierung (AS 6) an A47934 durch die Aridicin-Halogenase 

wurde bereits unter Punkt 3.4.2.2 diskutiert. Die Position der Chlorierung wurde im 

Zusammenhang mit den Ergebnissen der PH4-Mutante (Dechlor-Balhimycin-

Produzent) postuliert. Allerdings wäre auch eine Chlorierung an AS 3 denkbar, da es 

sich bei dieser AS sowohl bei Aridicin als auch bei A47934 um 3,5-Dihydroxy-

phenylglycin handelt. Die A47934-Transformante (Aridicin-Halogenase) produzierte 

jedoch keine fünffach chlorierte Verbindung (AS 3 und AS 6). Da das Aridicin-Cluster 

noch nicht vollständig sequenziert wurde, könnte auch noch eine weitere Halogenase 

vorhanden sein, die die Chlorierung an AS 3 katalysiert. 

Die Verwendung der CB2192-Halogenase führte ebenfalls zu einer weiteren 

Chlorierung an A47934. Hierbei handelt es sich um eine Halogenase, die hohe 

Homologie zu der Halogenase aus dem Complestatin-Produzenten aufweist. 

Vergleicht man die Positionen der Chlorierung von Complestatin und A47934 findet 

man eigentlich keine weitere freie Stelle für eine zusätzliche Chlorierung an A47934. 

Allerdings kennt man auch nicht die Struktur der von dem Wildtypstamm CB2192 

produzierten chlorierten Verbindung. Eine denkbare Möglichkeit wäre die Chlorierung 

an AS 1 (Hydroxyphenylglycin), da Complestatin ebenfalls über Hydroxyphenylglycin 

verfügt (AS 3 und AS 5: p-Hydroxy-3,5-dichlorphenylglycin). Da nur das nicht 

sulfonylierte und vierfach chlorierte A47934-Derivat nachgewiesen werden konnte, 
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könnte durch die Chlorierung an dieser Aminosäure die Funktion der Sulfotrans-

ferase gestört sein. 

Für eine zusätzliche Chlorierung an A47934 würde sich die Halogenase aus dem 

A40926-Biosynthesegencluster eignen (SOSIO et al., 2003). Bei A40926 handelt es 

sich um eine zweifach chlorierte Verbindung (AS 3: Chlor-Dihydroxyphenylglycin und 

AS 6: Chlor-β-Hydroxytyrosin). Da A47934 ebenfalls an AS 3 über ein Dihydroxy-

phenylglycin verfügt, das nicht chloriert ist, wäre dort eine freie Stelle (Abb. 75). 

 

Abb. 75: Struktur  von A47934 und A40926. A47934 ist nicht wie A40926 an AS 3 chloriert (blaue 
Markierung). 

 

4.2.2 Die Substanzklasse der Xanthone 

Lysolipin gehört zu den stickstoffhaltigen polyzyklischen Xanthonen. Einige weitere 

chlorierte Verbindungen dieser Klasse sind in Abb. 76 dargestellt. Bisher wurden 

noch keine Cluster publiziert, die an der Biosynthese dieser Verbindungen beteiligt 

sind. Patricio Lopez stellte freundlicherweise die Sequenz des Lysolipin-Clusters zur 

Verfügung. Durch das Screening nach Phenyl-Pyrrol-Halogenasegenen konnten in 5 

Stämmen Halogenasen mit einer Identität von 61-82% zu der aus dem Lysolipin-

Cluster stammenden Halogenase identifiziert werden. Einer dieser Stämme 

(CB2544) produzierte Lysolipin. Die möglichen Gründe warum keine chlorierten 

Verbindungen in den anderen 4 Stämmen detektiert werden konnten wurden bereits 

unter Punkt 4.2 diskutiert. 
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Abb. 76: Strukturen dreier chlorierter polyzyklischer Xanthone: Actinoplanon A (KOBAYASHI et al., 
1988), Sch54445 (CHU et al., 1997) und Chloralbofungin (GUREVICH et al., 1972). 

 

Um zum einen eine Korrelation zwischen dem identifizierten Biosynthesegencluster 

und dem von dem Stamm CB2544 produzierten Lysolipin herzustellen und zum 

anderen weitere Sekundärmetabolite zu finden, wurden beide Cluster heterolog 

exprimiert. Auch für den ursprünglichen Lysolipin-Produzenten CB28 lag bis zu 

diesem Zeitpunkt noch kein Beweis für die Korrelation zwischen Substanz und 

Cluster vor. Die elegante Alternative der heterologen Expression von ganzen 

Clustern, statt „Null-Mutanten“ zu generieren, haben LI & PIEL, 2002 und XU et al., 

2005 bei Arbeiten an anderen PKS II-Clustern auch schon angewandt. Eine 

Cluster/Metabolit-Korrelation konnte sowohl für CB28 als auch CB2544 hergestellt 

werden. Alle anderen heterolog exprimierten putativen PKS II-Cluster führten zu 

keinen neuen Verbindungen. Hier könnte eine Sequenzierung der Randbereiche, die 

von dem Cluster kloniert wurden, darüber Aufschluss geben, ob für die Biosynthese 

essentiell notwendige Gene nicht auf diesen Cosmiden liegen. 

 

4.2.2.1 Biosynthese, Wirkmechanismus und Derivatisierung von Lysolipin und 
CBS40 

Die Biosynthese von Lysolipin wurde mit Hilfe von Einbaustudien radioaktiv 

markierter Vorstufen untersucht (BOCKHOLT et al., 1994). Dabei wurde festgestellt, 

dass die Synthese von Lysolipin aus 12 Malonyl-CoA-Einheiten nach einem 

typischen Polyketidsyntheseschema des Typs II erfolgt. Ungewöhnlich ist die 

Verwendung von Malonyl-CoA als Starter-Einheit ohne vorherige Decarboxylierung. 

Der stickstoffhaltige Heterozyklus des Lysolipins wird vermutlich über die Zwischen-

stufe eines Malonamid-Intermediats ausgebildet (MOORE & HERTWECK, 2002), das 

durch eine Asparagin-Synthetase synthetisiert wird. Nach der Biosynthese des 

Grundgerüstes müssen etliche Modifikationen stattfinden, um das Endprodukt 

Lysolipin X bzw. I zu erzeugen (Einführung von Sauerstoffatomen, Methylierungen, 
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Chlorierung und Zyklisierung). In Abb. 77 ist der postulierte Biosyntheseweg von 

Lysolipin dargestellt. 

 

Abb. 77: Postulierter Biosyntheseweg von Lysolipin (BOCKHOLT et al., 1994). 

 

Der Stamm CB2544 produziert wahrscheinlich ebenfalls Lysolipin. Diese Aussage 

basiert aber nur auf HPLC-MS Daten (Masse, UV-Spektrum und Retentionszeit). Zur 

Verifizierung müsste die Substanz aus dem Wildstamm isoliert und ihre Struktur 

mittels NMR aufgeklärt werden. 

Allerdings wurde durch die heterologe Expression des Clusters aus dem alternativen 

Lysolipin-Produzenten CB2544 von S. albus nicht Lysolipin, sondern CBS40 

produziert. Die Substanz CBS40 wird nur aufgrund des nicht vollständig klonierten 

Clusters und einer dadurch inaktiven Oxidoreduktase produziert. Aufgrund der hohen 

Sequenzhomologie zwischen dem CBS40-Cluster und dem Lysolipin-Cluster verläuft 

die Biosynthese wahrscheinlich ähnlich. Die Unterschiede in der Struktur dieser 

beiden Substanzen (Abb. 78) lassen sich mit den Daten, die über die Biosynthese 

von Lysolipin zur Verfügung stehen, nur vermuten. Durch die Inaktivierung der 

Oxidoreduktase kann an dem stickstoffhaltigen Heterozyklus keine Oxigenierung 

erfolgen, wodurch möglicherweise die N-Methyltransferase ihr Substrat nicht mehr 

erkennt. Dafür erfolgt ebenfalls an diesem Heterozyklus anstelle einer O-

Methylierung eine C-Methylierung was eine große Substratflexibilität der entsprech-

enden O-Methyltransferase voraussetzen würde. 
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Noch schwieriger sind die Strukturunterschiede der durch die Transposon-

Mutagenese generierten Verbindung CBS52 zu erklären, da diese nicht über den 

stickstoffhaltigen Heterozyklus verfügt (Abb. 78). Bei dieser Mutante wurde eine 

Monooxygenase inaktiviert. Ebenso konnten neue Verbindungen in einer Mutante 

detektiert werden, bei der eine Glykosyltransferase inaktiviert wurde, deren Funktion 

aufgrund einer nicht vorhandenen Glykosylierung unbekannt ist. Eine Erklärung 

dieser Phänomene könnten polare Effekte durch die Integration des Transposons in 

das CBS40-Cluster sein. 

Die durch die Transposon-Mutagenese erhaltenen Erkenntnisse über den Zeitpunkt 

der Chlorierung wurden bereits unter Punkt 4.1.3 diskutiert. 

 

Abb. 78: Vergleich der Strukturen von CBS40, CBS52 und Lysolipin I. 

 

Über den Wirkmechanismus von Lysolipin gibt es ebenfalls wenige Daten. DRAUTZ et 

al., 1975 haben eine Hemmung der Zellwandbiosynthese postuliert. Inzwischen wird 

allerdings ein mit der Zellmembran interagierender Wirkmechanismus diskutiert 

(persönliche Mitteilung von Dr. Stefan Pelzer). 

Obwohl die MIC-Werte von Lysolipin sehr gering sind, diese Substanz aber auch 

über stark toxische Eigenschaften verfügt (akute Toxizität: 1 mg/kg Maus intravenös 

ist letal), wurden Lysolipin-Derivate mittels verschiedener Methoden hergestellt 

(CBS40, CBS52 und Dechlor-CBS40). Insbesondere wurde der Einfluss der 

Halogenierung auf die biologische Aktivität untersucht. Die Abteilung „Lead 

Characterization & Production“ der Combinature Biopharm AG konnte weitere 

Verbindungen für Aktivitätstests isolieren, Dechlor-Lysolipin und Brom-Lysolipin. In 

Tab. 27 sind alle bisher bestimmten MIC-Werte zusammengefasst. 
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Tab. 27: Einfluss der Halogenierung auf die MIC-Werte verschiedener Lysolipin-Derivate.  

Organismus Lysolipin Br-Lysolipin ∆Cl-Lysolipin CBS40 ∆Cl-CBS40 

Enterococcus faecalis 

VRE ATCC51575 

30 ng/ml 30 ng/ml 30 ng/ml 10 ng/ml 30 ng/ml 

Staphylococcus aureus 

ATCC33592 

1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 0,3 ng/ml 3 ng/ml 

Staphylococcus 

epidermidis ATCC12228 

1 ng/ml 1 ng/ml 3 ng/ml 0,3 ng/ml 3 ng/ml 

Streptococcus 

pneumoniae EM & AM 

10 ng/ml 3 ng/ml 10 ng/ml 10 ng/ml 30 ng/ml 

E. coli ATCC10536 100 µg/ml 30 µg/ml > 100 µg/ml 3 µg/ml > 100 µg/ml 

 

Sowohl bei Lysolipin als auch bei CBS40 hat die Chlorierung einen Einfluss auf die 

MIC-Werte. In Abhängigkeit der getesteten Mikroorganismen verschlechterten sich 

die Werte um den Faktor 3-10 unter Verwendung der jeweiligen ∆Cl-Derivate. Die 

Aktivität gegen Gram-negative Bakterien ging bei ∆Cl-Lysolipin und bei ∆Cl-CBS40 

vollständig verloren. Dagegen hat der Austausch von Chlor gegen Brom einen 

positiven Einfluss auf die antibiotischen Eigenschaften von Lysolipin. Teilweise 

konnten die MIC-Werte um den Faktor 3 verbessert werden. Da Br-CBS40 bisher 

nicht isoliert werden konnte, liegen für diese Verbindung noch keine Daten vor, 

genauso wie die Daten zur akuten Toxizität der Lysolipin-Derivate. 

Der Einfluss einer Halogenierung auf die biologische Aktivität einer Substanz wurde 

auch schon in anderen Arbeiten gezeigt. Beispiele für eine Aktivitätssteigerung durch 

eine Chlorierung sind Rebeccamycin (SANCELME et al., 1994), Griseofulvin (CROSSE 

et al., 1964) und Vancomycin (HARRIS, 1985 und LI-SUN et al., 2004). Es gibt 

allerdings auch Gegenbeispiele, die in einer Zusammenfassung des Einflusses von 

Halogenierungen auf die biologische Aktivität von Verbindungen in der Arbeit von 

NAUMANN, 2000 beschrieben sind. 
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4.2.3 Die Substanzklasse der Naphthoquinone 

Wie schon unter Punkt 3.3.5 beschrieben besteht wahrscheinlich kein Zusammen-

hang zwischen dem in CB2365 identifizierten Biosynthesegencluster und der aus 

diesem Stamm isolierten Verbindung (Naphthomevalin). Da Naphthomevalin zu den 

Naphthoquinonen zählt, wurde die Cosmid-Genbank dieses Stammes mit zwei für 

diese Substanzklasse spezifischen Sonden hybridisiert (nicht in den Ergebnissen 

dargestellt), um das Naphthomevalin-Cluster zu identifizieren. Zum einen wurde als 

homologe Sonde das 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktasegen (hmg-CoA-

Reduktase) verwendet. Die HMG-CoA-Reduktase ist an der Isoprenoid-Biosynthese 

durch den Mevalonatweg beteiligt (HAMANO et al., 2001 und MAHMUD et al., 2005). 

Zum anderen wurde für die Herstellung einer heterologen Sonde aus S. lividans ein 

Chalconsynthase-ähnliches Gen (rppA) amplifiziert. Bei dem entsprechenden Enzym 

handelt es sich um eine bakterielle PKS des Typs III, die die Synthese von 

aromatischen Polyketiden katalysiert (MOORE & HOPKE, 2001 und FUNA et al., 1999). 

 

Naphthomevalin besteht aus einem aromatischen Strukturteil, der von einer PKS III 

synthetisiert werden könnte sowie aus mehreren Terpeneinheiten, die entsprechend 

über den Mevalonatweg gebildet werden könnten. In Abb. 79 sind die 

Biosynthesewege beider Strukturteile dargestellt. 

 

Abb. 79: Biosynthese von Dimethylallyl-PP (Mevalonatweg) und Flaviolin (PKS III). Der jeweilige 
Strukturteil von Naphthomevalin ist blau (Flaviolin) bzw. rot (Terpen) gezeichnet. 
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Unter Verwendung dieser beiden Sonden (hmg-CoA und rppA) konnten mittels 

Hybridisierung der Cosmid-Genbank des Stammes CB2365 14 co-hybridisierende 

Cosmide identifiziert werden. Auf keinem dieser Cosmide ließ sich unter Verwendung 

der Primer Halo-B4-FW/Halo-B7-RV ein Halogenasegenfragment amplifizieren. Da 

bei Naphthomevalin die Chlorierung an einer ungewöhnlichen Position vorliegt (an 

keinem Aromaten), könnte es sich hierbei um eine Halogenase handeln, die sich in 

ihrer AS-Sequenz von den anderen bekannten Halogenasen unterscheidet und mit  

diesem Primerpaar nicht detektierbar ist. Ob das Naphthomevalin-Biosynthese-

gencluster auf einem dieser Cosmide lokalisiert ist, könnte mittels heterologer 

Expression in S. albus überprüft werden. 

 

4.3 Ausblick 

Das Ziel dieser Arbeit war, Möglichkeiten zu finden, das Potential an Enzymen und 

Sekundärmetaboliten einer Stammsammlung zu erkennen und für die Entwicklung 

neuer Antibiotika zu nutzen. Durch die Verwendung von Halogenasegenen als 

Marker konnten beim Durchmustern einer Stammsammlung sowohl neue 

Biosynthesegencluster als auch neue Substanzen detektiert werden. Zur weiteren 

Charakterisierung dieser Stammsammlung könnten zusätzliche Markergene 

eingesetzt werden. 

 

Die durch das PCR-basierte Screening identifizierten Stämme in Untergruppen des 

phylogenetischen Phenyl-/Pyrrol-Halogenase-Stammbaumes können bezüglich der 

Produktion von putativen Leitsubstanzen weiter untersucht werden. Beispiele hierfür 

sind insbesondere die Lipoglykodepsipeptide, Enediyne und Aminocoumarine. 

 

Alle durch kombinatorische Biosynthese und Transposon-Mutagense generierten 

Substanzen könnten isoliert und in anschließenden Untersuchungen sowohl ihre 

biologische Aktivität als auch Toxizität bestimmt werden. 

 

Die entdeckten Enzyme können für Biokatalyse-Anwendungen genutzt werden und 

stellen eine Ausgangsbasis für deren weitere Optimierungen mit Methoden wie z.B. 

„directed evolution“ dar. 
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