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Zusammenfassung

Herstellung einer Biosynthesemutante von Amycolatopsis balhimycina durch
Modulinsertion in die nicht-ribosomale Peptidsynthetase BpsB mittels eines
kombinatorisch-biosynthetischen Ansatzes und deren massenspektro-
metrische Charakterisierung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der kombinatorischen Biosynthese bei
nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), die aufgrund der Komplexitat der
Strukturen von nicht-ribosomal synthetisierten Peptiden eine ernstzunehmende
Alternative zur chemischen Synthese darstellt, um Strukturderivate zu erzeugen. Ziel
dieser Arbeit war die Komplettierung der bisher bei NRPS literaturbekannten Modul-
manipulationen ,Modulaustausch® und ,Moduldeletion” durch das noch ausstehende
Experiment der ,Modulinsertion®. Als Modellverbindung diente das von A.
balhimycina synthetisierte Vancomycin-Typ Glykopeptidantibiotikum Balhimycin,
welches durch sein stark modifiziertes Peptidgrundgerust (Chlorierung, oxidative
Seitenkettenzyklisierung, N-Methylierung und Glykosylierung) ein sehr komplexes
Beispiel einer nicht-ribosomalen Peptidsynthese darstellt. In der vorliegenden Arbeit
ist es gelungen, ein zusatzliches Modul in die NRPS BpsB von A. balhimycina tber
eine double crossover-Strategie einzufuhren, was sowohl auf genetischer Ebene
mittels PCR und Southern Blot-Hybridisierung als auch auf Proteinebene mittels
Disk-SDS-PAGE und anschlielende massenspektrometrische Identifizierung der
Gelbande nachgewiesen werden konnte. Daran schloss sich eine eingehende
Charakterisierung des Produktionsprofils dieser kombinatorischen Biosynthese-
Mutante mittels HPLC-ESI-MS und -MS/MS an. Diese Analyse erbrachte den
Beweis, dass das eingefiihrte Modul auch enzymatische Aktivitat besitzt und somit
das Peptidrickgrat des Balhimycins um eine Aminosaure erweitert. Neben dem
Beweis der Machbarkeit einer Modulinsertion bei NRPS gewahrte dieses
kombinatorische Biosynthese-Experiment auch Einblicke in die Flexibilitat des
gesamten Biosyntheseapparates. Beispielsweise war die Chlorierung der Produkte
durch die Halogenase BhaA nicht beeintrachtigt, wahrend N-Methylierung und
Glykosylierung in allen 17 nachgewiesenen Biosyntheseprodukten fehlten. Bezuglich
der oxidativen Seitenkettenzyklisierungen brachte die erste P450-abhangige
Monooxygenase OxyB noch eine gewisse Toleranz flr das neue Substrat bzw. die
veranderte NRPS auf, wahrend OxyA und OxyC keine nachweisbare Aktivitat mehr

zeigten.






Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden veroffentlicht:

Butz, D., Schmiederer, T., Hadatsch, B., Wohlleben, W., Weber, T., Sissmuth,
R.D. (2008). Module extension of a non-ribosomal peptide synthetase of the
glycopeptide antibiotic balhimycin produced by Amycolatopsis balhimycina.
ChemBioChem, im Druck.






Fur Timo, Christel, Wolfgang und Jasmin



Danksagung:

Herrn Prof. Dr. Roderich D. SuAmuth danke ich ganz herzlich fir die hervorragenden
Arbeitsbedingungen und seine Unterstutzung in jeglicher Hinsicht. Besonders
danken méchte ich ihm fiir die Uberlassung meines interessanten Promotionsthemas

und die Mdglichkeit, an dem EU-Projekt ,,Combig-Top* teilnehmen zu darfen.

Vielen Dank an Herrn PD Dr. Joachim Vater und Herrn Prof. Dr. Reinhard
Schomécker fiir die Ubernahme der zweiten Berichterstattung bzw. des

Prifungsvorsitzes.

GroRen Dank schulde ich Herrn Prof. Dr. Wolfgang Wohlleben und seiner
Arbeitsgruppe fur die fruchtbare Kooperation und die Moglichkeit, in seinen
Laborraumen arbeiten zu durfen. Besonders danken mochte ich hierbei Dr. Tilmann
Weber fur die exzellente Zusammenarbeit bei der Ausarbeitung der Klonierstrategie
und Dr. Bianka Hadatsch, die beste Kooperationspartnerin, die ich je hatte. Weiterhin
bedanken mochte ich mich bei Dr. Evi Stegmann und Sigrid Stockert fur die

Unterstutzung v.a. bei der Fermentation.

Herzlichen Dank an Dipl.-Ing. Graeme Nicholson fir die Durchfihrung der

Aminosaurenanalytik und der FT-ICR-MS-Messungen.

Bei Herrn PD Dr. Ullrich Keller mochte ich mich fiir fir sein Interesse und viele

fruchtbare Diskussionen Uber unterschiedlichste Themen bedanken.

Danke an Herrn PD Dr. Rainer Zocher fiir die Uberlassung der Enniatinsynthetase
als GroRenmarker bei der Disk-SDS-PAGE.

Herzlichen Dank an den gesamten Arbeitskreis SuRBmuth fur die tolle
Arbeitsatmosphare: Louise Aigrain, Dr. Christian Appelt, Mahsuni Atli, Frank Dettner,
Dr. Sven Feifel, Elvira Gottardi, Anne Hanchen, Soliman Helali, Maik Henkel, Dr.
Simone Keller, Joanna Krawczyk, Wolfgang Muller, Jonny Nachtigall, Stefan Pohle,

Marta Ramirez Hernandez, Dr. Andreas Reicke, Pierre Loic Saaidi, Georg Sambeth,



Heiko Schadt, Caroline Schlosser, Timo Schmiederer, Dr. Kathrin Schneider, Hanna
von Suchodoletz, Dr. Suada Turkanovi¢ und Falko Wolter.

Vielen Dank an das Oetkerbau-Umzugsteam Simone, Kathrin und Timo fur
unvergessliche Erlebnisse. Vielen Dank an Dr. Andreas Reicke fur die Fermentation
in Tdbingen und an Dr. Suada Turkanovi¢ fur die Synthese des Oktapeptids.
Besonders danken mdchte ich Kathrin und Falko fur ihre Hilfsbereitschaft und ihre

Freundschaft weit Uber die Arbeit hinaus!

Meinen Eltern und meiner Schwester Jasmin danke ich flr ihre grenzenlose

Unterstitzung und ihr Verstandnis. Danke, dass ihr immer fir mich da seid!

Timo, vielen Dank fur alles...aber vor allem fur deine unendliche Geduld mit mir!



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Antibakterielle Wirkstoffe

1.2 Die nicht-ribosomale Peptidsynthese
1.3 Glykopeptide

1.3.1
1.3.2
1.3.

Struktur der Glykopeptide
Biosynthese der Glykopeptide

3 Antimikrobielle Aktivitat der Glykopeptide und auftretende Resistenz-mechanismen

1.4 Kombinatorische Biosynthese bei nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen

2 Zielsetzung

3  Grundlagen

3.1 Chromatographie

3.1.1
3.1.2
3.1.3

Reverse-Phase Chromatographie
Hochdruckflissigchromatographie (HPLC)
Kapillar-Hochdruckflissigchromatographie (Kapillar-HPLC)

3.2 Massenspektrometrie (MS)

3.2.1
3.2.2
3.2.3

ESI-lonenquelle
Triple-Quadrupol-Analysator
QTrap-Analysator

3.3 Kapillar-HPLC-ESI-QTrap-Kopplung

4 Material und Methoden
4.1 Material

APRARARRABRAED
N N N (I (I L I (I G
2 OO~NOOGOPWN =

0

Gerate
Chemikalien
Bakterienstamme
Kits
Enzyme
Oligonukleotide
Medien
Antibiotika und andere Medienzusatze
Lésungen und Puffer
Sonstiges

4.2 Methoden

»
N
—

422
423
424
425
4.2.6
427
428

429

4.2.10
4.2.11
4212
4213
4.2.14
4.2.15
4.2.16

Kultivierung und Stammhaltung von E. coli
Kultivierung und Stammhaltung von A. balhimycina
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA
Gelelektrophorese von DNA

Klonierung von DNA-Fragmenten

DNA-Transfer in Bakterien

Stressprotokoll zur Forcierung von homologen Rekombinationsereignissen in A.

balhimycina
Plasmidisolierung aus E. coli
Isolierung von Gesamt-DNA aus A. balhimycina
Southern Blot-Hybridisierung
Isolierung von nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen aus A. balhimycina
Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford
Gelelektrophorese von Proteinen
Farbung von Proteingelen
Massenspektrometrische Analyse von Protein-Banden aus dem Gel

PO W KB =

1

22

23

23
24
25
26

28
29
30
36

37

38

38
38
39
41
42
42
42
43
44
45
51

52
52
52
53
57
58
59
64

67
68
69
71
74
76
79
80
81




Inhaltsverzeichnis

4217 Vorbereitung der Fermentationskulturen der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante fiir

massenspektrometrische Untersuchungen 82
4218 Identifizierung der Glykopeptidmetabolite der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante
mittels HPLC-ESI-MS 87
4.2.19 Strukturaufklarung der identifizierten Glykopeptidmetabolite der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante mittels HPLC-ESI-MS/MS 90
4.2.20 Summenformelbestatigung der Glykopeptidmetabolite der A. balhimycina C5A5T4E4-
Mutante mittels hochaufgeléster ESI-FTICR-MS 92
4.2.21 Chirale Aminosaurenanalytik 92
Ergebnisse 93
5.1 Ausarbeitung und Durchfiihrung eines molekularbiologischen Konzepts zur Modulinsertion
bei nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) 93
5.1.1 Auswahl des neu einzufiigenden Moduls einer NRPS 93
5.1.2 Klonierstrategie zur Durchfiihrung der ausgewahlten Modulinsertion 96
5.2 Molekularbiologische Charakterisierung der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante mittels
PCR und Southern Blot-Hybridisierung 114
5.3 Proteinbiochemische Charakterisierung der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante mittels
Disk-SDS-PAGE und massenspektrometrischer Analyse 118
5.4 Charakterisierung des Glykopeptidproduktionsprofils der A. balhimycina C5A5T4E4-
Mutante mittels HPLC-ESI-MS und -MS/MS 122
5.5 Erganzende Untersuchungen zum Glykopeptidproduktionsprofil der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante 130
5.5.1 Chirale Aminosaurenanalytik des Glykopeptidmetaboliten 6 130
5.5.2 Summenformelbestatigung der Glykopeptidmetabolite 1 — 11 der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante mittels hochaufgeléster ESI-FTICR-MS 131
5.5.3 Abschatzung der relativen Produktionsmengen der Glykopeptide 132
Diskussion 134
Ausblick 139
Anhang 141
8.1 Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der Proteinbande aus A. balhimycina
und deren Identifizierung als nicht-ribosomale Peptid-synthetase BpsB mittels
Proteindatenbanksuche 141
8.2 Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der Proteinbande aus A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante und deren Identifizierung als nicht-ribosomale Peptidsynthetase BpsB
mittels Proteindatenbanksuche 143

Literaturverzeichnis 145




Abkurzungen

Abklrzungen

AcN
AL
AP
APS
p-Hty
BSA
CAD
CDA
CE
CES

CSPD

CUR
Da
DIG
DMF
DMSO
DP
dNTP
DNA
Dpg
DTT
EDTA
EMS

EP

Acetonitril

alkalische Lyse

alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat
B-Hydroxytyrosin

bovine serum albumin
collisionally activated dissociation
calcium-dependent antibiotic
collision energy

collision energy spread

Dinatrium 3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxethan-3,2°-(5"-
chlor) tricyclo [3.3.1.1] decan} -4-yl) phenyl phosphat

Curtain-Gas

Dalton

Digoxigenin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

declustering potential
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
3,5-Dihydroxyphenylglycin
1,4-Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Enhanced MS-Analyse

entrance potential




Abkurzungen

ESI
FTICR
Hpg
HPLC

IPTG

LIT
m/z
MeOH
MS
NRPS
oD
PAGE
PCR
PEG
PMSF
ppm
SDS
SSC
TEM
TEMED
TES
TFA
Tris
w/v

X-Gal

Elektrospray-lonisation
Fourier-Transform-lonen-Zyklotron
4-Hydroxyphenylglycin
Hochdruck-/Hochleistungsflissigchromatographie
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

ion spray voltage

linear ion trap
Molekulmasse-zu-Ladungs-Verhaltnis

Methanol

Massenspektrometer / Massenspektrometrie
nicht-ribosomale Peptidsynthetase(n)

optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerase-Kettenreaktion

Polyethylenglykol

Phenylmethylsulfonylfluorid

parts per million

sodium dodecyl sulfate / Natriumdodecylsulfat
sodium chloride sodium citrate / Natriumchlorid-Citrat
temperature of turbo gas
Tetramethylethylendiamin
N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsaure
Trifluoressigsaure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
weight/volume

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galaktopyranosid




Einleitung

1 Einleitung

1.1 Antibakterielle Wirkstoffe

Eine nicht zu unterschatzende Bedrohung flr die menschliche Gesundheit stellen
seit jeher bakterielle Infektionen dar. Genauso alt sind deshalb auch die Versuche
von Menschen, dieser Bedrohung entgegenzuwirken. Seit Beginn der
Industrialisierung und damit der Entwicklung einer pharmazeutischen Industrie wird
die Therapie bakterieller Infektionen professionalisiert, indem antibakterielle
Wirkstoffe erforscht, entwickelt, produziert und schlieRlich vermarktet werden (s.
Abbildung 1-1).

e

30 a
SO,NH, COOH
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Abbildung 1-1: Funf Beispiele fiir wichtige antibakterielle Wirkstoffe. Das Jahr der
Markteinfiihrung steht jeweils in Klammern hinter der Wirkstoffbezeichnung.

Die Bedeutung und Wertschatzung der beiden ersten antibakteriellen Wirkstoffe

Prontosil, ein Sulfonamid, und Penicillin G,!"? ein p-Lactam, zeigte sich daran, dass
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Einleitung

ihren Entdeckern Gerhard Domagk und Alexander Fleming (zusammen mit Ernst B.
Chain und Howard W. Florey) 1939 bzw. 1945 der Nobelpreis fir Medizin verliehen
wurde. Die Folgejahre waren gepragt durch die EinfiUhrung weiterer Wirkstoffe bzw.
Wirkstoffklassen. Hierunter fallt auch die Einfihrung der in der vorliegenden Arbeit
thematisierten Verbindungsklasse der Glykopeptide mit dem Vancomycin® im Jahre
1958. Mit diesem Arsenal an antibakteriellen Wirkstoffen fuhlte man sich so sicher,
dass sich die Pharmaindustrie mehr und mehr den bakteriellen Infektionen ab- und
stattdessen anderen Krankheitsbildern zuwandte, vor allem den sehr Vviel
profitableren chronischen Erkrankungen. Aus heutiger Sicht ist diese Entscheidung
fragwilrdig, da fortschreitende  Resistenzentwicklungen  humanpathogener
Mikroorganismen viele Wirkstoffe der Vergangenheit unwirksam gemacht haben.!!
Diese Problematik macht einen kontinuierlichen Nachschub an neuen wirksamen
Verbindungen unerlasslich. Momentan befindet man sich deshalb in einer Phase des
Umdenkens, die sich nach vier Jahrzenten Stillstand in den Jahren 2000 und 2003
durch die Einfiihrung der zwei neuen Wirkstoffe bzw. Wirkstoffklassen Linezolid,™ ein
Oxazolidinon, und Daptomycin,’®” ein Lipopeptid bemerkbar macht. Trotz allem sind
heute Infektionskrankheiten die zweithaufigste Todesursache weltweit, wovon in den
USA die meisten infektionsbedingten Todesfalle auf Bakterien zuriickzufiihren sind.!!
Aus diesem Grund ist und bleibt die einzige Mdglichkeit zur Resistenzbekampfung
die standige Entwicklung neuer antimikrobieller Wirkstoffe. Als sehr ergiebige Quelle
haben sich hierbei in der Vergangenheit die Naturstoffe erwiesen, die sich durch eine
scheinbar unbegrenzte strukturelle Vielfalt auszeichnen.!® Im engeren Sinne ist der
Begriff Naturstoff mit den sog. Sekundarmetaboliten gleichzusetzen, die nicht-
essentiellen Biosynthesewegen von Mikroorganismen entstammen.

Eine groRe Subklasse der Sekundarmetabolite stellen die sog. nicht-ribosomal
synthetisierten Peptide dar, zu denen auch die in der vorliegenden Arbeit
thematisierten Glykopeptide gehdren. Im Folgenden soll sowohl die nicht-ribosomale
Peptidsynthese im Allgemeinen als auch die Verbindungsklasse der Glykopeptide im

Speziellen naher beleuchtet werden.
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1.2 Die nicht-ribosomale Peptidsynthese

Die nicht-ribosomale Peptidsynthese ist eine alternative Mdglichkeit von Lebewesen,
Peptidbindungen zu knupfen. Wahrend die ribosomale Synthese vorwiegend grolde,
ausschlieRlich aus proteinogenen L-Aminosauren bestehende Proteine herstellt,
erweitert die nicht-ribosomale Synthese das Spektrum auf eher kleine, haufig nicht-
proteinogene Aminosauren und Aminosauren der D-Konfiguration enthaltende
Peptide. Die Entdeckung der nicht-ribosomalen und damit Nukleinsaure-
unabhangigen Peptidsynthese erfolgte in den 1970er Jahren u.a. durch Fritz A.
Lipmann, wobei diese Thematik seither eingehend beforscht wird. Im Folgenden soll
ein kurzer Uberblick Uber die Ablaufe und GesetzmaRigkeiten der nicht-ribosomalen
Peptidsynthese gegeben werden, wobei dartUber hinaus auf die in der Literatur
erschienenen Ubersichtsartikel verwiesen wird.!®'%"]

Die fur die nicht-ribosomale Peptidsynthese verantwortlichen Enzyme sind die sog.
nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS). Hierbei handelt es sich um meist sehr
grol3e, modular aufgebaute Proteine, die in vielen Fallen in einem Multienzym-
Komplex zusammenarbeiten. Jedes dieser Module ist fur den Einbau einer
Aminosaure in das Peptid zustandig, was die zentralen Aufgaben Erkennung und
Aktivierung der Aminosaure, Knlupfen der Peptidbindung, aber auch Bindung von
Substraten und Biosyntheseintermediaten sowie demgegenuber die Freigabe des
fertigen Produkts umfasst. Aus diesem Grund ist ein Modul aus verschiedenen

Domanen aufgebaut, die die unterschiedlichen Aufgaben iibernehmen.!'?

[13,14,15] und

Die Adenylierungs- bzw. A-Domane ist fur die spezifische Erkennung
Aktivierung der entsprechenden Aminosaure mit ATP zu Aminoacyladenylat

zustandig (s. Abbildung 1-2).
NH, NH,

N—">N /NﬁN
(NfN,) | <N |N/)

o o oo OH OH .

Aminosaure ATP Aminoacyladenylat

OH OH

Abbildung 1-2: Aktivierung einer Aminosdure mit ATP zu Aminoacyladenylat. Dabei
handelt es sich um ein gemischtes Saureanhydrid (blau), was einer energiereichen
Bindung entspricht. Diese Reaktion wird bei der nicht-ribosomalen Peptidsynthese
durch die A-Domane katalysiert.
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Bei der dadurch gebildeten gemischten Saureanhydridbindung handelt es sich um
eine energiereiche Bindung, die die Ubertragung der Aminosdure auf die
Thiolierungs- bzw. T-Domane erlaubt. Die T-Doméane tragt einen 4'-
Phosphopantetheinyl-Arm als posttranslationale Modifikation, der die Aminosaure in
Form eines energiereichen Thioesters binden kann. Diese Ubertragung wird

ebenfalls durch die A-Domane katalysiert (s. Abbildung 1-3).

NH,
N =
N
¢
N N/)

Abbildung 1-3: Bindung einer Aminosaure an den 4 -Phosphopantetheinyl-Arm der T-
Domaéne. Dabei wird die energiereiche gemischte Saureanhydridbindung (blau, links)
durch eine energiereiche Thioesterbindung ersetzt (blau, rechts). Diese Reaktion wird
ebenfalls durch die A-Domane katalysiert.

Die so auf den T-Domanen der Module befindlichen Aminosauren mussen in einem
nachsten Schritt durch Peptidbindungen verknlpft werden. Katalysiert wird der daftr
notwendige Angriff der Aminogruppe der z.B. zweiten Aminosaure auf die als
Thioester vorliegende Carboxygruppe der ersten Aminosaure durch die
Kondensations- bzw. C-Domanen, die immer zwischen AT-Didomanen lokalisiert
sind (s. Abbildung 1-4).

.’,‘_\- et R3

Ri/~ ™ Rs Rs O Ry, . Ri 4 O Rg
v \ HoN ‘o ) o N
HZN/'\KO HZN)YO HZN)\fo 2 j)\u)\f HoN HoN N 0
S S S Ry S S 0 R S

5§©§H5§©§H 4§

Abbildung 1-4: Das Kniipfen der Peptidbindungen wird durch C-Doméanen katalysiert.
Die dafiir notwendige Energie liefern die energiereichen Thioesterbindungen.

Die C-Domanen besitzen dabei eine gewisse Kontrollfunktion, die bezuglich der
jeweils neu in die Peptidkette eintretenden Aminosaure relativ ausgepragt ist. Dies
tragt zusammen mit der hohen Substratspezifitat der A-Domanen dazu bei, dass

fehlerhafte Peptidsynthetaseprodukte vermieden werden. Nach der erfolgreichen

4
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Peptidsynthese muss das fertig prozessierte Produkt vom NRPS-Multienzym-
Komplex freigesetzt werden. Zustandig hierflr ist die Thioesterase- bzw. TE-
Domane, die aus naheliegenden Grinden nur im letzten Modul vorkommt und
zunachst das als Thioester gebundene Peptid auf einen Serinrest Ubertragt sowie
anschliellend die Hydrolyse des Esters und damit die Abspaltung des Peptids
katalysiert (s. Abbildung 1-5).

R4 O Rs
Ri y O Rg N 0
J\H,N\')L )\fo HoN N

e N H,0 0 R OH

O R, Y Ri y O R
|| _— - HEN/H’/N\‘)LN)\?O ;—
0 R, M é; ©

OH @ ?H SH OH

i ©
Abbildung 1-5: Freisetzung des fertigen Peptids durch die TE-Domane in zwei Stufen.
Zunachst wird das als Thioester gebundene Peptid auf einen Serinrest der TE-Doméne

tibertragen und anschlieBend katalysiert diese die Hydrolyse des Esters und damit die
Abspaltung des Peptids.

Als alternative Madglichkeit zur Hydrolyse kann der Ester auch durch ein
peptidinternes Nukleophil angegriffen werden, was z.B. in der Abspaltung eines
zyklisierten Peptids resultiert.

Die bisher beschriebenen Domanen A, T, C und TE kommen in allen NRPS vor und
stellen somit das Basisdomanenset dar. Wahrend A- und T-Domanen in jedem
einzelnen Modul der NRPS vorkommen, fehlen C-Doméanen im ersten sog.
Initiationsmodul. TE-Domanen kommen nur im letzten sog. Terminationsmodul vor.
Durch dieses Basisset an Domanen alleine lieRe sich allerdings die enorme
strukturelle Vielfalt der nicht-ribosomal synthetisierten Peptide nicht erklaren. Es
existieren zusatzlich eine Reihe von modifizierenden Domanen, die optional in
Modulen enthalten sein konnen. Hierzu zahlen beispielsweise die Epimerisierungs-
bzw. E-Domanen, die das a-C-Atom von an T-Doméanen gebundenen L-
Aminosauren epimerisieren, wobei die verantwortliche C-Domane nur die D-Form in
das Peptid einbaut. Dies erklart den hohen Anteil an D-Aminosauren in nicht-
ribosomal synthetisierten Peptiden.

Dartber hinaus gibt es auBerdem die Madglichkeit, dass das durch die NRPS
synthetisierte Peptidgrundgertist durch unabhangige in trans arbeitende Enzyme
weiter modifiziert wird. Diese Enzyme werden meist zusammen mit den NRPS in
einem sog. Biosynthesegencluster kodiert. Ein Paradebeispiel hierfur stellt die
Biosynthese der Glykopeptide dar (s. Abschnitt 1.3.2).
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1.3 Glykopeptide

Glykopeptide werden als Sekundarmetabolite von Actinomyceten produziert, wobei
man derzeit mehrere hundert natiirlich vorkommende Vertreter kennt."® Zahit man
die semisynthetisch hergestellten Analoga hinzu, erhéht sich die Zahl auf einige
tausend.''"” Die folgenden Abschnitte sollen einen Uberblick iber die strukturellen
und biosynthetischen Eigenschaften dieser Verbindungsklasse geben, die in vielerlei
Hinsicht aulRergewohnlich ist. Daruber hinaus soll die molekulare Grundlage fur die
antimikrobielle Aktivitdt der Glykopeptide dargestellt werden, die in der
Humanmedizin  Anwendung findet sowie die = demgegenlberstehenden
Resistenzmechanismen, die die Suche nach neuen Antibiotika vor grol3e

Herausforderungen stellen.

1.3.1  Struktur der Glykopeptide

Der erste Vertreter dieser Verbindungsklasse, das Vancomycin, wurde 1956 bei Eli
Lily aus dem Kulturiiberstand von Amycolatopsis orientalis isoliert.”! Die
Strukturaufklarung von Vancomycin nahm aufgrund der Komplexitat und der damals
begrenzten analytischen Mdglichkeiten mehrere Jahrzehnte in Anspruch!’®'® und
legte die Basis fur die Strukturaufklarung nachfolgender Glykopeptide. Im Jahre 1996
folgte schlieBlich die Rdntgenkristallstrukturanalyse von Vancomycin®? und lieferte
somit den endgultigen Beweis flr die Richtigkeit der vorgeschlagenen Struktur.

Glykopeptide besitzen in der Regel ein Heptapeptidriickgrat, das vorwiegend aus
aromatischen,  nicht-proteinogenen  Aminosauren  wie  beispielsweise -
Hydroxytyrosin (B-Hty), 4-Hydroxyphenylglycin (Hpg) und 3,5-Dihydroxyphenylglycin
(Dpg) besteht. Diese Aminosauren kdénnen an ihren o-C-Atomen nicht nur die fur
ribosomal synthetisierte Proteine typische L-Konfiguration aufweisen, sondern auch
die D-Konfiguration. Die aromatischen Aminosauren sind haufig in den Seitenketten
oxidativ Uber Biaryl- bzw. Diaryletherbricken verbrickt, was den Glykopeptiden eine
gewisse konformative Starrheit verleiht. Uberdies ist das Heptapeptidriickgrat haufig
mit Cl-Atomen, N-Methylgruppen, verschiedenen Zucker- und/oder Fettsaureresten
dekoriert. Anhand dieser genannten Strukturelemente werden die Glykopeptide in

fiinf Klassen eingeteilt (s. Abbildung 1-6).1"®!
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Typ V
Beispiel: Complestatin
Charakteristikum: Trp in Position 2 ist Gber Biarylbriicke mit
Aminosaure in Position 4 verknUpft

Abbildung 1-6: Uberblick iiber die fiinf strukturellen Klassen der Glykopeptide.
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Fur die Nomenklatur dieser aul’ergewdhnlichen Peptide gelten folgende Regeln (s.

Abbildung 1-7):'®

1) Die Aminosauren werden wie bei allen Peptiden vom N- zum C-Terminus mit
eins bis sieben durchnummeriert. Allerdings wird aus historischen Grinden
der C-Terminus links und der N-Terminus rechts gezeichnet.

2) Die aromatischen Ringe werden mit GroRbuchstaben benannt, beim
Vancomycin beispielsweise mit A bis E.

3) Die durch die oxidativen Seitenkettenverbrickungen entstehenden grof3en
Ringe werden mit Hilfe der Buchstaben der beteiligten aromatischen Ringe
bezeichnet. Bei Vancomycin spricht man deshalb vom AB-, CD- und DE-Ring.
Da die beiden letzten Uber Etherbricken geschlossen sind, werden sie auch
alternativ als C-O-D- und D-O-E-Ring bezeichnet.

C-O-D-Ring D-O-E-Ring

AB-Ring

Abbildung 1-7: Nomenklatur der Glykopeptide am Beispiel des Typ I-Glykopeptids
Vancomycin. Links: Strukturabbildung. Rechts: Schemazeichnung.

Das zentrale Glykopeptid der vorliegenden Arbeit ist das Typ I-Glykopeptid

di212223 ynd die in

Balhimycin, welches von Amycolatopsis balhimycina produziert wir:
Abbildung 1-8 gezeigte Struktur besitzt. Das Heptapeptidriickgrat besteht hier aus
der Aminosaure-Sequenz D-Leu — D-B-Hty — L-Asn — D-Hpg — D-Hpg — L-B-Hty — L-
Dpg und weist die drei fur Typ I-Glykopeptide typischen oxidativen
Seitenkettenzyklisierungen AB, C-O-D und D-O-E auf (s. Abbildung 1-7). Daruber
hinaus ist das Heptapeptidrickrat mit einer N-Methylgruppe am N-Terminus (blau),
zwei Chloratomen an den aromatischen Ringen der zwei B-Hty's (rot) sowie zwei
Glykosylresten (grin) dekoriert (s. Abbildung 1-8). Bei den Glykosylresten handelt es

sich zum einen um eine Glukose, die oa-glykosidisch mit der phenolischen
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Hydroxygruppe des “D-Hpg verkniipft ist und zum anderen um ein 4-oxo-
Vankosamin, das o-glykosidisch mit der p-Hydroxygruppe des °L-B-Hty verbunden
ist. Damit unterscheidet sich die Struktur des Balhimycins lediglich im

Glykosylierungsmuster von der Vancomycinstruktur.

OH
OH
HO
CH,OH
o° i
ofN cl
HsCATO

CH3

HO,C

Abbildung 1-8: Struktur von Balhimycin, einem Typ I|-Glykopeptid. Das
Heptapeptidriickrat ist mit einer N-Methylgruppe (blau), zwei Chloratomen (rot) sowie
den zwei Glykosylresten Glukose und 4-0xo-Vankosamin (griin) dekoriert.

1.3.2 Biosynthese der Glykopeptide

Wie die Komplexitat der Glykopeptidstrukturen bereits vermuten Iasst, handelt es
sich bei der Biosynthese der Glykopeptide um einen mehrstufigen Prozess, an dem
viele Biosyntheseenzyme beteiligt sind. Die entsprechenden Gene liegen im Genom
der Produzentenstamme geclustert vor, was eine gemeinsame Regulierung erlaubt
und vor allem fir Biosyntheseuntersuchungen sehr hilfreich ist. Das erste
Biosynthesegencluster eines Glykopeptids wurde 1998 von van Wageningen et al.
publiziert,* wobei es sich um das Typ I-Glykopeptid Chloroeremomycin handelte.
Kurz darauf folgte 1999 das Biosynthesegencluster des Typ [-Glykopeptids
Balhimycin von Pelzer et al.,’* dessen Zustéandigkeit fiir die Balhimycinbiosynthese

e.”>?®l Damit war der Startschuss fir

durch Geninaktivierung bewiesen wurd
tiefgreifende Biosyntheseuntersuchungen gefallen,’?”?*! wobei zwei grundsétzliche
Strategien zur Anwendung kamen bzw. kommen. Die erste Strategie umfasst die
heterologe Uberexpression von Biosyntheseenzymen meist in E. coli und deren
anschlielende Funktionsuntersuchung mit Hilfe von Substraten. Die zweite Strategie

sieht eine Inaktivierung der entsprechenden Gene vor, wobei Uber die
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Charakterisierung der von diesen Mutanten produzierten Glykopeptidvarianten
Rickschlisse auf die Funktion der zugehdrigen Enzyme gezogen werden kénnen.
Mit Hilfe dieser Strategien konnten viele Erkenntnisse uber die Biosynthese

gewonnen werden, "%

die aufgrund der strukturellen und genetischen
Verwandtschaft meist auf alle Vertreter der Typ [-Glykopeptide und mit
Einschrankungen auch auf die anderen Klassen Ubertragbar sind.

Da in der vorliegenden Arbeit das Glykopeptid Balhimycin im Mittelpunkt steht, soll
die Glykopeptidbiosynthese anhand dieses Beispiels kurz beschrieben werden. Eine
Ubersicht des Balhimycin-Biosynthesegenclusters ist in

Abbildung 1-9 gezeigt, wobei erganzende Erklarungen der Tabelle 1 zu entnehmen

sind.

bbr pdh abc bpsA

bpsB

' - ) %

bpsC orfl oxyA oxyB oxyC bhaA

|t B B E—" S B S — — Y E—

bgtfA  bgtfB bgtfC dvaC orf2 bmt pgat bhp bpsD oxyD

dvakE
g e E— D 10’ e e
hmaS hmO orf7 dvaA dvaB dvaD dpgA dpgB dpgC dpgD ald

Abbildung 1-9: Schematischer Uberblick iiber das Balhimycin-Biosynthesegencluster
von Amycolatopsis balhimycina.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die den Balhimycin-Biosynthesegenen zugeordneten Enzym-
bzw. Proteinfunktionen. Diese sind teilweise experimentell bestitigt, teilweise auch
nur hypothetisch und beruhen somit lediglich auf SequenzhomologievergIeichen.lzg]

Gen Enzym-/Proteinfunktion ubergeordnete Funktion

)

vanS Zweikomponentensystem-Sensorkinase1 vermutlich Selbstresistenz

Zweikomponentensystem-responsiver

1) vermutlich Selbstresistenz
Regulator

vanR
vanY VanY-Typ Carboxypeptidase” vermutlich Selbstresistenz

bbr transkriptioneller Regulator der StrR-Familie -

10



Einleitung

pdh

abc

bpsA
bpsB
bpsC
orfl

OxyA
oxyB
oxyC
bhaA
bgtfA
bgtfB
bgtfC
dvaC
orf2

bmt

pgat
bhp
bpsD
oxyD
hmaS
hmO
orf7
dvaA
dvakE
dvaB
dvaD
dpgA
dpgB
dpgC
dpgD
ald

pks

Prephenatdehydrogenase”

ABC-Transporter ATP-bindendes Protein”
Peptidsynthetase

Peptidsynthetase

Peptidsynthetase

unbekannt

P450-Monooxygenase
P450-Monooxygenase
P450-Monooxygenase

Halogenase

Glykosyltransferase
Glykosyltransferase
Glykosyltransferase

C-3 Methyltransferase”

unbekannt
N-Methyltransferase”
Phenylglycin-Aminotransferase
Hydrolase"

Peptidsynthetase
P450-Monooxygenase
Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase1)
Phenylglykolat-Oxidase"
Antiporter”
NDP-Hexose-2,3-Dehydratase”
4-Ketoreduktase”

C-3 Aminotransferase”

3,5-Epimerase”
Dihydroxyphenylessigsdure-Synthase
Enoyl-CoA-Hydratase"
Hydroxyacyl-Dehydrogenase
Enoyl-CoA-Isomerase”
Aldolase”

Typ | Polyketidsynthase”

4-Hydroxyphenylglycin-Biosynthese®
vermutlich Exkretion

Aufbau des Heptapeptidriickgrats

Aufbau des Heptapeptidrickgrats

Aufbau des Heptapeptidriickgrats
Verbriickung der aromatischen Seitenketten
Verbriickung der aromatischen Seitenketten
Verbriickung der aromatischen Seitenketten
Halogenierung

Glykosylierung

Glykosylierung

Glykosylierung

C-3 Methylierung von Dehydrovankosaminz)

Methylierung des D-Leu®

4-Hydroxy- und 3,5-Dihydroxyphenylglycin-
Biosynthese

B-Hydroxytyrosin-Biosynthese
B-Hydroxytyrosin-Biosynthese
B-Hydroxytyrosin-Biosynthese?
4-Hydroxypheny|gchin-BiosyntheseZ)
4-Hydroxyphenylglycin-Biosynthese®
Dehydrovankosamin-Biosynthese”
Dehydrovankosamin-Biosynthese5>
Dehydrovankosamin-Biosynthese”
Dehydrovankosamin-Biosynthese2>
3,5-Dihydroxyphenylglycin-Biosynthese
3,5-Dihydroxyphenylglycin-Biosynthese
3,5-Dihydroxyphenylglycin-Biosynthese
3,5-Dihydroxyphenylglycin-Biosynthese
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" Diese Enzym-/Proteinfunktion wird vermutet aufgrund von Sequenzhomologievergleichen.
2 Die Zugehdrigkeit zu diesem Biosyntheseweg wird vermutet.

% Eventuell inaktiv aufgrund einer in-frame Deletion von 226 Aminosauren.

* Erganzung aus [27].

® Erganzung aus [28].

Allgemein umfasst die Glykopeptidbiosynthese die drei Bereiche ,Biosynthese
ungewodhnlicher Ausgangsverbindungen®, ,nicht-ribosomale Peptidsynthese“ und
,Dekorierungsreaktionen® (,tailoring®).

Bei Balhimycin gehdren sowohl die nicht-proteinogenen Aminosauren p-Hty,P%3"

32,33,34
Hpg"**>334

ungewoOhnlichen  Ausgangsverbindungen, die nicht im Primarstoffwechsel

und Dpg>2®3738 als auch die Hexose 4-oxo-Vankosamin®®*¥ zu den

vorkommen und deshalb gesondert synthetisiert werden mussen.

Die Grundzuge der nicht-ribosomalen Peptidsynthese wurden bereits in Abschnitt 1.2
beschrieben. Im Falle des Balhimycins sind die drei nicht-ribosomalen
Peptidsynthetasen BpsA, BpsB und BpsC fur die Biosynthese des
Heptapeptidriickgrats zustandig.*”! Dafiir sind sieben Module notwendig, die in einer
3:3:1-Verteilung auf die drei NRPS verteilt sind. Die Domanenstruktur der einzelnen
Module sowie die Zuordnung der Module zu den entsprechenden Aminosauren sind
in  Abbildung 1-10 gezeigt. Erstaunlicherweise kommt in Modul 1 keine
Epimerasedomane vor, obwohl Leu in der D-Konfiguration eingebaut vorliegt. Zum
gegenwartigen Zeitpunkt wird daher eine in trans arbeitende Epimerase bzw.

Racemase postuliert.*"!

HaN._.COOH HzM._.COOH

HzN.__COOH HzN._.COOH H;NT_COOH ;l\ .;l\_ HzN._COOH HaN.__COOH
Y oo, Y Qg O W
D-Leu D-p3-Hty L-Asn D-Hpg D-Hpg L-p-Hty L-Dpg
BB, ODBOBOOO®E
BpsA BpsB BpsC
T2 T3 H 4 T 5 T H 7 F
bpsA bpsB bpsC

Abbildung 1-10: Die Gene bzw. Proteine der drei nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen
von Balhimycin. Zu sehen sind die insgesamt sieben Module, die wiederum aus
unterschiedlichen Domianen aufgebaut sind. A = Adenylierungsdoméane, T(e) =
Thiolierungsdoméane, C = Kondensationsdoméane, TE = Thioesterasedomine, E =
Epimerisierungsdomane. X = Domane mit Homologie zu E bzw. C mit bislang
ungeklarter Funktion. Ganz oben sind die zu den einzelnen Modulen gehoérigen
Aminosauren abgebildet.
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Die Dekorierungsreaktionen des Heptapeptidrickgrats umfassen im Falle des
Balhimycins ,Chlorierung®, ,oxidative Seitenkettenzyklisierung®, ,N-Methylierung“ und
,Glykosylierung®. Bezlglich der Chlorierung konnten durchgefuhrte
Geninaktivierungsexperimente zum einen die Zustandigkeit der Halogenase BhaA
zeigen®! und zum anderen den Chlorierungszeitpunkt auf ‘wahrend der nicht-
ribosomalen Peptidsynthese’ einschranken.® Auch im Falle der oxidativen
Seitenkettenzyklisierung wurde der heutige Kenntnisstand vorwiegend mittels
Geninaktivierungsexperimenten in A. balhimycina ermittelt. Die drei oxidativen
Seitenkettenzyklisierungen A-B, C-O-D und D-O-E werden von den drei P450-
abhangigen Monooxygenasen OxyA, OxyB und OxyC katalysiert,*? wobei folgende
Reihenfolge und folgende Enzym-Ring-Zuordnung gilt: C-O-D (OxyB) -> D-O-E
(OxyA) -> A-B (OxyC).*®! AuRerdem konnte gezeigt werden, dass diese oxidativen
Seitenkettenzyklisierungen auf der Stufe der NRPS-gebundenen Hexa- bzw.
Heptapeptide ablaufen, was flir eine Interaktion zwischen den nicht-ribosomalen
Peptidsynthetasen und den P450-abhéngigen Monooxygenasen spricht.*+4°!
Wahrend es sich also bei der Chlorierung und der oxidativen
Seitenkettenzyklisierung um inter-NRPS-Dekorierungsreaktionen handelt, sind die N-

Methylierung!?®4! [26,47,48]

und die Glykosylierung post-NRPS-Dekorierungs-
reaktionen, die erst ablaufen, wenn das Heptapeptidrickgrat vom
Multienzymkomplex der NRPS abhydrolysiert wurde. Das Balhimycin-
Biosynthesegencluster kodiert dafur das Gen fur die N-Methyltransferase Bmt, die S-
Adenosylmethionin als Methylgruppendonor verwendet sowie Gene flr die drei
Glykosyltransferasen BgtfA, BgtfB?® und BgtfC.

Zusammenfassend handelt es sich also bei der Balhimycin-Biosynthese und damit
allgemein bei Glykopeptidbiosynthesen um sehr komplexe Beispiele der nicht-
ribosomalen Peptidbiosynthese, die ein koordiniertes Zusammenspiel vieler
verschiedener Enzyme erfordern. Ein Eingriff in eine solche Biosynthese muss
deshalb sehr durchdacht sein, wie das in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte

Projekt zeigt.
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1.3.3 Antimikrobielle Aktivitat der Glykopeptide und auftretende Resistenz-
mechanismen

Die meisten Vertreter der Verbindungsklasse der Glykopeptide zeichnen sich durch
eine antimikrobielle Aktivitat gegen Gram-positive Bakterien aus, weshalb sie auch
Glykopeptidantibiotika genannt werden. Neben dem bereits in Abschnitt 1.1
erwahnten Vancomycin, welches 1958 unter dem Handelsnamen Vancocin als

Medikament zugelassen wurde, ist auch das von Actinoplanes teichomyceticus

produzierte Teicoplanin***” als Targocid in der humanmedizinischen Anwendung (s.
Abbildung 1-11).

©)

Teicoplanin (Targocid®)

Vancomycin (Vancocin

Abbildung 1-11: Die beiden fiir die klinische Anwendung am Menschen zugelassenen
Glykopeptidantibiotika Vancomycin und Teicoplanin. Die Handelsnamen sind in
Klammern gesetzt.

Ihre Indikation sind schwere und lebensbedrohliche Infektionen mit Gram-positiven
Bakterien, wobei sie vor allem als Notfallantibiotika gegen Methicillin-resistente
Stamme von S. aureus (MRSA) groRe Bedeutung erlangt haben.®"! |hre Wirksamkeit
beruht auf der Hemmung der Zellwandbiosynthese. Dies ist ein Stoffwechselweg, der
wie z.B. auch die Folsaurebiosynthese nicht zum Biosyntheserepertoire des
menschlichen Organismus gehort und damit ein ideales Target fur antimikrobielle
Wirkstoffe darstellt. Genauer gesagt hemmen Glykopeptidantibiotika die
Zellwandbiosynthese beim Aufbau bzw. bei der Quervernetzung der
Peptidoglykanschicht. Diese Schicht kommt bei Gram-positiven und Gram-negativen

Bakterien aullerhalb der Zytoplasmamembran vor und dient der osmotischen
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Stabilitat. Allerdings besitzen Gram-negative Bakterien zusatzlich eine &aulere
Membran, die das Eindringen der Glykopeptidantibiotika an ihren Wirkort verhindert
und sie somit unschadlich macht. Die Peptidoglykanschicht besteht aus
Polysaccharidketten, die abwechselnd aus N-Acetylglukosamin (NAG) und N-
Acetylmuraminsaure (NAM) aufgebaut sind. Die die Festigkeit verleihende
Quervernetzung erfolgt tUber Peptidketten, wobei verschiedene Aminosauren je nach
Bakterienarten verwendet werden konnen. Die Biosynthese der Peptidoglykanschicht
findet aulRerhalb der Zelle in zwei Hauptschritten statt (s. Abbildung 1-12).

Zytoplasmamembran

innen auflen
OOOOCINAM | s
~ NAG
NAG \\.
v Nam OOOO0

lTransegkosyIase

NAM = N-Acetylglukosamin
NAG = N-Acetylmuraminsaure

O = variable Aminosaure

O = D-Alanin

UUUUUU = Lipidanker

Abbildung 1-12: Schematische Darstellung der Peptidoglykanbiosynthese.

Im ersten Schritt werden Disaccharide aus NAG und NAM mit anhangenden
Peptiden aus dem Zytoplasma auf die ZellauBRenseite transportiert, wo sie durch eine
Transglykosylase miteinander verknlUpft werden. Der zweite Schritt umfasst die
Verknupfung der Peptidenden durch eine Transpeptidase. Dieses Enzym erkennt die
Sequenz D-Ala-D-Ala am Ende der Peptidkette, spaltet ein Ala ab und verknlpft den

Rest mit der Peptidkette einer  benachbarten Polysaccharidkette.

15



Einleitung

Glykopeptidantibiotika wechselwirken Uber flinf Wasserstoffbrickenbindungen mit
dem D-Ala-D-Ala-Ende der Peptidketten, was in Abbildung 1-13 am Beispiel von

Vancomycin gezeigt ist.

OHSH
H O

Abbildung 1-13: Wechselwirkung der Peptidoglykan-Zwischenstufe D-Ala-D-Ala mit
Vancomycin. Die fiinf Wasserstoffbriickenbindungen sind rot dargestellit.

Die Abschirmung des Substrats behindert die Arbeit der Transpeptidase und damit
indirekt auch die der Transglykosylase, was eine fehlende Quervernetzung der
Zellwand und in letzter Konsequenz eine osmotische Lyse der Bakterien bewirkt.?

Mikroorganismen konnen sich der schadigenden Wirkung von Antibiotika entziehen,
was vor allem auf ihre hohe spontane Mutationsrate sowie ihre Fahigkeit,
Resistenzgene untereinander austauschen zu konnen (Gentransfer), zurickzuflihren
ist. Uber 30 Jahre lang wurden keine Resistenzentwicklungen bei der Applikation von
Vancomycin beobachtet, bis schliel3lich 1988 die ersten Vancomycin-resistenten
Enterokokkenstamme (VRE)®® und 1997 die ersten Staphylokokkenstdmme mit
verminderter Empfindlichkeit gegenuber Vancomycin (VISA, vancomycin-
intermediate S. aureus)® entdeckt wurden. Im Folgenden sollen kurz die typischen
Resistenzmechanismen bei Glykopeptiden dargestellt werden.?”! Eine haufig
genutzte Moglichkeit der Resistenz besteht darin, statt des D-Ala-D-Ala-Motivs ein D-
Ala-D-Lac-Motiv zu verwenden. Wahrend die Transpeptidase dieses Strukturmotiv
ebenso als Substrat akzeptiert, bindet Vancomycin mit 1000-fach geringerer Affinitat.
Grund hierfur ist zum einen der Wegfall einer Wasserstoffbrickenbindung und zum

anderen eine hinzukommende elektrostatische AbstoRung zwischen dem

16



Einleitung

Carbonylsauerstoffatom des Glykopeptids und dem Estersauerstoffatom der D-Ala-
D-Lac-Bindung (s. Abbildung 1-14).5>%

Abbildung 1-14: Ein typischer Resistenzmechanismus bei Glykopeptidantibiotika ist
die Verwendung des D-Ala-D-Lac-Motivs anstelle des D-Ala-D-Ala-Motivs. Dadurch
andert sich die Wechselwirkung mit Vancomycin. Es treten nur noch vier Wasserstoff-
briickenbindungen auf (rot) und auBerdem eine elektrostatische AbstoRBung (blau).

Als Alternative dazu wurde auch das Auftreten eines D-Ala-D-Ser-Motivs
beobachtet.®”! Der Austausch der Methylgruppe des D-Ala gegen die sterisch
anspruchsvollere Hydroxymethylgruppe des D-Ser verringert die Bindungsaffinitat
des Vancomycins um eine Grélenordnung. Eine ganz andere Resistenzvariante wird
durch eine vermehrte Peptidoglykan-Biosynthese erreicht, die aullerdem mit einer
verminderten Quervernetzung einhergeht. Die Folge ist, dass durch die vermehrte
Biosynthese der D-Ala-D-Ala-Motive das Vancomycin sozusagen ,abgefangen®
wird.® Dies zeigt eindringlich, dass dem ,Einfallsreichtum*“ der Mikroorganismen
nahezu keine Grenzen gesetzt sind und dass es deshalb eine der wichtigsten

Aufgaben der Pharmaindustrie sein muss, sich dieser Herausforderung zu stellen.
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1.4 Kombinatorische Biosynthese bei nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen

Der Begriff kombinatorische Biosynthese beschreibt im weitesten Sinne ,die
genetische  Manipulation eines Biosynthesewegs mit dem Ziel, neue
Biosyntheseprodukte zu erhalten*.®€%82  Dje Voraussetzungen fiir solche
Manipulationen sind die Kenntnis der entsprechenden Biosynthesegencluster sowie
die eingehende Charakterisierung der Biosyntheseablaufe. Bezlglich der nicht-
ribosomalen Peptidsynthese sind diese Voraussetzungen in den vergangenen
Jahrzehnten erfullt worden, so dass heute zum einen viele nicht-ribosomale
Biosynthesegencluster bekannt und deren Sequenzen in Datenbanken hinterlegt
sind und zum anderen viele Details der biosynthetischen Ablaufe bekannt sind (s.
Abschnitt 1.2). Besonders wichtig war in diesem Zusammenhang die Entdeckung der
Kolinearitatsregel,!'"! die fiir viele nicht-ribosomale Peptidsynthetasen gilt und die den
Zusammenhang zwischen den Substratspezifitditen aufeinanderfolgender Module
und der Aminosaure-Sequenz im Produkt beschreibt. Auf dieser Grundlage
aufbauend erschienen Mitte der 1990er Jahre die ersten Publikationen uber
genetische Manipulationen der nicht-ribosomalen Peptidsynthese. Besonders
bedeutsam war hierbei die von Marahiel et al. 1995 in Science erschienene Arbeit®”!
Uber das von Bacillus subtilis produzierte nicht-ribosomale Modellpeptid Surfactin.
Die Gene der drei NRPS von Surfactin srfA-A, srfA-B und srfA-C sowie die Struktur
von Surfactin sind in Abbildung 1-15 gezeigt.

L-Glu L-Leu D-Leu
sfaA | C A TC A TC A TE|

o
H H
)\/\/\/\/WN\AN N Y
L-val L-Asp D-Leu S5 o "o l

staB [C A T C A T C A T E| )\:)\COOH
PN

L AN
L-Leu v/ H

SrfA-C

Abbildung 1-15: Links: Gene der drei NRPS von Surfactin srfA-A, srfA-B und srfA-C.
Zu sehen ist der modulare Aufbau, wobei jedes Modul wiederum aus mehreren
Domanen besteht. Rechts: Struktur von Surfactin.

Ziel dieser Arbeit war der Austausch der siebten Aminosaure L-Leu im
Surfactinprodukt gegen andere Aminosauren durch genetische Manipulation des
daflr zustandigen siebten Moduls in srfA-C. Diese Manipulation erfolgte in vivo, also

im Bacillus subtilis-Produzenten, durch den Austausch der AT-Didomane im siebten
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Modul gegen verschiedene AT-Didomanen aus anderen Produzentenstammen.
Tatsachlich konnten in diesen Bacillus subtilis-Mutanten die erwarteten
Surfactinderivate nachgewiesen werden, was als Durchbruch auf dem Gebiet der
kombinatorischen Biosynthese bewertet werden kann. Allerdings deutete die geringe
Produktivitat der Mutanten von 0,1 bis 0,5 % der Wildtyp-Produktion darauf hin, dass
die vorgenommenen genetischen Manipulationen nicht ohne weiteres von dem
komplexen System der nicht-ribosomalen Peptidsynthese toleriert wurden. Ein
Hauptproblem war in diesem Zusammenhang die bereits in Abschnitt 1.2 erwahnte
Substratspezifitat der C-Domane fir die neu in die Peptidkette eintretende
Aminosaure. Durch den Austausch der AT-Didomane durch AT-Didomanen mit
anderen Substratspezifitaten war die Kompatibilitat zwischen C- und A-Domane nicht
mehr gegeben. Ein weiterer kritischer Punkt war die Gestaltung der
Klonierungsstrategie, die bevorzugt in den nicht-enzymatisch-aktiven Linkerregionen
zwischen den Domanen bzw. Modulen!'? stattfinden sollte, um so keine fiir die
Enzymaktivitat essentiellen Aminosauren zu verlieren.

Diese Problematik fuhrte in der Folgezeit zu einer Vielzahl weiterer Arbeiten, die von
unterschiedlichen Strategien fur Aminosaureaustausche im Produkt mit mehr oder
weniger groRem Erfolg berichten.[**>%! Neben Domanen- bzw. Modulaustauschen
(s. Abbildung 1-17a)) wurde hierbei auch die Strategie beschrieben, die
Substratspezifitat einer A-Domane durch Punktmutation zu andern, um so einen
Aminosaureaustausch im Produkt herbeizufiihren.®® Diese Strategie wurde im Jahr
2004 zum ersten Mal von Bacillus auf die in der genetischen Handhabung bedeutend
anspruchsvolleren Actinomyceten Ubertragen. Hierbei handelte es sich um einen
durch zwei Punktmutationen in einer A-Domane herbeigefuhrten Asp->Asn
Austausch im Lipopeptid CDA (calcium-dependent antibiotic), welches von
Streptomyces coelicolor produziert wird (s. Abbildung 1-16).°"! Im Jahr 2006
erschienen auflerdem beeindruckende Arbeiten von Baltz et al. % die durch
Kombination diverser Modulaustausche eine gro3e Zahl an Derivaten des in der
medizinischen Anwendung (s. Abschnitt 1.1) befindlichen Lipopeptids Daptomycin
herstellten, welches von Streptomyces roseosporus produziert wird (s. Abbildung
1-16). Neben einzelnen Modulen wurden hier auch mehrere Module und sogar ganze
NRPS ausgetauscht.
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Abbildung 1-16: Strukturen von CDA (calcium-dependent antibiotic) und Daptomycin.

Als fundamentale Weiterentwicklung der gerade mit diversen Beispielen belegten
kombinatorischen Biosynthesestrategie der Aminosaureaustausche im Produkt ist die
2002 von Marahiel et al. publizierte Arbeit zu sehenl!”® Statt eines
Aminosaureaustausches im Produkt wurde hier durch eine in-frame Moduldeletion (s.
Abbildung 1-17b)) eine Aminosauredeletion im Modellpeptid Surfactin (s. Abbildung
1-15) erzeugt, so dass anstelle des zyklischen Heptapeptids nur noch ein zyklisches
Hexapeptid produziert wurde. Die Produktivitat belief sich in diesem Fall immerhin
auf 10 % des Wildtyps.
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Abbildung 1-17: Schematische Ubersicht iiber die drei verschiedenen Méglichkeiten
der Modulmanipulation bei nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen. a) Modulaustausch
fiihrt zu einem Aminosaureaustausch im Peptidprodukt. b) Moduldeletion fiihrt zu
einer Aminosauredeletion im Peptidprodukt. c¢) Modulinsertion fiihrt zu einer
Aminosaureinsertion im Peptidprodukt.
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Betrachtet man diese beiden grundsatzlichen Mdglichkeiten der Modulmanipulation
bei nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen so fallt auf, dass eine dritte Mdglichkeit,
namlich die Modulinsertion (s. Abbildung 1-17c)), noch nicht realisiert wurde. Dies
sollte theoretisch in der EinflUhrung einer zusatzlichen Aminosaure in das Produkt
resultieren. Diese Art von Experiment wurde bisher in der Literatur noch nicht

beschrieben und ist deshalb Ziel der vorliegenden Arbeit.
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2 Zielsetzung

Das grundlegende Ziel der vorliegenden Arbeit war die Komplettierung der bisher bei
nicht-ribosomalen  Peptidsynthetasen literaturbekannten = Modulmanipulationen
»,Modulaustausch® und ,Moduldeletion durch das noch ausstehende Experiment der
.,Modulinsertion“ (s. Abbildung 1-17). Wahrend die ersten beiden genetischen
Manipulationen nachgewiesenermallen zum Aminosaureaustausch bzw. zur
Aminosauredeletion im Peptidprodukt fuhrten, sollte letzteres theoretisch eine
Aminosaureinsertion im Peptidprodukt bewirken.

Da das nicht-ribosomal synthetisierte Glykopeptid Balhimycin und damit sein
Produzenten-Stamm Amycolatopsis balhimycina seit Jahren in den Arbeitskreisen
der Professoren SuRBmuth und Wohlleben bearbeitet wird und dementsprechend
sowohl die Sequenz des Biosynthesegenclusters als auch viele Details der
Biosynthese bekannt waren, bot sich dieses System geradezu flr die geplanten
Experimente an. Dazu kommt noch die besondere Herausforderung, dass es sich bei
der Biosynthese von Balhimycin um ein sehr komplexes Beispiel einer nicht-
ribosomalen Peptidsynthese handelt, vor allem aufgrund der vielen Modifikationen
des Peptidgrundgertsts wie Chlorierung, oxidative Seitenkettenzyklisierung, N-
Methylierung und Glykosylierung. Ein derart komplexes System wurde bisher in der
Literatur noch nie in Bezug auf genetische Manipulation der nicht-ribosomalen
Peptidsynthese beschrieben.

Konkret war das Ziel der vorliegenden Arbeit zunachst die Ausarbeitung eines
geeigneten molekularbiologischen Konzepts fur eine Modulinsertion in einer nicht-
ribosomalen Peptidsynthetase von Balhimycin in Amycolatopsis balhimycina. Dieses
Konzept galt es anschlieBend praktisch umzusetzen sowie die erfolgreiche
Durchfiuhrung mit molekularbiologischen und proteinbiochemischen Methoden
nachzuweisen. Die zweite Hauptaufgabe umfasste die massenspektrometrische
Charakterisierung der erzeugten Amycolatopsis balhimycina-Mutante mittels HPLC-
ESI-MS und -MS/MS.
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3 Grundlagen

3.1 Chromatographie

Das Prinzip der Chromatographie wurde 1903 erstmals von dem russischen
Botaniker Mikhail S. Tswett angewendet, der farbige Petroletherextrakie von
Pflanzen Uber CaCOs-Saulen in verschiedene Farbstoffe trennte. Aufgrund der
Tatsache, dass Russland zu dieser Zeit eher wissenschaftlicher Nebenschauplatz
war, erlebte die Chromatographie weltweit erst in den 40er Jahren des 20.
Jahrhunderts ihren  Durchbruch. Ganz allgemein versteht man unter
Chromatographie eine Trennmethode, bei der eine Substanzmischung mit Hilfe eines
Gas- oder Flussigkeitsstromes, der mobilen Phase, Uber eine stationare Phase
geleitet und dabei in ihre einzelnen Bestandteile aufgetrennt wird. Die Trennung
basiert auf den individuellen Wechselwirkungen der Mischungskomponenten mit der
stationaren Phase, die zu unterschiedlichen Retentionen und damit zu der
gewunschten Trennung fuhren.

Aus diesem Grundprinzip hat sich eine Vielzahl von Methoden entwickelt, die sich
nach  verschiedenen Kriterien einteilen lassen. Das  gebrauchlichste
Einteilungskriterium ist der Retentionsmechanismus. Grundsatzlich konnen so funf
verschiedene Chromatographiegrundtypen unterschieden werden. Bei der
Adsorptionschromatographie ergibt sich eine Trennung dadurch, dass Verbindungen
unterschiedlich stark an die feste, stationare Phase adsorbiert und wieder desorbiert
werden. Die Verteilungschromatographie nutzt dagegen eine flissige, stationare
Phase, die sich nicht mit der mobilen Phase mischt. Die Verbindungen verteilen sich
nun gemal ihrer Eigenschaften zwischen diesen beiden Phasen und wandern umso
langsamer, je besser sie sich in der stationaren Phase I|osen. Bei der
lonenaustauschchromatographie besitzt die stationare Phase geladene Gruppen, die
mit den zu trennenden Verbindungen Coulomb-Wechselwirkungen eingehen kénnen.
Die Affinitatschromatographie grindet auf spezifischen Wechselwirkungen, da sich
Bestandteile der stationaren Phase und die zu trennenden Verbindungen wie Ligand
und Rezeptor verhalten. Die Retention bei der Grolkenausschlusschromatographie
erklart sich dadurch, dass die Verbindungen je nach Gréf3e und Form unterschiedlich
stark in die Poren der stationaren Phase eindringen und sich so unterschiedlich

lange der Elution durch die mobile Phase entziehen.
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Die letztlich in der Praxis angewendeten Chromatographiearten lassen sich teilweise
gut durch einen der eben aufgezeigten Grundtypen beschreiben, teilweise liegen
aber auch zwei oder mehr Prinzipien gleichzeitig zugrunde.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Chromatographiearten verwendet, zum einen
die XAD-Adsorptionschromatographie (s. Abschnitt 4.2.17.1) und zum anderen die
reverse-Phase Hochdruckflissigchromatographie. Letztere soll im Folgenden

ausfuhrlich erlautert werden.

3.1.1 Reverse-Phase Chromatographie

In den Anfangen der Chromatographie wurden vornehmlich polare stationare Phasen
wie z.B. Papier, Cellulose oder Kieselgel verwendet, deren Oberflachen sich durch
die Anwesenheit von Hydroxygruppen auszeichnen. Das zu trennende
Substanzgemisch wird durch eine mobile Phase Uber diese Materialien geleitet, die
typischerweise aus einer der folgenden Ldsungsmittelkombinationen besteht:
Hexan/Ethylacetat, Chloroform/Methanol oder Toluol/Aceton. Die Zusammensetzung
dieser Losungsmittelkombinationen variiert dabei entweder mit der Zeit von unpolar
zu polar, dann spricht man von einer Gradiententrennung, oder sie bleibt konstant,
dann handelt es sich um eine isokratische Trennung. In jedem Fall eluieren in den
frihen Fraktionen unpolare und in den spaten Fraktionen polare Verbindungen, da
polare Wechselwirkungen mit der stationaren Phase eine Retention verursachen.
Diese Art der Chromatographie wird als Normalphasen-chromatographie bezeichnet.
Im Laufe der Zeit wurde allerdings festgestellt, dass bei manchen Trennproblemen
die hydrophilen Hydroxygruppen zu starke Wechselwirkungen mit den Analyten
eingingen, weshalb man diese mit langen Kohlenwasserstoffen veretherte und so
unpolare stationare Phasen erhielt. Dies war die Geburtsstunde der Umkehrphase-
oder Reverse-Phase Chromatographie. Heutzutage gibt es stationare Phasen mit
unterschiedlichem Hydrophobizitatsgrad, deren Kohlenstoffketten zwischen C1 und
C30 variieren konnen. Typischerweise verwendet man fur Proteine C4- bzw. C8-
Phasen und fur Peptide C8- bzw. C18-Phasen. Die Elution erfolgt mit
Wasser/Methanol- oder Wasser/Acetonitril-Gradienten, deren organischer Anteil mit
der Zeit ansteigt, so dass hydrophile Molekule in den frihen, vorwiegend wassrigen
und hydrophobe Molekule in den spaten, vorwiegend organischen Fraktionen
enthalten sind. Eine Besonderheit der Reverse-Phase Chromatographie ist der

optionale Einsatz von lonenpaar-Reagentien, die mit ihrem geladenen Molekulteil an
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die ionischen Seitengruppen der zu trennenden Verbindungen binden und durch
ihren ungeladenen Molekulteil deren Hydrophobizitat andern. Die entstandenen
lonenpaar-Komplexe zeigen ein anderes chromatographisches Verhalten, wodurch
die Trennung verbessert werden kann. Bei Peptiden werden routinemafig
Trifluoressigsaure (TFA) oder Ameisensaure eingesetzt.

Die Zuordnung zu einem der oben genannten chromatographischen Grundtypen fallt
bei der Normalphasenchromatographie leicht, da sie die typischen Merkmale der
Adsorptionschromatographie zeigt. Im Gegensatz dazu ist die Zuordnung bei der
Reverse-Phase Chromatographie vor allem bei besonders hydrophoben stationaren
Phasen nicht mehr eindeutig. Einerseits kann man die Interaktion mit den
Kohlenstoffketten durch hydrophobe Wechselwirkungen beschreiben, andererseits
existiert aber auch das Bild des ,Eintauchens® der Verbindungen zwischen die
ausgestreckten Kohlenstoffreste, was vor allem bei langen Ketten gut vorstellbar ist.
Folglich handelt es sich bei der Reverse-Phase Chromatographie um eine Mischform

aus Adsorptions- und Verteilungschromatographie.

3.1.2 Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC)

Die Bezeichnung Hochdruckflissigchromatographie beschreibt kein
Chromatographieprinzip, sondern die instrumentelle Umsetzung der
Chromatographie. Im Falle der Hochdruckflissigchromatographie werden kompakte,
kommerziell erhaltliche Chromatographiestationen eingesetzt, um durch erhdhten
Druck schnelle Trennungen mit hoher Auflésung zu erreichen. Aus diesem Grund
spricht man auch oft von Hochleistungsflissigchromatographie.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene HPLC-Anlagen verwendet, zum
einen eine praparative HPLC-Anlage (s. Abschnitt 4.2.17.2) und zum anderen eine
Kapillar-HPLC-Anlage. Letztere wurde in Kopplung mit einem Massenspektrometer

betrieben und soll deshalb im Folgenden kurz beschrieben werden.
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3.1.3 Kapillar-Hochdruckflissigchromatographie (Kapillar-HPLC)

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Kapillar-HPLC-Anlage von Agilent
Technologies (1100 Serie) umfasst die folgenden funf Module, die hauptsachlich
Uber fused silica-Kapillaren (100 bzw. 50 pum Durchmesser) verbunden sind:

- Stellplatz flr Losungsmittelflaschen

- Mikro-Vakuumentgaser

- binare hochdruckseitige Kapillarpumpe mit vier Zugangen und 100 pl Flusssensor

- Mikro-Wellplate-Probengeber mit 8 pl Injektionsschleife und Probenteller fir 100x2
ml Gefalle

- Dioden-Array-Detektor mit 500 nl Flusszelle

Anhand des in Abbildung 3-1 gezeigten Flussdiagrammes soll die Funktionsweise

dieser Kapillar-HPLC kurz beschrieben werden.

— /|

i kopl
Husszelle ﬂnjﬂtl:ilmvm'lil "_.._‘_‘l_I.

Abfall

Abbildung 3-1: Flussdiagramm der Kapillar-HPLC.""!

Die beiden fur die Erstellung des mobile-Phase-Gradienten notwendigen
Losungsmittel A und B werden uber zwei getrennte Pumpen A und B zunachst durch
den Mikro-Vakuumentgaser gefordert und anschliel3end gemischt
(,hochdruckseitiges” System). Neben dem Normalmodus, bei dem die Flussrate
durch die Kolbenleistung bestimmt wird und deshalb nur Flussraten > 100 pl/min

maoglich sind, kann die Kapillarpumpe auch im sog. Mikromodus betrieben werden. In
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diesem Modus wird von den Pumpen ein sog. Primarfluss erzeugt, von dem
allerdings nur ein Teil auf die Saule gelangt, wahrend der Rest abgesplittet wird.
Wichtig hierfur sind die Baueinheiten EMPV (electro-magnetic proportioning valve)
und Flusssensor, die das sog. EFC-(electronic flow control-)System bilden. Der
Flusssensor misst die Warmeleitfahigkeit und kann daraus sehr genau die Flussrate
ableiten. Voraussetzung ist allerdings die Angabe der verwendeten Ldsungsmittel
(bei Analyst Uber den ,flow sensor calibration table index®), da diese unterschiedliche
Warmekapazitaten besitzen. Der Flusssensor meldet sein Ergebnis an den
vorgeschalteten EMPV, der dementsprechend den Absplittvorgang sehr fein
regulieren kann. Dieses Prinzip erlaubt zum einen eine sehr prazise Forderung
niedriger Flussraten (< 100 pl/min) und zum anderen die schnelle Umsetzung von
Gradienten. Wenn die Kapillar-HPLC im Normalmodus betrieben werden soll, kann
man die Strecke uUber diese beiden Bauteile Uberbricken. Die Probenauftragung
erfolgt Uber ein Injektionsventil, wobei ein Greifarm die im Autosampler befindliche
Probe abholt, die anschlieRend von einer Nadel aufgezogen und injiziert wird. Das
Injektionsventil muss dafur zwei verschiedene Stellungen besitzen. Wahrend der
Probennahme selbst befindet sich das Injektionsventil in der sog. Nebenflussstellung,
bei der das Lésungsmittel auf direktem Weg (Anschluss 1 -> 6) zur Saule geleitet
wird und so ein Aufziehen der Probe durch die Nadel ermoéglicht wird. Anschliel3end
schaltet das Injektionsventil um in die sog. Injektionsstellung. Jetzt durchfliet das
Lésungsmittel die Probenschleife (Anschluss 1 -> 2) und transportiert so die Probe
zur Saule und anschlieffiend zum Dioden-Array-Detektor. In dieser Stellung verbleibt

das Injektionsventil bis zum Ende bzw. bis eine neue Probennahme erfolgt.
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3.2 Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie geht auf Arbeiten von J. J. Thomson im Jahr 1910 zurlck,
in denen er zeigen konnte, dass das Edelgas Neon aus einer Mischung der zwei
Isotope Ne-20 und Ne-22 besteht. Das Grundprinzip der Massenspektrometrie
umfasst drei in Reihe geschaltete Prozesse. In der lonenquelle werden aus den zu
untersuchenden Verbindungen isolierte lonen erzeugt, die anschliefend im
Analysator nach ihren Molekiilmassel’?-zu-Ladungs-(m/z-)Verhaltnissen getrennt
und schlieBlich im Detektor erfasst werden. Das so generierte Massenspektrum tragt
die Intensitat der lonen gegen die entsprechenden m/z-Verhaltnisse auf. Die
Anwendungen der Massenspektrometrie sind vielfaltig. Aus der Bestimmung der
Molekiilmassenl’? von Verbindungen kénnen bei geniigend hoher Auflésung bzw.
Massengenauigkeit sogar die Summenformeln abgeleitet werden. AuRerdem kdnnen
Uber Fragmentierungen der Verbindungen Informationen Uber deren Struktur
gewonnen werden. Neben diesen qualitativen Anwendungen konnen auch
Quantifizierungen mittels MS vorgenommen werden.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Massenspektrometer besitzt eine ESI-
lonenquelle und einen QTrap-Analysator, der eine Weiterentwicklung des Triple-
Quadrupol-Analysators ist. Die zugrunde liegenden Prinzipien dieser Bauteile sollen

im Folgenden kurz beschrieben werden.
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3.2.1 ESl-lonenquelle

ESI ist die AbklUrzung fur Elektrospray-lonisation und beschreibt eine sehr
schonende lonisierungsmethode, die zusammen mit MALDI (matrix-assisted-laser-
desorption/ionization) in den 80er Jahren die Massenspektrometrie im Bereich
biologischer Makromolekiile revolutioniert hat. Aus diesem Grund wurde 2002 der
Nobelpreis fur Chemie an die beiden Erfinder John B. Fenn und Koichi Tanaka
verliehen.

Der Begriff Elektrospray kommt daher, dass mit Hilfe eines elektrostatischen Feldes
eine Flussigkeit in viele kleine, geladene Tropfchen verspriht wird (s. Abbildung 3-2).

Anode Kathode

S} in-
B Potentialdifferenz Curtain-Gas

S

Taylor-Konus

|
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¥
|
|
f

= | Fliissigkeitsfilament Spray

|

|
Stahl- Orifice
kaplllare
Nebulizer-Gas

ATMOSPHARENDRUCK HOCHVAKUUM
Orifice-Platte

Interface-Platte

Abbildung 3-2: ESI-Prozess im Positivionen-Modus."

Im Gegensatz zu den meisten anderen lonisierungstechniken handelt es sich um
eine lonisation wunter Atmospharendruck. Die Probe wird dazu in einem
verdampfbaren Losungsmittel mit einem die lonisierung unterstitzenden Additiv z.B.
Methanol mit Ameisensaure (0,1 %) und als kontinuierlicher Flissigkeitsstrom in eine
Stahlkapillare eingeflihrt. Zwischen der Spitze dieser Stahlkapillare und dem Eingang
zum Analysator des Massenspektrometers liegt eine Spannung an. Je nach
Spannungspolung werden so Tropfchen mit positiven oder negativen Ladungen auf
der Tropfchenoberflache erzeugt und in Richtung des Analysators beschleunigt.
Unterstutzt wird dieser Sprayprozess durch koaxial zur Stahlkapillare ausstréomenden
Stickstoff (Nebulizer-Gas), wobei Scherkrafte zur effizienten Zerstaubung beitragen.
Die allgemeine Vorstellung zur Entstehung freier lonen aus geladenen Tropfchen ist,

dass das Ldsungsmittel nach und nach aus den Trépfchen verdampft und diese so

29



Grundlagen

eine kritische Grole erreichen, bei der die abstoRenden Coulombkrafte zwischen
den Oberflachenladungen nicht mehr durch die Oberflachenspannung kompensiert
werden konnen. Die Folge ist eine Reihe von sog. Coulomb-Explosionen, die zu
immer kleineren Tropfchen und schlieBlich zu freien lonen fuhren, die abhangig von
Grole und Art der Verbindung auch mehrfach geladen sein kdnnen. Der Prozess ist
so schonend, dass nahezu keine Fragmentierungen auftreten und daher grolde
Biomolekule ohne Probleme als Molekul-lonen detektiert werden kdnnen. Wichtig bei
dieser Art der lonisation ist die Realisierung des Ubergangs zwischen
Atmospharendruck in der lonenquelle und Hochvakuum (GréRenordnung: 107 torr
bzw. mbar) im Analysator. Dieser Ubergang wird auch als Interface bezeichnet und
umfasst zum einen eine Mikro6ffnung (orifice) und zum anderen das sog. Curtain-
Gas (Stickstoff), welches zwischen der orifice-Platte und der davor liegenden
Interface-Platte in den lonisierungsraum stromt. Dadurch werden Kollisionen mit dem
Elektrospray provoziert, was zum einen das ungewollte Eintreten von Neutralteilchen
in den Analysator verhindert und zum anderen die Desolvatisierung der lonen fordert.
Das in dieser Arbeit verwendete Massenspektrometer besitzt eine sog.
TurbolonSpray-Quelle, die als Besonderheit neben dem Nebulizer-Gas und dem
Curtain-Gas einen weiteren Gasstrom besitzt, der im 90°C-Winkel auf den
Flassigkeitsstrom trifft und so die Desolvatisierung der lonen auch bei relativ hohen

Flussraten ermdglicht.

3.2.2 Triple-Quadrupol-Analysator

Ein Quadrupol-Analysator besteht aus vier parallelen stabformigen Metallelektroden,
die kreisformig um eine z-Achse angeordnet sind und durch Anlegen eines
kombinierten Wechsel- und Gleichspannungsfeldes als sog. Massenfilter dienen.
Dies bedeutet, dass sie zu einem bestimmten Zeitpunkt nur lonen mit einem
bestimmten m/z-Verhaltnis auf einer stabilen oszillierenden Bahn zum Detektor
passieren lassen. Dieses Prinzip wurde 1953 von W. Paul und H. Steinwedel
entwickelt und soll im Folgenden beschrieben werden.

Die Spannungsfelder liegen so am Quadrupol an, dass gegenuberliegende Stabe die
gleiche Polaritat der Gleichspannung (U) und die gleiche Phase der
Wechselspannung (V'cos(2nft)) besitzen, wahrend nebeneinander liegende Stabe

entgegengesetzte Polaritat der Gleichspannung (-U) und eine um 180° versetzte
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Phase der Wechselspannung (-V'cos(2xft)) besitzen. Dadurch entsteht in der Nahe

der z-Achse folgendes elektrisches Potential:

Xz_yz

I,2

#(x, y,t) = (U + V- cos(27ft))-

Mithilfe einer geringen Beschleunigungsspannung werden die lonen in Richtung der
z-Achse in das elektrische Feld des Quadrupols geleitet. Dadurch werden
Bewegungen in der xy-Ebene hervorgerufen, die durch die folgenden

Bewegungsgleichungen beschrieben werden kdnnen:

— 726 = = 25U +V cos2r 1)) -
T

2
F =ma=md J =zea£= Zrze(U +V cos(2z ft))-y

y dt2 ay

m = Molekllmasse des lons
e = Elementarladung

z = Anzahl der Ladungen

Diese Bewegungsgleichungen konnen als Mathieusche lineare
Differentialgleichungen aufgefasst werden, wenn man folgende Substitutionen
vornimmt:
a - 2zeU und q= zeV
m(z fr)? m(z fr)*
Die Parameter a und q beschreiben die Beziehung zwischen dem lon mit den
Eigenschaften m, z und e und dem Quadrupol mit den Eigenschaften r, U, V und f.

Damit sehen die Bewegungsgleichungen wie folgt aus:

2

X

+(@a+2 2rft)x=0
e ) ( gcos2rx ft)
d’y —(a+2qcos2zft)yy=0
d(zft)’
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Es gibt zwei Arten von Lésungen fur die Mathieuschen Gleichungen, wobei einmal
eine stabile Bewegung durch den Quadrupol mit einer endlichen Amplitude
beschrieben wird und einmal eine Bewegung mit in x- und/oder y-Richtung
exponentiell anwachsender Amplitude. Fir lonen mit einem bestimmten m/z-
Verhaltnis gibt es bestimmte Werte flr die Parameter a und q, bei denen stabile
Bewegungen mdglich sind. Dies lasst sich in einem sog. Stabilitdtsdiagramm

darstellen, wie es in Abbildung 3-3 gezeigt ist.

a unstable region . o
scan line
My <My < my B
stable region of m, Rz :
stable region
- of m,
stable region of m R
3
q

Abbildung 3-3: Stabilititsdiagramm fiir das zweidimensionale Quadrupolfeld in x- und
y-Richtung.™¥

Aus den oben genannten Gleichungen flr a und g ergibt sich, dass das Verhaltnis

a/q immer gleich 2U/V ist:

a_ 22U mxfr)’ 2U
qg mzfr)y>  zeV \Y;

In der Praxis werden zum Scannen eines Massenbereichs die Gleichspannung U
und die Wechselspannungsamplitude V so erhéht, dass ihr Verhaltnis U/V und damit
a/lqg konstant bleibt. Dies entspricht einem Scannen entlang der im
Stabilitatsdiagramm gezeigten Arbeitsgeraden bzw. ,scan line“, wobei die Auflésung
m/Am von der Steigung dieser Geraden abhangt. Ist die Steigung Null, d.h. wird nur
eine Wechselspannung angelegt, konnen alle m/z-Verhaltnisse stabil den Quadrupol
durchqueren. Theoretisch ist die Auflosung maximal, wenn die Arbeitsgerade die
Spitze der Bereiche stabiler Oszillationen berihren wirde. Allerdings muss in der

Praxis von Anfangsgeschwindigkeiten der lonen in x- und y-Richtung sowie von
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Abweichungen von der idealen z-Richtung beim Eintritt in den Quadrupol
ausgegangen werden, was die Empfindlichkeit extrem herabsetzt. Aus diesem Grund
wahlt man die Arbeitsgerade etwas flacher, um neben einer ansprechenden
Auflésung auch eine akzeptable Empfindlichkeit zu erreichen.

Neben dieser mathematischen Betrachtungsweise gibt es auch noch eine etwas
anschaulichere Erklarung flr die Massenfilterfunktion eines Quadrupols. Durch
Anlegen der Wechselspannungen an jeweils zwei gegenuberliegende Stabe bauen
sich abwechselnd positive und negative Felder relativ zur Mittelachse auf. Im
Positivionen-Modus werden die lonen deshalb wahrend der positiven Phase zur
Mittelachse und wahrend der negativen zu den Staben beschleunigt. An eines der
beiden Paare gegenuberliegender Quadrupolstabe wird zusatzlich eine positive
Gleichspannung angelegt, an das andere eine negative Gleichspannung. Bei
schweren lonen uUberwiegt der Einfluss der Gleichspannung, so dass das Stabpaar
mit der negativen Gleichspannung zum Aussortieren zu grol3er Massen dient. Diese
werden von der negativen Gleichspannung so stark zu den Staben abgelenkt, dass
das Uberlagerte positive Feld der Wechselspannung nicht ausreicht, um sie wieder
Richtung Mittelachse zu beschleunigen. Bei leichten lonen sind die Verhaltnisse
umgekehrt, so dass das Stabpaar mit der positiven Gleichspannung zum
Aussortieren zu kleiner Massen dient. Diese werden vom negativen Feld der
Wechselspannung so stark zu den Staben abgelenkt, dass die Uberlagerte positive
Gleichspannung nicht ausreicht, um sie wieder Richtung Mittelachse zu
beschleunigen.

Ein Triple-Quadrupol-Analysator zeigt den in Abbildung 3-4 dargestellten Aufbau.

@i
Quadrupol 0 Quadrupol 1 Quadrupol 2 Quadrupol 3

Hilfs“-Quadrupol 1. Messquadrupel Kollisionszelle 2. Messquadrupol

gasdurchiassiger Quadrupol
zur Flhrung der lonen

Abbildung 3-4: Schematischer Aufbau eines TripIe-QuadrupoI-AnaIysators.[75]
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Dieser Analysatortyp besteht aus vier Quadrupolen, wobei nur Q1 und Q3 als
Messquadrupole verwendet werden. QO ist ein sog. ,Hilfs“-Quadrupol, der nur mit
Wechselspannung betrieben wird und deshalb von allen m/z-Verhaltnissen stabil
durchquert werden kann. Seine Aufgabe ist die Fokussierung der aus der
lonenquelle kommenden lonen in die Mitte des lonenpfades. Q2 ist ein mit N,
gefllliter Quadrupol, der je nach Experiment als Kollisionszelle oder in Analogie zu
QO als ,fokussierender Transportquadrupol® fungiert. Bei seiner Funktion als
Kollisionszelle findet eine Fragmentierung der lonen aufgrund von Stélien mit inerten
Gasatomen statt. Die Fragmentierungseffizienz kann durch Parameter wie kinetische
Energie der lonen und Gasdruck in der Kollisionskammer gesteuert werden.

Es gibt drei typische Experimente, die mit einem Triple-Quadrupol-Analysator

durchgefuhrt werden kdnnen (s. Abbildung 3-5).

Produkt-lonen-Analyse

Fa i | & Pl
L%/ LA ey el &

® —=
= & e
- L-v
| IR— | WO———
miz = konstant Fragmentierung m/z Scanning
Vorlaufer-lonen-Analyse
@1 @3
& e —
L
-
w———

m/z Scanning m/iz = konstant

Neutralveriust-Analyse

P & (T
r;-!: & ﬁ"‘-’a 2] &

@ e
b o
\
——
miz Scanning Fragmentierung miz Scanning

Abbildung 3-5: Drei typische Experimente eines Triple-Quadrupol-Analysators./"®
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Bei der Produkt-lonen-Analyse wird in Q1 ein bestimmtes m/z-Verhaltnis selektiert.
Dieses wird in Q2 fragmentiert und die dabei entstandenen Fragment-lonen in Q3
analysiert. Das erhaltene Produkt-lonen-Spektrum gibt Hinweise fur die
Strukturaufklarung der in Q1 selektierten Verbindung. Eine andere Aufgabenstellung
ist z.B. die Analyse einer Probe mit dem Ziel, Vertreter einer bestimmten
Verbindungsklasse zu identifizieren. Dabei nutzt man aus, dass Vertreter einer
Verbindungsklasse gemeinsame  Strukturmotive besitzen, die bei einer
Fragmentierung entweder typische Fragment-lonen oder typische Neutralverluste
erzeugen. Im ersten Fall bedient man sich der sog. Vorlaufer-lonen-Analyse, bei der
Q1 einen gewissen Massenbereich durchscannt und diese m/z-Verhaltnisse zeitlich
versetzt fragmentiert. Q3 ist allerdings nur auf das m/z-Verhaltnis des typischen
Fragment-lons eingestellt, so dass das erhaltene Vorlaufer-lonen-Spektrum nur m/z-
Verhaltnisse abbildet, die nach der Fragmentierung dieses typische Fragment-lon
ergeben haben. In Analogie dazu verlauft die Neutralverlust-Analyse, bei der Q1 und
Q3 parallel und um den typischen Neutralverlust versetzt scannen, so dass das
erhaltene Neutralverlust-Spektrum nur m/z-Verhaltnisse abbildet, die nach der
Fragmentierung um den typischen Neutralverlust kleinere Fragment-lonen ergeben
haben.

Neben diesen drei qualitativen Experimenten gibt es noch die sog. MRM-(multiple-
reaction-monitoring)Analyse, die zur Quantifizierung eingesetzt wird. Hierbei sind die
beiden Messquadrupole Q1 und Q3 auf bestimmte m/z-Verhaltnisse eingestellt, die
bei Q1 dem m/z der zu quantifizierenden Verbindung und bei Q3 dem m/z eines
intensiven und moglichst spezifischen Tochter-lons dieser Verbindung entsprechen.
Je nachdem, wie viele Verbindungen gleichzeitig quantifiziert werden sollen, kann
man unterschiedlich viele solcher lonenpaare angeben. Diese Art der Analyse ist
extrem empfindlich, da die Messzeit ausschliel3lich auf das interessierende bzw. die
interessierenden m/z-Verhaltnisse verwendet wird. Uberdies ist sie auch sehr
spezifisch, da zwei Auswahlkriterien herangezogen werden, namlich m/z des

Molekul-lons und m/z eines mdglichst spezifischen Tochter-lons.
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3.2.3 QTrap-Analysator

Der QTrap-Analysator ist eine Weiterentwicklung des Triple-Quadrupol-Analysators
und wurde von der Firma Applied Biosystems patentiert. Die Besonderheit an diesem
Analysatortyp ist, dass Q3 auch als sog. lineare lonenfalle verwendet werden kann,
woraus sich einige Vorteile ergeben. Bei einem Triple-Quadrupol hat man fir eine
MS-Analyse die Mdoglichkeit einer Q1-Analyse, bei der Q1 scannt und Q3 nur mit
Wechselspannung betrieben wird und so lonen aller m/z-Verhaltnisse passieren lasst
oder einer Q3-Analyse, die analog ablauft. Bei der QTrap kann man eine sog.
Enhanced MS-Analyse (EMS-Analyse) durchflihren, bei der Q1 alle lonen passieren
lasst und Q3 als lineare lonenfalle alle m/z zunachst sammelt und dann ausliest.
Diese MS-Analyse hat eine viel groflere Aufldsung und Empfindlichkeit als eine
Quadrupol-Analyse. Diese Vorteile kann man auch bei der sog. Enhanced Produkt-
lonen-Analyse (EPI-Analyse) nutzen, bei der die in Q2 erzeugten Fragment-lonen im
als lineare lonenfalle arbeitenden Q3 zunachst gesammelt und dann ausgelesen
werden. Neben diesen beiden verbesserten Versionen der MS-Analyse und Produkt-
lonen-Analyse gibt es eine Reihe von Experimenten, die in einem gewdhnlichen
Triple-Quadrupol-Analysator gar nicht durchfihrbar sind. Ein Beispiel hierfur ist die
MS®-Analyse, bei der eines der in Q2 gebildeten Fragmente im als lineare lonenfalle
arbeitenden Q3 isoliert und erneut fragmentiert wird. Die dabei entstehenden
Fragmente werden zunachst gesammelt und dann ausgelesen. Diese Funktion ist fur
Strukturaufklarungszwecke sehr hilfreich. Weitere mdgliche Experimente wurden in
der vorliegenden Arbeit nicht genutzt und sollen deshalb nur aufgezahlt werden:
Enhanced Multiply Charged-Analyse (EMC-Analyse), Enhanced Resolution-Analyse
(ER-Analyse) und Time Delayed Fragmentation-Analyse (TDF-Analyse).

Neben diesen zusatzlichen Experimenten gibt es zwei weitere Besonderheiten des
QTrap-Analysators. Bei der Verwendung von Q3 als lineare lonenfalle ist die Fullzeit
der lonenfalle ein wichtiger Parameter fur die Giute der Messung. Deshalb wurde die
Moglichkeit entwickelt, diese Fullzeit dynamisch an den momentanen lonenstrom aus
der Quelle anzupassen (dynamic fill time, DFT). Dieser lonenstrom wird durch eine
sehr schnelle Quadrupol-Analyse erfasst und dementsprechend eine passende
Fullzeit gewahlt. Die zweite Besonderheit wird QO-Trapping genannt und bedeutet,
dass die von der lonenquelle kommenden lonen wahrend der Scanzeit der linearen

lonenfalle nicht wie sonst verloren gehen, sondern von Q0 gesammelt werden. Dies
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fuhrt zu einer deutlich verbesserten Empfindlichkeit, was vor allem bei gering

konzentrierten Analyten entscheidend ist.

3.3 Kapillar-HPLC-ESI-QTrap-Kopplung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine HPLC-MS-Kopplung verwendet, bei der die in
Abschnitt 3.1.3 beschriebene Kapillar-HPLC-Anlage von Agilent Technologies (1100
Serie) mit der in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.3 beschriebenen ESI-QTrap2000 von
Applied Biosystems verbunden ist. Dieses System wurde Uber die Analyst-Software
des Massenspektrometers angesteuert, wobei die verwendeten Methoden in den
Abschnitten 4.2.18 und 4.2.19 beschrieben werden. Die auf einem HPLC-MS-System
gemessenen Analysen umfassen eine ganze Reihe von Massenspektren, die uber
die Zeit aufgenommen wurden. Darstellerisch wird dies in einem Chromatogramm,
dem sog. Totalionenstrom, wiedergegeben, der die Intensitaten aller m/z-
Verhaltnisse gegen die Zeit auftragt. Um die Auswertung zu erleichtern, gibt es die
Funktion des extrahierten lonenstromes. Dieses Chromatogramm tragt die Intensitat
eines gewunschten m/z-Verhaltnisses gegen die Zeit auf, so dass man leicht
erkennen kann, zu welchem Zeitpunkt die gesuchte Verbindung von der Saule

eluiert.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

411 Gerite

-80°C-Schrank
Brutschrank
Eismaschine

French Press

French Press Zelle

Geldokumentationsanlage
Heizblock

Horizontalkammer flr Agarose-
gelelektrophorese
HPLC-Anlagen

HPLC-Saulen

Hybridisierungsofen

Massenspektrometer

Medical Film Processor QX-150U

PCR-Maschine

Peristaltikpumpe

pH-Meter

Photometer

Schuttelinkubator

Spannungsquellen

Thermo Electron GmbH, Dreieich

BD 53; Binder, Tuttlingen

AF 80 AS; Scotsman Europe, Mailand, ltalien
SIM-AMINCO; SLM Instruments, Inc. Rochester, New
York, USA

40 K Cell (40000 psi, 35 ml); SIM-AMINCO; SLM
Instruments, Inc. Rochester, New York, USA
GelSystem Flexi 5020 S; biostep GmbH, Jahnsdorf
Thermomixer comfort; Eppendorf AG, Hamburg
Mini-Sub Cell GT; Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

1100-Series; Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Waldbronn

Fur Kapillar-HPLC: Jupiter 4u Proteo 90A (Vorsaule
30x1 mm, Hauptsaule 150x1 mm); Phenomenex,
Aschaffenburg

Fur Praparativ-HPLC: C18 Grom-Sil 300 ODS-5 (250x20
mm); Grom, Herrenberg

Hybaid Maxi 14; Thermo Electron GmbH, Dreieich
QTRAP 2000; Applied Biosystems Applera Deutschland
GmbH, Darmstadt

Konica

Primus25 advanced und Primus 96 advanced Gradient;
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Reglo-Analog MS-2/6-160; ISMATEC
Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld
pH/lon 510; Eutech Instruments Pte Ltd, Singapur
Ultrospec 2100 pro Classic; Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg

MULTITRON II; Infors GmbH, Einsbach

PowerPac Basic, PowerPac HC und PowerPac 1000;

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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Sterilbank

Taumeltisch

Vakuumblotapparatur
Vertikalkammer fur Polyacryl-
amidgelelektrophorese
Vortex

Waagen

Zentrifugen

4.1.2 Chemikalien

1 kB DNA-Leiter, GeneRuler
2-log DNA-Leiter, TriDye

Acetonitril

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung (30 % / 0,8 %)

Agar-Agar

Agarose Broad Range
Albumin Fraktion V
Ameisensaure
Ammoniumsulfat
Ampicillin, Natriumsalz
APS

Bacto Pepton

Benzamidin
Bromphenolblau, Natriumsalz
CaC|2X2H20

Casamino Acids

Holten Safe 2010; Thermo Electron, Dreieich
Polymax 1040 Neigungswinkel 5°; Thermo Electron,
Dreieich

Pharmacia, Freiburg

Mini-Protean 3; Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Reax top; Heidolph, Schwabach

EW 6000-1 M; Kern & Sohn GmbH, Balingen

XR 125SM; Precisa Instruments AG, Dietikon, Schweiz
Mikroliterzentrifuge Z233MK-2 mit Winkelrotor 220.87
V05; HERMLE GmbH, Wehingen

Tischkuhlzentrifuge Z383K mit Ausschwingrotor 221.08
V01 und Winkelrotor 220.78 V02; HERMLE GmbH,
Wehingen

Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main

LC-MS grade; Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Becton, Dickinson and Company,
Sparks, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Becton, Dickinson and Company,
Sparks, USA
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Coomassie Brillantblau G 250

CsCl

CuCl,

DMSO, flr die Molekularbiologie, = 99,9 %
DNA-Langenstandards VII, Digoxigenin-markiert

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

dNTP-Mix New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main

DTT Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

EDTA Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Eisessig Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Erythromycin, Base
Ethidiumbromid

Serva, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

FeCl;x6H,0 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Ficoll 400 Serva, Heidelberg

Glukose Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
HCI Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Hefeextrakt Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
IPTG Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
K:HPO4x3H,0 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
K>SO, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Kalbsthymus-DNA

Kaliumacetat

KH,PO, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Maleinsaure Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Mannitol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Methanol Hochschullieferung; Biesterfeld
Chemiedistribution GmbH, Hamburg

MgClx6H,0O Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
MnCl,x4H,0 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Na,B,O7x10H,0 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
NaCl Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
NaOH Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Natriumacetat Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
(NH4)sM07024x4H,0 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

N-Lauroylsarkosin (Na-Salz, 35 % Ldsung)

Amersham Bioscience, Freiburg
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
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Nutrient Broth No. 1

PEG1000

Phosphorsaure

PMSF

Polymin P

Prolin (L)

Protein-Leiter, prestained, PageRuler
Saccharose

Sephadex G50, 50-150 ym PartikelgréRe

pore size 500-10,000 fractionation range: M.W.

SDS

TEMED

TES

TFA

tri-Natriumcitratx2H,0

Tris

Triton X 100
Trypton/Pepton aus Casein
Tween 20

Wasser
XAD1180
X-Gal

ZnCl,

4.1.3 Bakterienstaimme

E. coli XL1 Bluel’™
E. coli ET12567!8

Fluka, Buchs

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
BASF, Ludwigshafen

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Sidzucker, Mannheim
Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Schweden

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
LC-MS grade; Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe

Amberlite; Rohm und Haas
Deutschland, Frankfurt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

exprimiert o-Fragment fur Blau-Weil3-Selektion: lacZAM15

methylierungsdefizient: dam” decm™ hsdM”

Anmerkung: Chloramphenicol bei Kompetentmachung

zugeben

A. balhimycinal?"#?!

A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante

diese Arbeit

41



Material und Methoden

41.4 Kits

A-Addition-Kit

DIG Luminescent Detection-Kit
NucleoSpin Tissue-Kit

PCR DIG labeling-Mix
peqGOLD Plasmid Miniprep-Kit |
pGEM-T-Easy-Vektorsystem
ProofStart DNA-Polymerase
SilverQuest Silver Staining-Kit
Taq DNA-Polymerase

QIAEX Il Gelextraktions-Kit
QIAGEN PCR Klonierungs-Kit (pDrive)
QIAquick Gelextraktions-Kit

415 Enzyme

DNasel

Lysozym
Restriktionsenzyme

RNase A
T4 DNA-Ligase

4.1.6 Oligonukleotide

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
MACHEREY-NAGEL GmbH, Diren
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Serva, Heidelberg

Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

Bezeichnung Sequenz (5°-> 37) PCR-Produkt
AACAATTGGCTAGCGAGGAC

Inslefts -MunIBmtl Insleft
ACCGCGTGGCAGCCCAAC
AAAAGCTTTCTAGAGGCCGC

Insleft3’-HindllIXbal Insleft
CTTCCCGGCGAAC

_ AACAATTGTCTAGAGAGCCG _

Insright5’-MunlXbal Insright
GTCACCGAGG
ATAAGCTTGCTAGCGAGGAC

Insright3’-Hind!l1Bmtl Insright
AGTCCGGCCGAGGTAG
AAGAATTCCGTGCGGGTGCG

Tarleft5"-EcoRI Tarleft
GCACCTCTAC
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Tarleft3’-HindllIBmtl

Tarright5’-MunlIBmtl

Tarright3'-XbalNcol

ermE links

ermE rechts
Modulinsertion links
Modulinsertion rechts
DIG-Sonde links
DIG-Sonde rechts

ATAAGCTTGCTAGCGAGGAC
AGTCCGGCCGAGGTAG
AACAATTGGCTAGCGAGGAC
ACCGCGTGGCAGCCCAAC
AATCTAGACCATGGCCTTGC
GGGTCGCTTCCACGCAGAC
GCACGCCTGGTCGATGTC
CTTCTCCCGCAACGACTT
ACGGTTACCTGGGCAACAC
GTCAGCGAGATCCCTTC
GATCGGCACTGGAATC
GTCAGCGAGATCCCTTC

Tarleft

Tarright

Tarright

~Erythromycinresistenz*
~Erythromycinresistenz*
~.Modulinsertion*
»,Modulinsertion®
DIG-Sonde

DIG-Sonde

Alle Oligonukleotide wurden von biomers.net GmbH, Ulm bezogen und vor dem

Gebrauch im angegebenen Volumen HyOgq steri in €iner Konzentration von 100

pmol/ul gelost.

4.1.7 Medien

Fur die Kultivierung von E. coli:

TY-Medium:

89
59
59

Far die Kultivierung von A. balhimycina:

R5:

103 g
10g
0,25¢
10,12 g
0149
59
574 ¢
2 ml

Trypton/Pepton aus Casein
Hefeextrakt
NaCl

Saccharose
Glukose

K2SO4
MgClx6H,0
Casamino Acids
Hefeextrakt
TES

Spurenelement-Losung

mit H2Ogeion, @auf 955 mL, pH 7,2; autoklavieren

danach sollen folgende, ebenfalls autoklavierte

Losungen steril zugesetzt werden:
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20 mL
10 mL
15 mL

FUr die direkte Transformation von A. balhimycina:

S27M-Medium: 5¢
39
739
frisch herstellen
TSB-Medium: 20 g
59
3,39
25¢g

CaClyx2H,0 (1 M)
KH2PO4 (0,5 %)
L-Prolin (20 %)

Bacto Pepton
Hefeextrakt

Mannitol

Bacto Pepton
NaCl
K2H PO4X3 Hzo

Glukose

Alle Medien wurden falls nicht anders angegeben mit HyOgeion auf 1 L aufgefullt und

autoklaviert. Fur die entsprechenden Festmedien wurden 15 g/L Agar zugesetzt.

4.1.8 Antibiotika und andere Medienzusatze

Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich, falls nicht anders angegeben, auf

die 1000x konzentrierte Stammldsung.

Ampicillin: 100 mg/mL in HyOgq, sterii, Sterilfiltrieren

Erythromycin: 50 mg/mL in H2O4q, steri, zum Lésen mit HCI auf pH 6,0;
sterilfiltrieren

IPTG (400x): 2 % in HyOgq, sterii, Sterilfiltrieren, vor Licht schutzen

X-Gal (400x): 2 % in DMF, sterilfiltrieren, vor Licht schitzen
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4.1.9 Losungen und Puffer

Fir die Stammhaltung von E. coli:

Glycerin-Lésung (20 %), autoklavieren

Fur die Kultivierung von A. balhimycina:

Spurenelement-Losung fur R5: 200 mg FeCl3;x6H,0

40 mg ZnCly

10 mg Na;B4O7x10H,0

10 mg (NH4)6M07024x4H,0
7,88 mg CuCly

10 mg MnClyx4H,0

mit H>Ogeion. @uf 1 L, autoklavieren

Fur die Gelelektrophorese von DNA:

DNA-Probenauftragspuffer (10x):10 mM Tris

5% Saccharose

0,02 % SDS

0,01 % Bromphenolblau
Ethidiumbromidfarbebad: 1 Spatelspitze Ethidiumbromid/200mL H2Ogyq
TAE-Elektrophoresepuffer: 40 mM Tris/HCI

20 mM Natriumacetat

1 mM EDTA

pH 7,8

Fur die Eckhardt-Lyse:

E-1-F-Probenauftragspuffer: 25¢g Saccharose
34 Ficoll 400
mit TAE-Puffer auf 100 mL und autoklavieren
10 mg RNase A
0,04 % Bromphenolblau

5 mg/mL Lysozym
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Fur die Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli:
CaCly-Lésung (50 mM und 100 mM), autoklavieren

Glycerin-Lésung (60 %), autoklavieren

FUr die direkte Transformation von A. balhimycina:
CaClyx2H,0 (3,68 %), autoklavieren
CsClI (4,17 M), autoklavieren, frisch herstellen
Kalbsthymus-DNA (7,5 pg/ul):  Kalbsthymus-DNA in H2Ogg, steril
im Ultraschallbad I16sen (5 min)
zentrifugieren (15 min, 16000 g)
Uberstand abnehmen und bei 100°C kochen
(20 min), auf Eis abkuhlen
Lagerung bei -20°C
MgCl; (0,2 M), autoklavieren
NB-Weichagar mit Erythromycin: 8 g Nutrient Broth
25¢g Agar
mit H2Ogeion. auf 500 mL, autoklavieren
Lagerung bei 60°C
vor Benutzung Erythromycin zusetzen (dabei das
Volumen der zu uberschichtenden Platte bertuck-
sichtigen und nicht nur das des NB-Weichagars)
PEG1000 (65 %), autoklavieren, frisch herstellen

R2L-Weichagar: 0,01g Casamino Acids
19 Glukose
0,5¢g Hefeextrakt
0,025¢g K2SO4
7,329 Mannitol
1,89 MgClox6H,0
0,79 Agarose

mit H2Ogeion, auf 82 mL, autoklavieren
Lagerung bei 60°C
vor Benutzung zusetzen
10 mL TES (0,25 M, pH 7,2)
8 mL CaClyx2H,0 (3,68 %)
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TE 10,1 Puffer: 10mM Tris/HCI
1 mM EDTA
pH 8,0

autoklavieren
TES (0,25 M, pH 7,2), autoklavieren

Fur das Stressprotokoll:
P-Puffer: 103 g Saccharose
mit H2Ogeion, auf 858 mL, autoklavieren
danach sollen folgende, ebenfalls autoklavierte

Losungen steril zugesetzt werden

2mL Spurenelement-Losung fur R5
100 mL TES (0,25 M, pH 7,2)
10 mL K2SO4 (0,14 M)
10 mL MgClax6H,0 (1 M)
10 mL KH2PO4 (0,54 %)
10 mL CaCl; (3,68 %)
Fur die Plasmidisolierung aus E. coli:

AL1: 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI
10 mM EDTA
pH 8,0

autoklavieren
20 pg/ml RNase A
Lagerung bei 4°C
AL2: 0,2N NaOH
1% (w/v)  SDS
frisch herstellen
AL3: 3M Kaliumacetat
2M Essigsaure
autoklavieren und Lagerung bei 4°C
Ethanol (70 % und 100 %), Lagerung bei -20°C
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Lysepuffer:

20 mM
2 mM
1%
pH 8,0

autoklavieren

Fur die Isolierung von Gesamt-DNA aus A. balhimycina:

Tris/HCI
EDTA
Triton X 100

kurz vor Verwendung zugeben

TE/10 % Saccharose-Ldsung:

20 mg/mL
10 mM

1 mM

10 %

pH 7,5

autoklavieren

Fur die Southern Blot-Hybridisierung:

0,1xSSC/0,1 % SDS
2xSSC/0,1 %SDS
20x SSC-Puffer:

Blocking-L6sung:

Denaturierungs-Lésung:

Detektionspuffer:

Farbe-Losung:

Hybridisierungs-L6sung:

3M
300 mM
pH 7,0

Lysozym
Tris/HCI
EDTA

Saccharose

NaCl
tri-Natriumcitratx2H,O

1 % Blocking-Reagenz in Maleinsaurepuffer

0,5M
1,5M
0,1M
0,1M
0,06 M
pH 9,5
10 pl
1 mL
25 mL
0,3 mL
0,2 mL
10 mL

NaOH

NaCl
Tris/HCI
NaCl
MgCl2x6H,0

CSPD-Losung/Kit (11,6 mg/mL)
Detektionspuffer

SSC (20x)
N-Lauroylsarkosin (35 %)
SDS (10 %)
Blocking-Lésung (10 %)
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Maleinsaurepuffer:

Neutralisierungs-Losung:

Waschpuffer:

0,1M Maleinsaure

0,15 M NaCl

pH 7,5 (mit NaOH Platzchen)

0,5M Tris/HCI

1,5M NaCl

pH 7,5

0,3 % Tween 20 in Maleinsaurepuffer

FUr die Isolierung nicht-ribosomaler Peptidsynthetasen:

Ammoniumsulfat-Losung (gesattigt):

Polymin P-LOsung:

Proteinisolierungspuffer:

Ammoniumsulfat
bei 4°C kaltstellen
50 g

in 100 mL HyOggq.

Dialyse gegen H;O4q, um Ethyleniminmonomere

Polymin P

zu entfernen

wenn pH auferhalb des Dialyseschlauchs nicht
mehr basisch wird, treten keine Monomere mehr
aus und die Dialyse kann beendet werden

Volumen und dartuber Konzentration bestimmen

mit HCI auf pH 7,0 neutralisieren

0,02 % Azid

bei 4°C kaltstellen
100 mM Tris/HCI
pH 8,0
15 % (w/v) Glycerin
0,3M NaCl

entgasen und bei 4°C lagern

kurz vor Verwendung zugeben

4 mM DTT

1 mM Benzamidin
1 mM PMSF

2 mM EDTA

Ultraschall zum Unterstitzen des Lésungsvorgangs
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Fur die Konzentrationsbestimmung nach Bradford:
1,1x Bradford-Stamml6sung: 100 mg
100 mL
50 mL
mit H,Oq4q. auf 1 L

Fur die Gelelektrophorese von Proteinen:
10x Elektrophoresepuffer: 25 mM
1,9M
1%

Coomassie Brillantblau G 250
Phosphorsaure (85 %)
Ethanol

Tris
Glycin
SDS

pH nicht einstellen (ergibt sich zu 8,9)

APS-Stammldsung: 100 mg/mL
Probenauftragspuffer: 3,75 mL
1,29
6 mL
6 mg
13,5 mL

Tris/HCI (1 M, pH 6,8)
SDS

Glycerin
Bromphenolblau
H2044

kurz vor Verwendung 1,5 mL DTT (1 M) zusetzen

Sammelgel (3 %): 1,236 mL
3,884 mL
6,3 mL
120 pl
30 pl
80 pl
Sammelgelpuffer: 0,25 M
pH 6,8
SDS-Stammldsung: 10 %
Trenngel (5 %): 3,8 mL
12,8 mL
5,74 mL
115 pl
57,5 pl
460 pl

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung
H2Oqq

Sammelgelpuffer
SDS-Stammldsung

TEMED

APS-Stammlosung

Tris/HCI

SDS
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung
H2044

Trenngelpuffer
SDS-Stammldsung

TEMED

APS-Stammldsung
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Trenngelpuffer: 1,5M Tris/HCI
pH 8,8

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Lésungen und Puffer mit HyOgeion.

hergestellt.

4.1.10 Sonstiges

Dialyseschlauch Servapor Serva Feinbiochemica GmbH

(MWCO 12000-14000)

Anmerkung: vor Verwendung in 0,2 % NaHCO3; kochen (10 min), mit H,Oq44. waschen

Nylonmembran Hybond N Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Roéntgenfilm Hyperfilm MP Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
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4.2 Methoden

4.21 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli zur Plasmidisolierung erfolgte in TY-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum zur Selektion bei 37°C und 150 rpm fur 16 h. Die
Kultivierungsgefalle richteten sich nach dem jeweiligen Kulturvolumen und damit
nach dem Bedarf an Plasmid.

Zur Stammhaltung von E. coli wurde eine 16 h alte FlUssigkultur (2 mL) pelletiert, in
20 % Glycerin-Losung (250 pl) resuspendiert und bei -20°C eingefroren. Idealerweise
wurde der Rest der Flussigkultur zur Plasmidisolierung und anschliel3ender

Auftragssequenzierung verwendet.

4.2.2 Kultivierung und Stammhaltung von A. balhimycina

Die Kultivierung von A. balhimycina erfolgte stets in Erlenmeyerkolben (500 mL), die
zur besseren Bellftung mit Schikanen und einer Metallspirale ausgestattet waren.
Diese Erlenmeyerkolben wurden mit 100 mL Medium beflllt, angeimpft und bei 28
bis 30°C und 220 rpm auf dem Schduttelinkubator inkubiert.

Fur die Produktion von Glykopeptiden und fur die Isolierung von nicht-ribosomalen
Peptidsynthetasen wurde R5 Medium verwendet. Die mit einem Agarbléckchen (1
cm?) oder aus einer Kryokultur beimpfte Vorkultur wurde nach zwei Tagen zum
Beimpfen der Hauptkultur verwendet (Inokulum 1 %). Die Kultivierungsdauer betrug
sechs Tage.

Fur die direkte Transformation wurde TSB-Medium verwendet. Die mit einem
Agarbléckchen (1 cm?) oder aus einer Kryokultur beimpfte Vorkultur wurde nach 24 h
zum Beimpfen der Hauptkultur verwendet (Inokulum 5 %). Die Kultivierungsdauer
betrug 52 bis 55 h.

FUr die Durchfihrung des Stressprotokolls, ausgehend von den single crossover-
Klonen, wurde R5-Medium ohne Erythromycin verwendet. Die mit einem
Agarbléckchen (1 cm?) oder aus einer Kryokultur beimpfte Hauptkultur wurde nach
48 bis 72 h Kultivierung verwendet.

FUr die Isolierung von Gesamt-DNA wurde R5-Medium verwendet. Die mit einem
Agarbléckchen (1 cm?) oder aus einer Kryokultur beimpfte Hauptkultur wurde nach

48 bis 72 h Kultivierung verwendet.
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Zur Stammhaltung von A. balhimycina wurde eine 48 h alte Flussigkultur in R5-
Medium entweder direkt bei -80°C eingefroren oder vorher mit 86 % Glycerin (1/6
Volumen der Kultur) versetzt. |dealerweise wurde der Rest der Flussigkultur zur
Isolierung von Gesamt-DNA verwendet, die mittels PCR oder Southern Blot-
Hybridisierung auf den Genotyp getestet wurde.

Im Allgemeinen wurde jede Kultur vor ihrer Verwendung mikroskopisch auf

Kontaminationen untersucht.

4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR st eine zyklische Methode zur in vitro-Amplifikation beliebiger
Nukleinsaureabschnitte. Sie wurde im Jahre 1983 von Kary B. Mullis entdeckt, 1986
verdffentlicht”™ und 1993 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet. Aufgrund
der zumindest theoretischen Moglichkeit, ausgehend von einem einzelnen DNA-
Molekul beliebig viele Kopien herzustellen, ist die PCR auch den derzeit
empfindlichsten, routinemallig einsetzbaren Analyseverfahren hinsichtlich ihrer
Sensitivitat weit Uberlegen.

Die Zyklen einer PCR umfassen drei Schritte, die bei unterschiedlichen
Temperaturen stattfinden. Im ersten Schritt (,Denaturierung®) erfolgt durch
Temperaturerhdhung typischerweise auf 92-98°C eine Trennung der DNA-
Doppelstrange. An die so erhaltenen Einzelstrange kénnen sich im zweiten Schritt
(,Annealing“) kurze Oligonukleotidprimer anlagern, wenn der Reaktionsansatz auf
eine durch die Primer (GC-Gehalt, Lange) vorgegebene Temperatur abgekuhlit wird.
Im dritten Schritt (,Elongation®) wird die Temperatur auf 72°C erhoht, was optimale
Bedingungen fur die DNA-Synthese durch thermostabile DNA-Polymerasen darstellt.
Je nach Bedarf kénnen DNA-Polymerasen mit unterschiedlichen Eigenschaften
verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit kamen folgende DNA-Polymerasen
zum Einsatz:

Die ProofStart DNA-Polymerase gewahrleistet eine sehr hohe Genauigkeit der PCR
aufgrund ihrer 3'-> 5°-Exonukleaseaktivitat. Diese Korrekturlesefunktion flhrt zu
PCR-Produkten mit glatten Enden und vor allem zur gewinschten niedrigen
Fehlerrate von ca. 3,0x10° falschen Basen pro Verdopplung des PCR-Produkts.

Der Tag-Polymerase fehlt die 3°-> 5’-Exonukleaseaktivitat, weshalb sie eine etwa um
den Faktor 10 grolere Fehlerrate besitzt. Allerdings besitzt sie eine sehr hohe

Syntheserate von ca. 2800 Nukleotiden pro min, was dazu fuhrt, dass sie viel und
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gerne verwendet wird. Neben ihrer templatabhangigen 5°-> 3’-Polymeraseaktivitat
besitzt sie auch noch eine templatunabhangige, die firr die A-Uberhange am 3°-Ende

verantwortlich ist, die in der sog. TA-Klonierung genutzt werden (s. Abschnitt 4.2.6.4).

4.2.3.1 PCR-Ansatze

Der folgende Ansatz mit der ProofStart DNA-Polymerase wurde fur die vier PCR-
Reaktionen Tarleft, Tarright, Insleft und Insright verwendet. Als Templat-DNA diente

ein das Balhimycin-Biosynthesegencluster tragendes Cosmid (Bezeichnung 4.3).

H204d, steri 32,5 pl
MgSO4 (25 mM) 5 ul
ProofStart Puffer (10x) 5ul
DMSO 3yl
dNTP-Mix (je 10 mM) 1 ul
Primer vorwarts (100 pmol/pl) 1 ul
Primer rackwarts (100 pmol/ul) 1 ul
Templat-DNA 1l
ProofStart DNA-Polymerase 0,5 ul

Der folgende Ansatz mit der Tag DNA-Polymerase wurde fur die KontrollPCRs
,=Erythromycinresistenz® und ,Modulinsertion verwendet. Als Templat-DNA diente

jeweils die Gesamt-DNA des zu testenden A. balhimycina Klons.

H204d, steri 37,75 pl
Reaktionspuffer S (10x) 5 pl
DMSO 3l
dNTP-Mix (je 10 mM) 1 ul
Primer vorwarts (100 pmol/pl) 1 ul
Primer rackwarts (100 pmol/ul) 1 ul
Templat-DNA 1l
Taq DNA-Polymerase 0,25 pl
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Der folgende Ansatz mit der Tag DNA-Polymerase wurde fiur die Herstellung der
DIG-Sonde fur die Southern Blot-Hybridisierung verwendet. Als Templat-DNA diente
das Transformationsplasmid pC5A5T4E4.

H2O4qq, steri 33,75 ul
Reaktionspuffer S (10x) 5ul
DMSO 3 ul
PCR DIG labeling-Mix 5 ul

(2 mM dA/C/GTP, 1,9 mM dTTP, 0,1mM DIG-dUTP)

Primer vorwarts (100 pmol/pl) 1 ul
Primer rackwarts (100 pmol/ul) 1 ul
Templat-DNA 1l
Taq DNA-Polymerase 0,25 pl

4.2.3.2 Kolonie-PCR

Bei den bisher beschriebenen PCR-Ansatzen lag die eingesetzte Templat-DNA
immer gereinigt vor. Wenn man allerdings viele Klone mit einer PCR untersuchen
mochte, kann man stattdessen auch ungereinigte Templat-DNA verwenden, die nur
mittels Erhitzen (10 min, 100°C) aus den in HyOg4q, steri (100 pl) aufgenommenen
Zellen freigesetzt wurde. Vor der Verwendung in der PCR wird dieser Ansatz auf Eis
abgekuhlt und abzentrifugiert (10 min, 16000 g). Statt wie sonst 1 pl missen
allerdings bei der Kolonie-PCR 10 bis 15 pyl Templat-DNA eingesetzt werden.

4.2.3.3 PCR-Programme

Zur Amplifikation von Tarright und Insright:

Schritt  Reaktion Temperatur Zeit

1 Initiale Denaturierung 94°C 2 min
2 Denaturierung 94°C 1 min
3 Annealing 56°C 1,5 min
4 Elongation 72°C 2 min
5 30x Schritt 2 bis 4

6 Finale Elongation 72°C 7 min
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Zur Amplifikation von Tarleft:

Schritt

oo O B~ WO DN -

Reaktion

Initiale Denaturierung
Denaturierung
Annealing

Elongation

30x Schritt 2 bis 4

Finale Elongation

Zur Amplifikation von Insleft:

Schritt

oo 0 A W N -

Reaktion

Initiale Denaturierung
Denaturierung
Annealing

Elongation

30x Schritt 2 bis 4

Finale Elongation

Temperatur
98°C
98°C
68°C
72°C

72°C

Temperatur
95°C
95°C
70°C
72°C

72°C

Zeit
30s
10s
30s

2,5 min

10 min

Zeit
2,5 min
30s

1 min

3 min

7 min

Zur Amplifikation von ,Erythromycinresistenz® und ,Modulinsertion®:

Schritt

oo g B~ WOWDN -

Reaktion

Initiale Denaturierung
Denaturierung
Annealing

Elongation

30x Schritt 2 bis 4

Finale Elongation

Temperatur
95°C
95°C
56°C
72°C

72°C

Zeit
2 min
30s
45 s

2 min

7 min
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Zur Amplifikation der DIG-Sonde flr die Southern Blot-Hybridisierung:

Schritt Reaktion Temperatur Zeit

1 Initiale Denaturierung 95°C 2 min
2 Denaturierung 95°C 30s
3 Annealing 49°C 45 s
4 Elongation 72°C 2 min
5 30x Schritt 2 bis 4

6 Finale Elongation 72°C 7 min

4.2.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgt in UV-durchlassigen
Klvetten mit 1 cm Schichtdicke bei A = 260 nm, dem Absorptionsmaximum der
Nukleinsauren. Eine Losung, die 50 pg/mL doppelstrangige DNA enthalt, besitzt
unter diesen Bedingungen eine Absorption bzw. optische Dichte (OD) von 1. Durch
Messung der ODys konnen so Konzentrationen unbekannter DNA-LOsungen
bestimmt werden, wobei das reine Losungsmittel zum Nullabgleich verwendet wird.

Es gilt folgende Formel zur Berechnung der DNA-Konzentration:

Konzentration [ug/mL] = OD2g x 50

Eine weitere Moglichkeit ist die photometrische Reinheitskontrolle von DNA-
Ldsungen, die darauf beruht, dass Proteine ein Absorptionsmaximum bei A = 280 nm
aufweisen. Eine reine DNA-Lésung besitzt einen OD2go/ODggo—Wert von 1,8,
Proteinkontaminationen reduzieren diesen Wert signifikant. Neben diesem
Quotienten dient auch der OD60/OD230—Wert zur Charakterisierung der Reinheit der
DNA-L6sung, da neben Peptidbindungen auch Tris, EDTA und andere Salze eine
Absorption bei A = 230 nm zeigen.

In der Praxis wird aulRerdem die ODs3po bestimmt, die zur Hintergrundkompensation
verwendet wird. Die Wellenlange A = 320 nm ist hierfur geeignet, da sie weit von den
Absorptionsmaxima von DNA und Protein bei A = 260 nm bzw. A = 280 nm entfernt

ist. Es gilt folgende Formel:

Konzentration [ug/mL] = (OD2g0-OD320) X 50
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4.2.5 Gelelektrophorese von DNA

Die Gelelektrophorese ist eine sehr wichtige Methode zur Analyse von DNA. Als
Tragermaterial wird vorwiegend Agarose, ein Polysaccharid, verwendet. Die
Phosphatgruppen der DNA liegen innerhalb eines sehr grolden pH-Bereichs negativ
geladen vor, so dass DNA eine konstante Ladungsdichte, also ein konstantes
Molekilmasse-zu-Ladungs-Verhaltnis besitzt. Deshalb ist die Wanderungs-
geschwindigkeit im elektrischen Feld in freier Losung fur alle DNA-Molekule in erster
Naherung gleich. In einer festen Gelmatrix hingegen treten Unterschiede in der
Wanderungsgeschwindigkeit auf, abhangig von der Moleklilgréfte und der Form der
DNA (superhelikal, relaxiert, doppelstrangig-linear oder einzelstrangig). Bei
doppelstrangig-linearer DNA besteht Uber einen weiten GroéfRenbereich eine
empirisch beobachtete lineare Abhangigkeit zwischen dem Logarithmus (logqo) der
DNA-Fragmentlange und der relativen Wanderungsdistanz im Gel. Superhelikale
DNA wandert in der Regel schneller, relaxierte DNA dagegen wesentlich langsamer
als doppelstrangig-lineare DNA. In der Praxis verwendet man sog. Langenstandards
oder DNA-Leitern zur Charakterisierung von Fragmentgrof3en. Um Diffusionsverluste
zu vermeiden, wird die DNA mit Hilfe sog. DNA-Probenauftragspuffer in die
Geltaschen aufgetragen, die neben Saccharose oder ahnlichen Verbindungen zur
Erhohung der Dichte auch Farbstoffe wie beispielsweise Bromphenolblau enthalten.
Diese wandern wahrend der Elektrophorese in Richtung Anode und bieten somit
einen Anhaltspunkt flr die Wanderung der DNA im Gel. Zur Detektion der DNA wird
in den meisten Fallen Ethidiumbromid verwendet. Dieser Fluoreszenzfarbstoff kann
aufgrund seiner planaren Struktur in v. a. doppelstrangige DNA interkalieren, wobei
die Wechselwirkung der aromatischen Ringe mit den heteroaromatischen Ringen der
DNA-Basen die Fluoreszenz verstarkt.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Gelelektrophorese 1 %-ige Agarosegele in
Horizontalkammern verwendet. TAE-Elektrophoresepuffer diente hierbei als Gel- und
Laufpuffer. Je nach Trennproblem wurde die Elektrophorese bei verschiedenen
Spannungen und unterschiedlichen Laufzeiten durchgeflihrt, wobei die Kombination
90 V und 30 min haufig verwendet wurde. Aus Laborsicherheitsgrinden wurden alle
mit dieser Arbeit verbundenen Agarosegele erst nach der Elektrophorese in einem
Ethidiumbromidbad angefarbt und unter UV-Licht einer Geldokumentationsanlage

analysiert bzw. fotografiert.
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4.2.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

Unter Klonierung versteht man allgemein die EinfiUhrung von DNA-Fragmenten in
Vektoren. Dieser Vorgang erfordert und bedingt eine Vielzahl zum Teil enzymatisch
katalysierter Schritte, wobei im Folgenden nur die in dieser Arbeit angewendeten

Reaktionen bzw. Methoden erwahnt werden sollen.

4.2.6.1 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen oder kurz Restriktionsenzyme (Typ Il) erkennen je nach
Spezifitat vier bis acht, normalerweise palindromische Basenpaare in einem DNA-
Doppelstrang und schneiden diesen meist innerhalb dieser Erkennungssequenz.
Nach dem Restriktionsverdau bleiben an den 5°-Enden der DNA-Fragmente fast
immer Phosphatreste zurick, die fur eine anschlieRende Ligation bendtigt werden,
wahrend die 3'-Enden lediglich Hydroxygruppen tragen. Neben der
Erkennungssequenz ist auch die Art der generierten Enden ein wichtiges
Charakteristikum eines Restriktionsenzyms. Wahrend manche Enzyme glatte Enden
(blunt ends) produzieren, kénnen andere 5°- bzw. 3’-Uberhangenden (sticky ends)
unterschiedlicher Lange generieren. In der Praxis dienen Restriktionsverdaus aber
nicht nur als Vorstufe fur Ligationsreaktionen, sondern kdnnen mit anschlieRender
Agarosegelelektrophorese auch zur Kontrolle von DNA-Konstrukten verwendet
werden. Die kauflich erhaltlichen Restriktionsenzyme liegen vorwiegend in einer
Konzentration von 10 units/pl vor, wobei eine unit definiert ist als die Enzymmenge,
die 1 yg DNA in 1 h bei der angegebenen Temperatur in einem 50 pl Ansatz
vollstandig verdaut.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur analytische Zwecke folgender Ansatz verwendet

und 1 h bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert:

DNA-L6sung (s. Abschnitt 4.2.9) 5 bis 7 yl
Restriktionspuffer 1l

evil. 100x BSA 0,1 pl
Restriktionsenzym 1l

H2Oqd, steri auf 10 pl auffiillen
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Fur praparative Zwecke, d.h. wenn anschlieend mit einem oder mehreren
Fragmenten weitergearbeitet werden sollte, wurde ein groRerer Ansatz verwendet,

der 2 bis 5 h bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert wurde:

DNA-L6sung (s. Abschnitt 4.2.9) 20 pl
Restriktionspuffer 4 pl

evtl. 100x BSA 0,4 pl
Restriktionsenzym 4 pl

H204d. steril auf 40 pl auffullen

Fur die Southern Blot-Hybridisierungen musste Gesamt-DNA von A. balhimycina in
praparativem Malstab verdaut werden. Hierzu wurde folgender Ansatz bei der vom
Hersteller angegebenen Temperatur 16 h inkubiert:

DNA-L6sung (s. Abschnitt 4.2.10) 53 pl

Restriktionspuffer 7 ul

evtl. 100x BSA 0,7
Restriktionsenzym 5 pl

H2O4qq, steri auf 70 pl auffillen

Ein Restriktionsverdau mit zwei Restriktionsenzymen, ein sog. Doppelverdau, wurde
unter Zugabe beider Restriktionsenzyme durchgefuhrt. Bezlglich des
Reaktionspuffers musste in diesen Fallen ein Kompromiss gefunden werden, was in

schwierigen Fallen mit Hilfe von Testeinzelverdaus erfolgte.

4.2.6.2 Reinigung von DNA durch Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion

Nach PCR-Reaktionen oder Restriktionsverdaus wird das gewunschte PCR-Produkt
bzw. Restriktionsfragment  haufig mittels  Agarosegelelektrophorese  von
unerwunschter DNA getrennt und anschliefend aus dem Gel extrahiert. Um Schaden
an der DNA zu vermeiden wird hierbei das Agarosegel nur leicht mit Ethidiumbromid
angefarbt und die Zeit unter UV-Licht moglichst kurz gehalten. Nach dem
Ausschneiden der gewlinschten DNA-Bande aus dem Gel mit einem Skalpell wird
die DNA aus dem Gel extrahiert. In einigen Fallen wurde von den die DNA
enthaltenden Spuren nur eine gefarbt, dadurch die Hohe der gewlnschten DNA-
Bande bestimmt und damit die ungefarbte DNA aus den restlichen Spuren

ausgeschnitten. Fir die Gelextraktion sind verschiedene Kits im Handel erhaltlich,
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wobei in der vorliegenden Arbeit das QIAquick Gelextraktions-Kit sowie das QIAEX I
Gelextraktions-Kit verwendet wurden. In beiden Fallen muss zunachst das
ausgeschnittene Agaroseblockchen aufgelost werden. Dies geschieht in Analogie zu
der von Vogelstein und Gillespie®®® 1979 vorgeschlagenen Methode, Agarose mit
Hilfe chaotroper Salze wie z.B. Natriumiodid zu lésen. Dies geschieht durch das
Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Zuckerresten der
Agarose. In der damit hergestellten Gegenwart hoher Konzentrationen chaotroper
Salze adsorbiert DNA an Silikagel. Man versucht dieses Phanomen mit einer
Modifikation der Struktur des Wassers zu erklaren.®'! An dieser Stelle unterscheiden
sich die beiden Kits bei der praktischen Durchfiihrung, wobei das Silikagel beim
QIAquick Gelextraktions-Kit als Membran in einer Saule und beim QIAEX Il
Gelextraktions-Kit in partikuldarer Form vorliegt. Im ersten Fall kbnnen so die
Losungen leicht durch Zentrifugation die Saule passieren und mit ihr in
Wechselwirkung treten. Im zweiten Fall sind die Silikagelpartikel direkt in den
Losungen suspendiert und konnen durch Pelletieren und Abpipettieren leicht wieder
von selbigen getrennt werden. Kontaminationen wie z.B. Agarose und
Ethidiumbromid treten nicht in Wechselwirkung mit dem Silikagel und kénnen durch
Waschschritte entfernt werden. Die abschlieRende Elution der DNA erfolgt im
Gegensatz zur Adsorption bevorzugt bei niedrigen Salzkonzentrationen und eher
basischem pH (Tris-Puffer oder Wasser), wobei Erwarmung des Elutionsmittels auf
60°C die Effizienz erhoht. Die genaue praktische Durchfuhrung in der vorliegenden

Arbeit erfolgte jeweils nach den Herstellerangaben.

4.2.6.3 A-Addition

Mit TA-Klonierung bezeichnet man eine haufig verwendete Methode, bei der PCR-
Produkte mit A-Uberhang leicht in einen Vektor mit T-Uberhang kloniert werden
konnen. Wahrend DNA-Polymerasen ohne 3°-> 5°-Exonukleaseaktivitat, z.B. die
Tag-Polymerase, meist diesen unspezifischen A-Uberhang synthetisieren, erzeugen
DNA-Polymerasen mit 3'-> 5’-Exonukleaseaktivitat ausschlieBlich glatte Enden. Um
bei damit erzeugten PCR-Produkten die Methode der TA-Klonierung auch anwenden
zu konnen, bedient man sich der sog. A-Addition. Die Firma Qiagen nutzt hierzu nach
eigenen Angaben eine ,Art Klenow-Fragment®, welches in Anwesenheit von dATP

die gewiinschten A-Uberhénge generiert. Wie den Herstellerangaben zu entnehmen
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ist, sollen 0,15 bis 1,5 pmol PCR-Produkt in die Reaktion eingesetzt werden, wobei

sich folgender Ansatz ergab, der 30 min bei 37°C inkubiert wurde:

PCR-Produkt <8 ul
5x QIAGEN A-Addition Master-Mix 2 ul
H2Oqd, steri auf 10 pl auffillen

4.2.6.4 TA-Klonierung

Fur das bereits in Abschnitt 4.2.6.3 beschriebene Prinzip der TA-Klonierung wurden
in der vorliegenden Arbeit die zwei Klonierungsvektoren pDrive und pGEM-T-Easy
verwendet. Die Herstellerempfehlungen raten zu einem funf- bis zehnfachen molaren
Uberschuss an PCR-Produkt gegeniiber dem Klonierungsvektor pDrive und zu
einem molaren Verhaltnis von 1:1 beim Klonierungsvektor pGEM-T-Easy. Hieraus

ergaben sich folgende in der vorliegenden Arbeit verwendete Ansatze.

pDrive:

PCR-Produkt bzw. A-Addition-Ansatz 1 bis 4 pl
pDrive-Klonierungsvektor (50 ng/ul) 1 ul

2x Ligation Master Mix 5ul

H2Oqd, steri auf 10 ul auffillen
pGEM-T-Easy:

PCR-Produkt bzw. A-Addition-Ansatz 1 bis 3 pl

pGEM-T-Easy-Klonierungsvektor (50 ng/ul) 1 pl
2x Rapid Ligation Puffer, T4 DNA-Ligase 5ul
T4 DNA-Ligase 1 ul
H20O4d, steri auf 10 pl aufflllen

Nach Inkubation (16 h) bei langsamem Abkuhlen von 30°C auf 4°C und
anschlielfender Transformation in CaCl,-kompetente E.coli XL1 Blue (s. Abschnitt
4.2.7.1) wurden die Zellen auf Ampicillin-Platten ausgestrichen. Bei den auf Ampicillin
wachsenden Klonen war somit die Existenz eines Klonierungsvektors in E.coli XL1
Blue sichergestellt, allerdings nicht die erfolgreiche TA-Klonierung eines PCR-
Produkts in den Klonierungsvektor. Zur Selektion auf dieses Ereignis bedient man

sich der sog. Blau-Weil-Selektion. Das Prinzip dieser Selektion beruht darauf, dass
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die Klonierungsstelle in einem Gen liegt, welches durch die Insertion eines PCR-
Produktes inaktiviert wird. Bei diesem Gen handelt es sich um das lacZ’-Gen,
welches das N-terminale o-Fragment der p-Galaktosidase kodiert, welches
zusammen mit dem vom Bakterien-Stamm exprimierten o-Fragment LacZAM15 eine
B-Galaktosidaseaktivitat besitzt. Setzt man den TY-Platten Isopropyl-B-D-
thiogalaktopyranosid (IPTG) zur Induktion und 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galaktopyranosid (X-Gal) als Substrat zu, so kann die p-Galaktosidaseaktivitat X-Gal
zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydrolysieren, wobei letzteres vom
Luftsauerstoff zum tiefblauen Farbstoff 5,5 -Dibrom-4,4"-dichlor-indigo oxidiert wird.
Wurde das lacZ’-Gen allerdings durch Insertion eines PCR-Produktes inaktiviert, so

bleiben die Klone weil.*?!

4.2.6.5 Eckhardt-Lyse zur Untersuchung von Klonen

Hinter dem Namen Eckhardt-Lyse®®! verbirgt sich ein Verfahren zur schnellen
Untersuchung von vielen Klonen. Statt des normalen Prozederes von Anzucht in
Flussigmedium, nachfolgender  Plasmidisolierung,  Restriktionsverdau  und
Gelelektrophorese kann man hier die Klone direkt von Platte gelelektrophoretisch
untersuchen. Von jedem Klon werden einige Zellen in 20 uyl des speziellen
Probenauftragspuffers E-1-F aufgenommen und vom darin enthaltenen Lysozym
lysiert. Diese Proben werden auf ein Agarosegel aufgetragen, das neben 1 %-
Agarose aullerdem 0,2 % SDS enthalt. In den ersten 15 min wird die
Gelelektrophorese nur bei 15 V betrieben. In dieser Zeit wird die Zelllyse durch den
elektrophoretischen Transfer des negativ geladenen SDS in die Geltaschen
komplettiert. AnschlieRend erfolgen weitere 40 min bei 80 V. Nach Abwaschen des
SDS wird das Gel im Ethidiumbromidbad gefarbt und eine unter UV-Licht analysiert
bzw. fotografiert. Typischerweise kann man die leeren Klonierungsvektoren deutlich
von den weiter oben laufenden Klonierungsvektoren mit aufgenommenem PCR-
Produkt unterscheiden. Die entsprechenden Klone werden dann nach den Ublichen

Protokollen auf die Identitat des aufgenommenen PCR-Produkts hin untersucht.
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4.2.6.6 Ligation

Unter Ligation versteht man das Verknupfen von DNA-Strangen. Als Standardenzym
findet hierbei die T4 DNA-Ligase Verwendung, die sowohl glatte als auch
Uberhangende Enden doppelstrangiger DNA unter ATP-Verbrauch miteinander
verbindet, indem sie Phosphodiesterbindungen zwischen den 3°-OH- und den 5°-
Phosphatenden ausbildet.

In der vorliegenden Arbeit wurde die T4 DNA-Ligase von Biolabs verwendet, die eine
Konzentration von 400 units/pl fir Gberhangende Enden aufweist. Die Menge 1 unit
fur Uberhangende Enden ist definiert ist als die Enzymmenge, die 2,4 pmol
uberhangende Enden in 30 min bei 16°C in einem 20 yl Ansatz zu 50 % ligiert. In der
Praxis wurde ein Ligationsansatz gewahlt, der etwa 500 ng Vektor-DNA sowie den
zweifachen bis dreifachen molaren UberschuR an Insert-DNA umfassen sollte. Die
eingesetzten Volumina an Vektor-DNA und Insert-DNA wurden je nach Konzentration
und GroRe von Vektor-DNA und Insert-DNA gewahlt:

Vektor DNA X ul
Insert-DNA X ul
T4 DNA-Ligase 1l
10x T4 DNA-Ligase Reaktionspuffer 1 ul
H2Oqd, steri auf 10 ul auffillen

Dieser Ansatz wurde 3 h bei 25°C inkubiert.

4.2.7 DNA-Transfer in Bakterien

Beim DNA-Transfer in Bakterien unterscheidet man prinzipiell zwischen
Transduktion, Konjugation und Transformation. Wahrend Transduktion die
Ubertragung von DNA von Viren auf Bakterien und Konjugation den Austausch von
DNA zwischen Bakterien Uber eine sich ausbildende Plasmabricke beschreibt,
versteht man unter Transformation die Aufnahme freier DNA in Bakterien. Die
Aufnahme freier DNA ist mit wenigen Ausnahmen nur nach einer Vorbehandlung des
Empfangerbakteriums moglich. Eine bakterielle Zelle, die zur Transformation befahigt
ist, wird auch als kompetente Zelle bezeichnet. Fur E. coli gibt es mehrere Methoden
der Kompetentmachung, wobei in der vorliegenden Arbeit die klassische CaCl,-

Methode verwendet wurde.®” Die Transformation in A. balhimycina erfolgte in der
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vorliegenden Arbeit durch die sog. direkte Transformation. Beide Methoden sollen im

Folgenden beschrieben werden.

4.2.7.1 Herstellung von und Transformation in CaCl,-kompetente E. coli

Die Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli basiert auf der Behandlung mit einer
hohen Konzentration divalenter Kationen, hier Ca?*, bei Temperaturen nahe dem
Gefrierpunkt.® Die Hintergriinde der dabei ablaufenden Vorgénge konnten jedoch
bis heute nicht vollstandig aufgeklart werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
zunachst eine Hauptkultur des gewinschten E. coli-Stammes in TY-Medium (100 ml)
mit einer 16 h alten Vorkultur beimpft (1 % Inokulum) und bei 37°C bis zu einer ODs7g
von 0,5 — 0,8 auf dem Schittelinkubator kultiviert. Die Hauptkultur wurde durch
Zentrifugation (10 min; 4.200 g, 4°C) pelletiert und der Uberstand quantitativ
verworfen. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis und mit gut vorgeklhlten
Lésungen. Das Pellet wurde durch vorsichtiges Triturieren mit steriler CaCl,-Lésung
(5 ml; 100 mM) resuspendiert und erneut pelletiert. Nach Resuspension in eiskalter
steriler CaCly-Losung (40 ml; 50 mM) und erneuter Zentrifugation (10 min; 4.200 g,
4°C) wurde das Pellet in eiskalter steriler CaCl,-Lésung (1,85 ml; 100 mM)
aufgenommen und flr 16 h auf Eis inkubiert. Dieser Schritt sollte die Kompetenz der
Zellen verbessern und dadurch die Transformationseffizienz erhdhen. Die
kompetenten Zellen wurden anschliellend entweder direkt zur Transformation
eingesetzt oder nach Zugabe von Glycerin-Losung (60 %; “4-Volumen des Ansatzes)
zur Lagerung im -80°C-Schrank eingefroren.

Zur Transformation von DNA in CaCl,-kompetente E. coli wurde in der vorliegenden
Arbeit das Protokoll von Sambrook und Russell angewendet.® Die kompetenten E.
coli-Zellen (200 ul) wurden auf Eis aufgetaut und mit der zu transformierenden DNA
(1 bis 10 pl) versetzt. Nach Inkubation auf Eis (30 min) schloss sich ein Hitzeschock
(90 s) bei 42°C an, wobei man davon ausgeht, dass die Aufnahme der DNA bei 0°C
stattfindet und durch den Hitzeschock beendet wird. Nach Beendigung des
Hitzeschocks wurde sofort TY-Medium (1 ml) zugegeben und 40 min bei 37°C zur
Entwicklung der eingebrachten Resistenz inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt (1 min; 21.000 g) wurde der Uberstand nahezu quantitativ
entfernt, das Zellpellet im Rucklauf (ca. 100 pl) resuspendiert und auf einer TY-Platte

mit dem entsprechenden Antibiotikum mit einer sterilen Glaspipette (1 ml)
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ausplattiert. Die Platten wurden anschlieRend bei 37°C im Brutschrank inkubiert (16

h bzw. bis das Wachstum einzelner Kolonien beobachtet werden konnte).

4.2.7.2 Direkte Transformation von A. balhimycina

Die Methode der direkten Transformation wurde zum ersten Mal 1991 fir den Stamm
Amycolatopsis (Nocardia) mediterraneil® beschrieben und seither auBerdem auf die
Stamme Nocardia lactamdurans®”! und Amycolatopsis methanolica’®® angewendet.
Die direkte Transformation hat ihren Namen daher, dass Plasmid-DNA direkt in
Mycel anstatt wie normalerweise bei Streptomyceten Ublich in Protoplasten
transformiert wird. Die Anwesenheit von Alkalimetallkationen wie Cs® und
Polyethylenglykol ist fur diese Methode absolut essentiell, wobei die Zugabe von
Kalbsthymus-DNA als Carrier die Transformationseffizienz drastisch erhoht. Da bei
A. balhimycina keine Regenerierung der Protoplasten erreicht werden konnte, kam
auch hier die direkte Transformation zum Einsatz. Pelzer et al. publizierten 1997 ein
auf A. balhimycina optimiertes Protokoll,®® welches auch in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurde.
- Kultivierung wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben
- 25 mL Kultur pelletieren (10 min, 4200 g)
- Pellet in TE1g1-Puffer (25 mL) waschen und dazu mit steriler Glaspipette

resuspendieren
- Pellet in TE1o 1-Puffer (1,0 mL) aufnehmen und Aliquots herstellen (100 ul)
- Zugabe zu jedem Ansatz in dieser Reihenfolge und vorsichtig mischen:

- 10 pl MgCl; (0,2 M)

- 60 yl CsCl (4,17 M)

- 4 ul Kalbsthymus-DNA (7,5 pg/ul)

- 26 ul Transformationsplasmid pC5A5T4E4

- 200 pl PEG1000 (65 %)
- Inkubation bei 30°C (40 min)
- Zugabe von S27M-Medium (1 mL) und mischen
- Zellen pelletieren (4 min, 6000 g) und Uberstand verwerfen
- erneute Zugabe von S27M-Medium (1 mL), mischen
- Zellen pelletieren (4 min, 6000 g) und Uberstand verwerfen
- Zellen in S27M-Medium (400 ul) aufnehmen und zusammen mit 2,5 mL R2L-

Weichagar auf einer S27M-Platte verteilen, trocknen (15 min)
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- Inkubation bei 30°C (14 bis 16 h)

- Platte mit Erythromycin-haltigem NB-Weichagar (3 mL) Uberschichten

- Inkubation bei 30°C, bis die Klone deutlich sichtbar werden (ca. 8 Tage)

Um sicher zu sein, dass die Klone wirklich Erythromycin-resistent sind, wurden sie

noch einmal auf Erythromycin-haltigen R5-Platten ausgestrichen.

4.2.8 Stressprotokoll zur Forcierung von homologen Rekombinationsereig-
nissen in A. balhimycina

Da eine homologe Rekombination in A. balhimycina relativ selten auftritt, wurde von

Puk et al. 2002 ein sog. Stressprotokoll publiziert, welches die Wahrscheinlichkeit fur

ein solches Ereignis drastisch erhoht.*® Zum Ausiiben des nétigen Stresses wird

zum einen Hitze (37°C) und zum anderen eine Ultraschallbehandlung angewendet.

AnschlielRend erfolgt ein Protoplastierungsschritt, der zum einen die Zellen vereinzelt

und damit fur einen eindeutigen Genotyp sorgt und zum anderen selbst als Stress

angesehen werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde folgendes Vorgehen

gewahlt, um double crossover-Ereignisse zu forcieren:

- Kultivierung wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben, allerdings erfolgen die letzten
16 h bei erhohter Temperatur (37°C)

- Ultraschallbehandlung der Kultur (10 min)

- 25 mL Kultur pelletieren (10 min, 25900 g)

- Pellet in P-Puffer (20 mL) mit frisch zugesetztem Lysozym (10 mg/mL)
resuspendieren

- Inkubation bei 30°C und 80 rpm auf dem Inkubationsschuttler, regelmallige
Mikroskopkontrolle der Protoplastierung

- bei deutlichem Fortschritt der Protoplastierung (ca. 1 bis 1,5 h), Ansatz 3x mit
Glaspipette (20 mL) aufziehen und ohne Druck auslaufen lassen

- Pelletierung der Mycelreste (7 min, 800 g)

- Uberstand mit P-Puffer versetzen (5 mL) und vorsichtig mischen

- Pelletierung der Protoplasten (10 min, 4200 g) und Uberstand verwerfen

- Protoplastenpellet in P-Puffer waschen (7,5 mL)

- Protoplasten im Rulcklauf resuspendieren und in verschiedenen
Verdlinnungsstufen auf R5-Platten ohne Selektion ausstreichen (unverdinnt,
1:10, 1:100, 1:1000)

- Inkubation bei 30°C, bis die Klone deutlich sichtbar werden (1 bis 2 Wochen)
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Die Klone wurden jeweils auf Erythromycin-haltige R5-Platten und auf R5-Platten
ohne Selektion Uberimpft. Da die gewunschten double crossover-Klone die
Erythromycinresistenz verloren hatten, konnten sie durch ihr Wachstum auf R5-
Platten ohne Selektion und durch das Ausbleiben des Wachstums auf Erythromycin-

haltigen R5-Platten erkannt werden.

4.29 Plasmidisolierung aus E. coli

Zur Plasmidisolierung aus E. coli wurden in der vorliegenden Arbeit zwei Protokolle
verwendet. Wahrend Protokoll 1 mit ausschlie3lich selbst hergestellten Lésungen die
kostengunstigere Variante darstellte, erbrachte Protokoll 2 unter Verwendung des
peqGOLD Plasmid Miniprep-Kits | Plasmid-DNA von hoherer Reinheit. Beide
Protokolle fuhren den bakteriellen Zellaufschluss sowie die Abtrennung genomischer
DNA iber die sog. alkalische Lyse herbei, die auf Arbeiten von Birnboim und Doly®®”!
zuruckgeht. Die so erhaltene Plamid-DNA-L6sung wird im Fall von Protokoll 1 Uber
eine Ethanolfallung aufkonzentriert, wahrend Protokoll 2 durch die Verwendung von
Silikagelsaulen (Prinzip s. Abschnitt 4.2.6.2) neben der Konzentrierung auch einen
weiteren Reinigungsschritt beinhaltet. Die Durchfihrung von Protokoll 2 erfolgte
gemal den Herstellerangaben. Die Durchfliihrung von Protokoll 1 sowie die in den
einzelnen Schritten ablaufenden Prozesse sollen im Folgenden kurz beschrieben
werden.
- Abzentrifugation (1 min, 16000 g) einer 16 h Flussigkultur (2 ml)
- Resuspension des Pellets in AL1 (100 ul)
- Zugabe von AL2 (200 ul) und Umdrehen des Reaktionsgefalies (5x)
Durch das in AL2 vorhandene alkalische Milieu sowie die Anwesenheit des
Detergens SDS wird die Lyse der Bakterienzellen herbeigeflhrt. Bei diesen
alkalischen Bedingungen kommt es zur Denaturierung sowohl der
genomischen DNA als auch der Plasmid-DNA, wobei sich die beiden Strange
eines zirkuldren Plasmids aufgrund ihrer Topologie nicht vollstandig
voneinander trennen koénnen. Parallel dazu baut die in AL1 enthaltene
RNase A die freigesetzte RNA ab.
- Zugabe von AL 3 (150ul), Umdrehen des Reaktionsgefalles (3x) und
Inkubation auf Eis (3 bis 5 min)
Durch Zugabe der sauren Kaliumacetat-Lésung AL3 wird die Ldsung

neutralisiert, wodurch es zur Renaturierung der DNA kommt. Wahrend sich die
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Plasmid-DNA vollstandig renaturieren kann, kommt es bei der genomischen
DNA zur unspezifischen Verknipfung mehrerer Strange und damit zu deren
Prazipitation. Wegen der hohen Kaliumacetat-Konzentration fallen auf3erdem
Protein-SDS-Komplexe aus.

- Zentrifugation (5 min, 16000 g) zur Prazipitatabtrennung

- Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal, Zugabe von 100
% Ethanol (2 Volumen) und Vortexen
Das Prinzip der Ethanolfallung beruht darauf, dass DNA in Gegenwart
monovalenter Kationen in Ethanol einen unldslichen Niederschlag bildet.

- Zentrifugation (5 min, 16000 g) zur Fallung des Niederschlags

- Waschen der DNA in 70 % Ethanol (1 ml), um mitgefalltes Salz zu entfernen

- Trocknen der DNA bei 60°C

- Lésen der DNA in H2Oqq. sterit (50 i)

4.2.10 Isolierung von Gesamt-DNA aus A. balhimycina

Bei der Isolierung von Gesamt-DNA mussen hauptsachlich zwei Aufgaben erfullt
werden: Aufschluss der Zelle und Reinigung der Gesamt-DNA bzw. Abtrennung von
vor allem Protein.

Der Zellaufschlufd erfolgt typischerweise durch Zugabe von Detergenzien wie z.B.
SDS, wobei bei Bakterien auRerdem Lysozym zum Abbau der Zellwand zugegeben
werden mul3. Fur die Abtrennung der Proteine von der DNA gibt es unterschiedliche
Maoglichkeiten, z.B. das Ausschitteln mit gepuffertem Phenol oder mit gepuffertem
Phenol und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1). Durch die Pufferung I0st sich die DNA
nicht in der Phenolphase, sondern verbleibt in der wassrigen Phase. Die Proteine
denaturieren jedoch durch das Phenol und sammeln sich entweder in der sog.
Interphase zwischen der wassrigen DNA-L6sung und der Phenolphase an oder sie
I6sen sich in der Phenolphase. Diese Phenolextraktion reicht aber nicht fur die
Abtrennung des kompletten Zellproteins, weshalb man sich des Enzyms Proteinase
K bedient. Diese Methode kann als Erganzung oder auch geruchsfreie Alternative
zur Phenolextraktion verwendet werden. Proteinase K ist eine Subtilisin-verwandte
Serinprotease, die Proteine proteolytisch bevorzugt C-terminal von aromatischen,
aliphatischen oder hydrophoben Aminosauren spaltet. Bei langen Inkubationszeiten
und hohem Uberschuss kann der Verdau bis zu den freien Aminosauren fiihren. Eine

dritte Moglichkeit ist die Verwendung von Guanidinium-Hydrochlorid, welches zum
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einen den Zellaufschlu® unterstitzt und zum anderen Proteine vollstandig

denaturiert.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Isolierung von Gesamt-DNA aus A.

balhimycina ausschlie3lich mit Hilfe des NucleoSpin Tissue-Kits von MACHEREY-

NAGEL. Dieses Kit verwendet alle oben beschriebenen Prinzipien aulier der

Phenolextraktion. Stattdessen kommen Silikagelsaulchen zum Einsatz. Das Prinzip

der DNA-Bindung an Silikagel wurde ausfuhrlich in Abschnitt 4.2.6.2 beschrieben.

Durch die bei diesem Reinigungsschritt auftretenden Scherkrafte wird die

hochmolekulare genomische DNA zwar zum Teil in kleinere Bruchstlicke zerlegt, die

erhaltene Qualitat der genomischen DNA reicht aber fir Anforderungen wie PCR und

Southern Blot-Hybridisierung aus. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete

Protokoll soll im Folgenden beschrieben werden:

- Kultivierung wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben

- Pelletieren von 2 mL Kultur (5 min, 19000 g)

- Pellet in TE/10 % Saccharose-Ldsung (500 pl) waschen

- Pellet in Lysepuffer (170 ul, je nach PelletgroRe eventuell mehr)
resuspendieren

- Inkubation bei 37°C (50 min)

- Zugabe von Proteinase K (25 ul)

- Inkubation bei 56°C (2 bis 3 h) im schuttelnden Heizblock (800 rpm)

- Zugabe von RNase A (40 mg)

- Inkubation bei 22°C (5 min)

- Zugabe von Puffer B3 (200 uL) und mehrmaliges Umdrehen

- Inkubation bei 70°C (10 min) unter mehrmaligem Umdrehen

- Partikel pelletieren (5 min, 11000 g)

- Uberstand mit Ethanol versetzen (210 pL), sofort umdrehen

- Auftragen auf Silikagelsaulchen und durchzentrifugieren (1 bis 5 min, 11000 g)

- Waschen mit Puffer BW (500 pl, 1 min, 11000 g)

- Waschen mit Puffer BS (600 pl, 1 min, 11000 g)

- Trocknen (3 min, 11000 g)

- Zugabe von 70°C warmem Puffer BE (100 pl)

- Inkubation bei 22°C (1 min)

- Elution (3 min, 11000g) in ein neues Reaktionsgefal
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4.2.11 Southern Blot-Hybridisierung

Die Methode der Southern Blot-Hybridisierung geht auf Versuche von E. Southern
aus dem Jahre 1975 zuriick®" und umfasst mehrere Schritte. Zunachst wird die zu
untersuchende DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen verdaut und die dadurch
entstehenden DNA-Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das eigentliche
Blotting erfolgt im nachsten Schritt und beschreibt den Transfer der DNA-Fragmente
aus dem Gel auf eine Membran. Vorher wird das Gel in einer alkalischen Lésung
inkubiert, um eine Denaturierung der DNA in Einzelstrange zu erreichen, was flr die
Hybridisierung nach dem Blotting essentiell ist. Nach einem Neutralisierungsschritt ist
die Vorbehandlung des Gels abgeschlossen und der DNA-Transfer auf die Membran
kann erfolgen. Die treibende Kraft fur den Transfer kdnnen neben einem elektrischen
Feld oder einem angelegten Vakuum auch Kapillarkrafte sein, wobei in der
vorliegenden Arbeit ein Vakuumblot durchgefiuhrt wurde. Die am meisten
verwendeten Membranen sind Nylonmembranen, deren Aminogruppen auf der
Oberflache durch UV-Bestrahlung kovalente Bindungen zu den Thymidinresten der
DNA-Fragmente eingehen und sie so fest fixieren. Die so auf Membran geblotteten
DNA-Fragmente werden im nachsten Schritt der Hybridisierung mit einer
spezifischen DNA-Sonde unterzogen. Ein sich anschlieRender Waschschritt soll
unspezifisch an der Membran gebundene DNA-Sonde entfernen, um eine hohe
Hintergrundfarbung zu vermeiden. Fur die Detektion der Hybridisierungsereignisse
gibt es eine Vielzahl an Mdglichkeiten, wobei in der vorliegenden Arbeit die
Digoxigenin-Strategie verwendet wurde. Die dafur notwendige DNA-Sonde wird Uber
eine PCR-Reaktion hergestellt, der neben den gewohnlichen Nukleotiden auch
Digoxigenin markierte dUTPs sog. DIG-dUTPs zugesetzt werden. So entsteht eine
DIG-markierte DNA-Sonde, die nach der Hybridisierung durch einen DIG-
spezifischen Antikdrper mit gekoppeltem Enzym, welches eine detektierbare
Reaktion katalysiert, lokalisiert werden kann. Um eine unspezifische Bindung des
Antikdrpers an die Membran zu vermeiden, wird die Membran vor Zugabe des
Antikoérpers mit einer Blocking-Lésung inkubiert. In der vorliegenden Arbeit wurde zur
Detektion das DIG Luminescent Detection-Kit verwendet. Dieses Kit enthalt den
gegen Digoxigenin gerichteten AntikOrper mit einer gekoppelten alkalischen
Phosphatase (Anti-DIG-AP), Blocking-Reagenz und CSPD als Substrat. Die
alkalische Phosphatase katalysiert die Dephosphorylierung von CSPD zu einer

metastabilen Verbindung, die unter Chemilumineszenz (A = 477 nm) zerfallt. Diese
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kann zur Detektion verwendet werden, z.B. durch Auflegen und anschliel’ende

Entwicklung eines Roéntgenfiims. Die praktische Durchfihrung der Southern Blot-

Hybridisierung erfolgte in der vorliegenden Arbeit wie im Folgenden beschrieben:

Isolierung von Gesamt-DNA gemaf Abschnitt 4.2.10

Restriktionsverdau von Gesamt-DNA gemal’ Abschnitt 4.2.6.1
gelelektrophoretische Auftrennung unter Verwendung DIG-gelabelter DNA-
Leitern

Gel kurz in Ethidiumbromidbad farben und fotografieren

Gel mit Denaturierungs-Losung (250 mL) auf Taumeltisch inkubieren (2x20
min)

Gel mit Neutralisierungs-Losung (250 mL) auf Taumeltisch inkubieren (2x20
min)

Vakuumblotting:

- Blot gemal} den Herstellerangaben der Vakuumblotapparatur aufbauen

- Gel mit 20x SSC bedecken und Vakuum anlegen (50 mbar)

- nach 50 min Blot abbauen und Orientierung der Membran markieren
Membran an der Luft trocknen

UV-Bestrahlung der Membran (2 min)

Membran mit der DNA nach innen in Hybridisierungsglasgefal geben, so dass
die folgenden Schritte im Hybridisierungsofen unter standiger Rotation
durchgefuhrt werden kdnnen

Membran bei 68°C mit Hybridisierungs-Lésung (20 mL) vorinkubieren (1,5 bis
2 h)

die gelgereinigte DIG-Sonde (Herstellung s. Abschnitt 4.2.3) bei 100°C
denaturieren (10 min) und auf Eis abkihlen

Membran bei 68°C mit Hybridisierungs-Lésung (20 mL) und DIG-Sonde (80
MI) inkubieren (16 h)

Membran bei 22°C mit 2xSSC/0,1 %SDS (50 mL) waschen (2x10 min)
Membran bei 68°C mit 0,1xSSC/0,1 %SDS (50 mL) waschen (2x15 min)
Membran bei 22°C mit Waschpuffer (50 mL) waschen (5 min)

Membran bei 22°C mit Blocking-Losung (20 mL) inkubieren (30 min)

Membran bei 22°C mit Blocking-L6sung (20 mL) und Anti-DIG-AP-L6sung (1
ul) inkubieren (30 min)

Membran bei 22°C mit Waschpuffer (50 mL) waschen (2x15 min)
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Membran mit Detektionspuffer (50 mL) aquilibrieren (3 min)

Membran mit Detektionspuffer (1 mL) und CSPD-Lésung (10 pl) benetzen,
zwischen zwei Folien legen, mit Alufolie vor Licht schutzen und bei 22°C
inkubieren (5 min)

Uberschussige Losung ausstreichen, Folien versiegeln

Inkubation bei 37°C (5 min)

Rontgenfilm auf die Membran auflegen und unter Lichtausschluss inkubieren
(45 min)

Roéntgenfilm entwickeln

73



Material und Methoden

4212 Is_olierung von nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen aus A. balhimy-
cina

Da die nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen intrazellular in A. balhimycina vorliegen,
mussten die Zellen zunachst aufgeschlossen werden. Bei Gram-positiven Bakterien
sind die dafur gangisten Methoden die enzymatische Lyse der Zellwand mittels
Lysozym und der Zellaufschluss mittels French Press, wobei letztere bei A.
balhimycina verwendet wurde. Die Durchfuhrung erfolgte in einem sog.
Proteinisolierungspuffer, dessen Zusatze fir die Integritdt der Proteine sorgten.
Neben dem reduzierenden Agens DTT, welches die Oxidation der Proteine durch
Luftsauerstoff verhinderte, waren mehrere Proteaseinhibitoren enthalten. Aufgrund
der hochmolekularen DNA wies der so erhaltene Zellaufschluss eine sehr zahfllissige
Konsistenz auf. Die Abtrennung der DNA erfolgte durch enzymatische Zerkleinerung
der DNA mittels DNasel und anschlieRende Fallung mittels Polymin P. Diese stark
basische Substanz aggregiert aufgrund ihrer Ladung mit der entgegengesetzt
geladenen DNA und fuhrt so zu deren Fallung. Allerdings darf die Konzentration an
Polymin P nicht zu hoch gewahlt werden, da sonst auch Proteine mitgefallt werden.
Im nachsten Schritt wurden die Proteine mit Ammoniumsulfat gefallt, was auch als
»Aussalzen“ bezeichnet wird. Ammoniumsulfat eignet sich daftr besonders, da es als
antichaotropes Salz hydrophobe Effekte und somit die Proteinaggregation fordert.
Um das so erhaltene Proteinpellet zum einen vom Ammoniumsulfat-Salz zu befreien
und zum anderen in seine verschiedenen Bestandteile aufzutrennen, wurde eine
Grollenausschlulichromatographie mit Sephadex G50-Material angeschlossen. Das
zugrunde liegende Prinzip beruht darauf, dass kleine Molekille in die Poren des
Materials eindringen kdénnen und dadurch mehr Zeit fur den Durchtritt durch die
Saule brauchen als groRe Molekile, die an den Poren vorbei direkt von der Saule
eluiert werden konnen. Diese Strategie eignete sich besonders fur die nicht-
ribosomalen Peptidsynthetasen, da sie zu den grofdten Proteinen einer Zelle gehdren
und somit vor anderen Molekulen in den ersten Fraktionen von der Saule eluiert
werden.

Die praktische Durchfuhrung dieser Schritte erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach
folgendem Protokoll, wobei von jeder Stufe Proben genommen wurden, die mittels
Bradford-Konzentrationsbestimmung den  Aufreinigungsverlauf dokumentieren

sollten:
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Vorbereitung der Sephadex G50-Saule:

- 4 g Saulenmaterial in H2Og4q4. (100 mL) quellen lassen (16 h)
- entgasen am Wasserstrahlvakuum

- in Glassaule giel3en und langsam absetzen lassen

- vor Verwendung mit Proteinisolierungspuffer aquilibrieren

Kultivierung von A. balhimycina wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben

von diesem Schritt an sollte moglichst immer bei 4°C bzw. auf Eis gearbeitet werden

Ernten der Zellen durch Abzentrifugieren (4200 g, 30 min), sofort
weiterverarbeiten oder bei -80°C einfrieren

4 g Zellen (Nalgewicht) zweimal in Proteinisolierungspuffer waschen

Zellen in Proteinisolierungspuffer (15 mL) resuspendieren

Zellaufschluss in der vorgekuhlten French Press (10000psi)

Spatelspitze DNasel und MgCl, (Endkonzentration 10 mM) zugeben
Inkubation auf Taumeltisch, bis zahflussiger Charakter der Losung
verschwunden ist (0,5 h)

Zentrifugation (27000 g, 1 h)

DNA aus dem Uberstand mit Polymin P (Endkonzentration 0,05 %) fallen (1 h)
Zentrifugation (27000 g, 0,5 h)

Proteine aus dem Uberstand mit Ammoniumsulfat (Endkonzentration 66 %
Sattigung) fallen (2,5 h)

Zentrifugation (27000 g, 0,5 h)

Proteinpellet in Proteinisolierungspuffer (2 mL) resuspendieren
Proteinsuspension auf eine Sephadex G50-Saule auftragen und mit
Proteinisolierungspuffer eluieren

Fraktionen sammeln: Totvolumen, danach immer 1 mL Fraktionen
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4.2.13 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach
Bradford

Bei der quantitativen Proteinbestimmung nach Bradford handelt es sich um die
empfindlichste, auf einer Farbereaktion beruhende Methode, die allerdings fir
verschiedene Proteine sehr unterschiedliche Ergebnisse liefern kann.® Das Prinzip
beruht darauf, dass der blaue Saurefarbstoff Coomassie Brillantblau G 250 in
Gegenwart von Proteinen und in saurem Milieu sein Absorptionsmaximum von A =
465 nach A = 595 nm verschiebt. Der Grund hierfur ist wahrscheinlich die
Stabilisierung des Farbstoffs in seiner unprotonierten, anionischen Sulfonatform
durch Komplexbildung mit Proteinen. Der Farbstoff bindet dabei recht unspezifisch
an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine, vor allem an
Arginin. Als Mal} fur die Protein-Konzentration kann deshalb die Absorption bei einer
Wellenlange zwischen A = 570 und A = 610 nm herangezogen werden. Als Referenz
wird die Absorption einer Leerprobe des verwendeten Puffers ohne Protein
gemessen und auf Null gesetzt. Um die Genauigkeit der Ergebnisse zu erhdhen,
werden in der Praxis Mehrfachbestimmungen durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer Bradford-Stammlésung gearbeitet, die den
zu untersuchenden Proben zugegeben wurde. Nach Inkubation (10 min) bei 22°C
wurde die Absorption dieser Ansatze bei A = 570 nm gemessen.

Um eine grobe Abschatzung der Absolutkonzentrationen vornehmen zu konnen,
wurde eine Kalibriergerade mit Albumin erstellt. Dazu wurden ausgehend von zwei
unabhangig voneinander hergestellten Albumin-Stammlésungen (1 mg/mL) in
Proteinisolierungspuffer zwei Konzentrationsreihen erstellt. Das zugehdrige

Pipettierschema ist in Tabelle 2 abgebildet.

Tabelle 2: Herstellung einer Albumin-Konzentrationsreihe aus einer 1 mg/mL
Stammlosung.

Albumin-Konzentration [ug/mL] Zugabe Stammlésung [ul] Zugabe Proteinisolierungspuffer [ul]
10 10 990
25 25 975
50 50 950
100 100 900
250 250 750
500 500 500
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Die Albumin-Lésungen (10 pl) wurden mit 1,1x Bradford-Stammlésung (100 ul)
versetzt und bei 22°C inkubiert (10 min). Anschliel’iend wurde von allen Ansatzen die
Absorption bei A = 570 nm im Photometer mittels Dreifachbestimmung gemessen.

Die Messwerte sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Bestimmung der Absorptionen der zwei Albumin-Konzentrationsreihen bei A
= 570 nm. Jede Probe wurde dreimal gemessen und anschlieBend der Mittelwert
ermittelt. AbschlieRend wurden die Mittelwerte der beiden Messreihen gemittelt.

Messreihe 1 Messreihe 2
Albuminkonz. ) ) ) ) Mittelwert aus
g/l Dreifachbest. Mittelwert Dreifachbest. Mittelwert Messreihe 1 und 2
0 (Referenz) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,023 0,011
10 0,039 0,035 0,034 0,032 0,034
0,043 0,051
0,041 0,062
25 0,051 0,051 0,075 0,071 0,061
0,062 0,075
0,116 0,122
50 0,113 0,118 0,118 0,122 0,120
0,125 0,127
0,220 0,225
100 0,218 0,219 0,216 0,220 0,219
0,219 0,218
0,446 0,452
250 0,477 0,464 0,453 0,459 0,461
0,468 0,473
0,593 0,645
500 0,633 0,625 0,636 0,633 0,629
0,649 0,617

Die Mittelwerte der beiden Messreihen wurden gemittelt und gegen die
entsprechenden Albumin-Konzentrationen aufgetragen. Wie man in Abbildung 4-1
sieht, sinkt die Linearitat zwischen Konzentration und Absorption bei steigenden
Werten.
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Konzentrations-Absorptions-Diagramm fiir Albumin
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Abbildung 4-1: Konzentrations-Absorptions-Diagramm fiir Albumin. Es sind die
ermittelten Absorptionswerte bei A = 570 nm gegen die entsprechende Albumin-
Konzentration in pg/mL aufgetragen. Die Werte sind aus zwei unabhingigen
Messreihen gemittelt, wobei jede einzelne Probe dreimal vermessen wurde.

Deshalb wurden zur Bestimmung der Kalibriergeraden durch den Ursprung auch nur
die Albumin-Konzentrationen bis einschlieRlich 250 ug/mL bertcksichtigt. Daraus
ergab sich folgende Geradengleichung, die zur naherungsweisen Bestimmung der
Protein-Konzentration ~ wahrend der Isolierung  der  nicht-ribosomalen

Peptidsynthetasen herangezogen wurde:

Absorptionszonm = 0,0019 x Albumin-Konzentration [ug/mL]

Albumin-Konzentration [ug/mL] = Absorptionszonm : 0,0019
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4.2.14 Gelelektrophorese von Proteinen

Die Gelelektrophorese ist nicht nur eine wichtige Methode zur Analyse von DNA,
sondern auch von Proteinen. Allerdings gibt es einige grundlegende Unterschiede
zwischen diesen beiden Gelelektrophoresearten, die auf der Verschiedenheit der
beiden Verbindungsklassen beruhen. Fur die meisten Proteine sind Agarosegele zu
grol3porig, weshalb man hier typischerweise vertikale Polyacrylamid-Gele verwendet.
Die radikalische Kopolymerisation zwischen Acrylamid und dem Quervernetzer N,N’-
Methylenbisacrylamid wird hierbei durch den Radikalstarter Ammoniumperoxodisulfat
(APS) und den Radikallbertrager Tetramethylethylendiamin (TEMED) gesteuert. Die
in der vorliegenden Arbeit verwendete Elektrophoresemethode wird als
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Disk-SDS-PAGE)
bezeichnet, was im Folgenden kurz erlautert werden soll: Da Proteine im Gegensatz
zu DNA ganz unterschiedliche Nettoladungen aufweisen kdnnen, bedient man sich
des anionischen Detergens SDS, welches sich uber hydrophobe Wechselwirkungen
an die Proteine anlagert und so fur ein konstantes Molekllmasse-zu-Ladungs-
Verhaltnis sorgt. Dadurch ist es mdglich, alle Proteine in Laufrichtung Anode
aufzutrennen. Weiterhin charakteristisch ist, dass mit zwei verschiedenen Gelzonen
gearbeitet wird, dem sog. Sammel- und Trenngel. Im Sammelgel gilt das
Elektrophoreseprinzip der Isotachophorese, die sich durch ein diskontinuierliches
Puffersystem aus Tris/Chlorid (pH 6,8) im Sammelgel und Tris/Glycin (pH 8,9) im
Laufpuffer auszeichnet. Nach dem Auftragen der Proben auf das Sammelgel und
dem Anlegen der Spannung trifft Glycin auf den pH des Sammelgels, welcher seinem
isoelektrischen Punkt sehr nahe kommt. Dadurch hat Glycin eine niedrige
elektrophoretische Mobilitat und wird so zum Folge-lon. Im Gegensatz dazu haben
die Chlorid-lonen eine hohe elektrophoretische Mobilitadt und werden
dementsprechend als Leit-lonen bezeichnet. Die in der Probe enthaltenen Proteine
liegen sowohl ortlich als auch von ihrer elektrophoretischen Mobilitat her zwischen
dem Leit- und dem Folge-lon. Es bildet sich ein Feldstarkegradient uber die nach
ihrer elektrophoretischen Mobilitat sortierten Analyten als molekulare Stapel aus und
alle lonen laufen mit der gleichen Geschwindigkeit in Richtung Anode. Dieses
System regelt sich selbst, da zu schnelle oder zu langsame lonen durch die dort
herrschende kleinere oder groRere Feldstarke wieder an ihren Platz beférdert
werden. Treffen die Proteine schliel3lich auf das engmaschigere Trenngel, erfahren

sie plotzlich einen grof3en Reibungswiderstand, der zu einer Aufkonzentrierung fuhrt.
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Das Folge-lon Glycin ist aufgrund seiner Grolde davon nicht betroffen, tGberholt die

Proteine und beendet damit das Elektrophoreseprinzip der Isotachophorese. Im

Trenngel (pH 8,8) liegt ein homogenes Puffersystem und damit eine konstante

Feldstarke vor, so dass jetzt eine Auftrennung der Proteine nach dem Prinzip der

Zonenelektrophorese erfolgt. Durch die Verwendung von SDS besteht Uber einen

weiten GroéRenbereich eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus (log1o) der

Molekulmasse und der relativen Wanderungsdistanz im Gel. In der Praxis verwendet

man analog zur Gelelektrophorese von DNA Langenstandards oder Protein-Leitern

zur Grolenbestimmung. Als Erganzung muss noch erwahnt werden, dass der

Probenauftragspuffer neben dem bereits erwahnten SDS und den schon bei der

DNA verwendeten Zusatzen Glycerin und Bromphenolblau auch das reduzierende

Agens DTT enthalt.

Die praktische Durchfuhrung erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach folgendem

Protokoll:

- Reinigung der Glasplatten mit Ethanol

- Zusammenbau der Gelkammer nach den Herstellerangaben

- Gielien des Trenngels bis etwa 1 cm unterhalb der Unterkante des Kammes
und Uberschichten mit Isopropanol

- nach Beendigung der Polymerisation wird Isopropanol entfernt, Kamm
positionieren und Sammelgel giel3en

- Proben (34 pl) mit Probenauftragspuffer (16 pl) versetzen und auf 95°C
erhitzen (5 min), auf Eis abkuhlen, auf das Gel auftragen

- Elektrophoresebedingungen: 70V/0,5hund 120V /1,5h

- Gel aus der Gelkammer nehmen und Orientierung markieren

- Farbung gemal Abschnitt 4.2.15

4.2.15 Farbung von Proteingelen

Die haufigste Methode zur Farbung von Proteingelen ist wohl die mit Coomassie
Brillantblau G 250, welches auch schon zur Konzentrationsbestimmung von
Proteinen nach Bradford verwendet wurde. Diese Methode ist einfach in der
Durchfihrung und hat eine Nachweisgrenze zwischen 100 ng und 1 pg in
Abhangigkeit des nachzuweisenden Proteins. Da in der vorliegenden Arbeit die
Empfindlichkeit der Farbung aufgrund der erwartungsgemaf} geringen Konzentration

der nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen eine entscheidende Rolle spielte, wurde
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hier die Silberfarbung mit einer Nachweisgrenze im Subnanogrammbereich
verwendet. Das Prinzip der Silberfarbung beruht darauf, dass nach der Fixierung der
Proteine im Gel ein Reduktionsschritt mit Natriumdithionit (Na>S204) erfolgt, welcher
die Disulfidbricken der Proteine zu Thiolgruppen reduziert. Diese Thiolgruppen
komplexieren Silber-lonen, die initiiert von den funktionellen Gruppen und den
Peptidbindungen der Proteine zu Silber reduziert werden. Die Zugabe des starken
Reduktionsmittels Natriumthiosulfat (Na;S203) in alkalischem Milieu setzt diesen
Prozess fort, zunachst vor allem in der Nahe der bereits gebildeten Silberkeime. Eine
pH-Anderung stoppt diesen Prozess rechtzeitig bevor sich Uberall auf dem Gel
metallisches Silber ablagert.

In der vorliegenden Arbeit wurde dazu das SilverQuest Silver Staining-Kit verwendet,
welches die anschlieBende massenspektrometrische Analyse der Protein-Banden
erlaubt.®*% Das gewdhnliche Protokoll der Silberfarbung arbeitet zur Steigerung der
Empfindlichkeit mit Formaldehyd oder Glutaraldehyd. Wahrend die Vorgange bei
Formaldehyd noch nicht ganz verstanden sind, bindet Glutaraldehyd beispielsweise
an Lysinreste und generiert so reduzierende Aldehydgruppen, die Silber-lonen
reduzieren konnen. Dadurch wird ein anschlieBender Trypsin-Verdau der Proteine
als Vorbereitung fur die massenspektrometrische Analyse verhindert. Au3erdem geht
man davon aus, dass Lysinreste verknUpft werden, was wiederum die Extraktion der
Proteine aus dem Gel erschwert. Das verwendete Kit nutzt eine andere, allerdings
nicht angegebene Madoglichkeit, um dieselbe Empfindlichkeit der Silberfarbung zu
erreichen, ohne eben erwahnte Folgeerscheinungen nach sich zu ziehen. Die
Durchfihrung erfolgte nach Herstellerangaben, wobei sehr auf Sauberkeit vor allem
im Hinblick auf Hautpartikel geachtet wurde, da sich diese in der anschliellenden
massenspektrometrischen Analyse der Proteine in Form eines Keratinhintergrunds

zeigen.

4.2.16 Massenspektrometrische Analyse von Protein-Banden aus dem Gel

Die massenspektrometrische Analyse von Protein-Banden aus dem Gel wurde
extern von der Firma Proteome Factory AG in Berlin durchgefihrt. Die
Vorgehensweise war dabei in etwa folgendermalien: Ausschneiden der
silbergefarbten Bande — Entfarbung — Trocknen des Gelstliicks — Trypsin-Ldosung
zugeben — Trypsin-Verdau — Extraktion der Peptid-Fragmente — Aufkonzentrierung in
der Speedvac — nano-HPLC-ESI-MS/MS — NCBInr-Proteindatenbanksuche.
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4.2.17 Vorbereitung der Fermentationskulturen der A. balhimycina C5A5T4E4-
Mutante fur massenspektrometrische Untersuchungen

Um eine valide massenspektrometrische Analytik von Fermentationskulturen
durchfiihren zu kdénnen, sind diverse VorbereitungsmalRnahmen erforderlich. Da
Glykopeptidmetabolite erfahrungsgemall von den Zellen nach aul’en abgegeben
werden, werden in einem ersten Schritt die Zellen vom flussigen Teil der Kultur, dem
sog. Kulturiberstand abgetrennt. Fir kleinere Volumina eignet sich daflr die
Zentrifugation (4200 g, 10 min) am besten, wahrend sich fir grof3ere Volumina im
Bereich mehrerer Liter die Filtration in einer Mehrschichten-Filterpresse unter Zugabe
von 2 % Cellit als Methode der Wahl erwiesen hat. Der somit erhaltene
Kulturlberstand ist in seiner Zusammensetzung immer noch sehr komplex, da er
neben den gesuchten Glykopeptidmetaboliten auch Medienbestandteile, andere
zelluldre Ausscheidungsprodukte usw. enthalt. Dieser molekulare Hintergrund
verhindert eine empfindliche massenspektrometrische Analyse, so dass lediglich
hoch konzentrierte Glykopeptidmetabolite detektiert werden konnen. Da die
Produktivitat von Mutanten, die Uber ein kombinatorisches Biosyntheseexperiment
hergestellt wurden, erfahrungsgemald schlechter ist als die des zugehdrigen Wildtyp-
Stammes und aullerdem neben den Hauptmetaboliten immer auch ebenso
interessante Nebenmetabolite geringerer Konzentration produziert werden, ist eine
massenspektrometrische Analytik direkt aus dem Kulturiberstand nicht geeignet. Um
die Komplexitat des Kulturiberstands zu verringern, wurden in der vorliegenden
Arbeit zunachst eine Adsorptionschromatographie mit XAD1180-Material und darauf

folgend eine praparative Hochdruckflissigchromatographie (HPLC) durchgefuhrt.

42171 Adsorptionschromatographie mit XAD1180-Material

Ganz allgemein kann man sagen, dass sich die Trennung bei der
Adsorptionschromatographie dadurch ergibt, dass Verbindungen unterschiedlich
stark an eine feste stationare Phase adsorbiert und wieder desorbiert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde als stationare Phase XAD1180 verwendet. Hierbei handelt
es sich um ein polymeres Material, welches keine polaren funktionellen Gruppen,
sondern aromatische Seitenketten besitzt. Dadurch werden adsorptive
Wechselwirkungen mit Molekllen hydrophoben und aromatischen Charakters
mdglich. Ublicherweise verwendet man als mobile Phase einen Wasser-Methanol-

Stufengradient, der bei 100 % Wasser beginnt und dabei zunachst alle nicht
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adsorbierten, hydrophilen Verbindungen eluiert. In der vorliegenden Arbeit wird so
z.B. der hohe Anteil an Saccharose aus dem Kulturiberstand entfernt. Je héher der
Methanolanteil wird, desto eher eluieren die adsorbierten hydrophoben,
aromatischen Molekule. Die apparative Umsetzung und Durchfuhrung der XAD1180-
Adsorptionschromatographie erfolgte in der vorliegenden Arbeit wie im Folgenden
beschrieben:

Ublicherweise wurde ein Fiinftel des Volumens des Kulturiiberstands an stationarer
Phase XAD1180-Material fur die Chromatographie verwendet (Bettvolumen), mit H,O
am Wasserstrahlvakuum entgast und in eine Glassaule gegossen. Das Betreiben der
Saule erfolgte nach dem in Abbildung 4-2 gezeigten Schema, welches ein adaquates

Nachfordern des Losungsmitttels gewahrleistete.

Abbildung 4-2: Aufbau der XAD1180-Adsorptionschromatographie.

Vor dem Erstgebrauch sowie zur Regeneration des XAD1180-Materials wurde die in

Tabelle 4 beschriebene Prozedur durchgefuhrt.

Tabelle 4: Protokoll fiir den Erstgebrauch bzw. zur Regeneration des XAD1180-
Materials.

Lésungsmittel Volumen
1 1 N Salzsaure/Methanol (1:10) 4 Bettvolumen
2 Aceton 4 Bettvolumen
3 1 N Natronlauge 4 Bettvolumen
4 H,0O bis pH neutral
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Nach diesen Vorbereitungen war die Saule gebrauchsfertig und konnte mit einer
Flussrate von typischerweise 5 Bettvolumen/h betrieben werden. Standardmaliig
wird fur die XAD1180-Adsorptionschromatographie das in Tabelle 5 beschriebene

Protokoll verwendet.

Tabelle 5: Standardprotokoll fiir die XAD1180-Adsorptionschromatographie.

Schritt Ldsungsmittel Volumen
1 Probe auftragen  Kulturiberstand 5 Bettvolumen
2 Elution 0 % Methanol 4 Bettvolumen

” 20 % Methanol ”
» 40 % Methanol y
60 % Methanol y
” 80 % Methanol ”
” 100 % Methanol "

NOoO Ovh W

Allerdings haben Erfahrung und Vorversuche gezeigt, dass sich bei der Anwendung
auf Glykopeptide die gesuchten Metabolite vor allem in den Elutionsfraktionen 40 %
und 60 % befinden, was zu dem in Tabelle 6 gezeigten abgewandelten Protokoll fur
Glykopeptide gefuhrt hat, bei dem dreimal mit 40 % Methanol und dreimal mit 60 %

Methanol eluiert wird.

Tabelle 6: Glykopeptid-Protokoll fiir die XAD1180-Adsorptionschromatographie.

Schritt Lésungsmittel Volumen Bezeichnung der

Fraktionen
1 Probe auftragen Kulturiberstand 5 Bettvolumen Durchlauf
2 Elution 0 % Methanol 4 Bettvolumen 0 %
3 ” 20 % Methanol ” 20 %
4 3x Elution 40 % Methanol  3x4 Bettvolumen 40 % (1) bis (3)
5 » 60 % Methanol ” 60 % (1) bis (3)

Die erhaltenen Fraktionen wurden am Vakuum eingedampft und anschliel3end
gefriergetrocknet. An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass sich sowohl zur
Regeneration der Saule als auch zur Elution das Leitungswasser aus der
Hausleitung des Oetker-Gebaudes als am besten erwiesen hat, da es mit pH 7,4
eher einem neutralen pH entsprach als H;Ogeion. 0der H>Oq4q, die beide eher im
basischen Bereich lagen. AuRerdem wurde der pH des Kulturfiltrats mit NaOH (1 N)
von pH 5,6 bis 6,6 auf ca. 7,0 eingestellt.
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4.2.17.2 Praparative Hochdruckflissigchromatographie (Prap-HPLC)

Fur die Weiterverarbeitung der aus der XAD1180-Adsorptionschromatographie
erhaltenen und getrockneten Fraktionen wurde in der vorliegenden Arbeit die
Methode der praparativen HPLC verwendet. Der Aufbau und damit die
Funktionsweise der hier verwendeten praparativen HPLC-Anlage soll im Folgenden

anhand von Abbildung 4-3 erlautert werden.

UV-Detektor--- - Fraktions-
sammiler

saule

Lasungsmittel B

Abbildung 4-3: Schemazeichnung der praparativen HPLC-Anlage.

Die beiden fur die Erstellung des mobile-Phase-Gradienten notwendigen
Lésungsmittel A und B werden Uber zwei getrennte Pumpen A und B geférdert und in
der Mischsaule gemischt. Diese Anordnung bezeichnet man als ,hochdruckseitig“ im
Gegensatz zum ,niederdruckseitigen® System, welches nur eine Pumpe nach
erfolgter Mischung bendétigt, dafiur aber an Reproduzierbarkeit einbufdt. Die
Probenauftragung erfolgt Uber ein Injektionsventil, wobei ein Greifarm die im
Autosampler befindliche Probe abholt, die anschlie3end von einer Nadel aufgezogen
und injiziert wird. Die aufgetragene Probe wird unter hohem Druck und mittels der
mobilen Phase Uber eine Saule geleitet. Hinter der Saule schlieen sich ein UV-
Detektor, der die Elution der Verbindungen dokumentiert sowie ein Fraktionssammler
an, der die Proben =zeit- oder UV-getriggert sammelt. Alle Angaben zu
Losungsmittelgradient, Injektionsvolumen, UV-Detektion und Sammelmodus werden
in einer Methode abgespeichert und vollautomatisch ausgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der praparativen HPLC zunachst
verwendet, um die drei XAD-Fraktionen mit 40 % Methanol (40 % (1) bis (3)) und die
drei mit 60 % Methanol (60 % (1) bis (3)) weiter aufzutrennen. Fir jede XAD-Fraktion

mussten dazu mehrere praparative HPLC-Laufe durchgefuhrt werden, wobei die
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analogen Fraktionen vereint und anschliel3end lyophilisiert wurden. Die verwendeten

Parameter sind im Folgenden aufgelistet:

Losungsmittel A: H2O44 + 0,1 % Ameisensaure
Lésungsmittel B: Acetonitril + 0,1 % Ameisensaure
Gradient: 0 min 5%B
6 min 15,5 % B
12 min 60 % B
13 min 60 % B
14 min 100 %
Flussrate: 15 mL/min
Injektionsvolumen: 900 pl (20 — 30 mg)
Sammelmodus: zeitgetriggert in 0,2 min-Schritten von 6. Minute bis 14.

Minute = 40 Fraktionen
Saule: C18 Grom-Sil 300 ODS-5
PartikelgrofRe: 10 ym

Saulenmalde: 250 mm x 20 mm I. D.

Die so erhaltenen 240 Fraktionen (6 XAD-Fraktionen ergaben jeweils 40 prap. HPLC-

Fraktionen) waren in der Komplexitat ihrer Zusammensetzung deutlich geringer als

der ursprungliche Kulturiberstand und konnten nun fur die massenspektrometrische

Analytik eingesetzt werden.

Zusatzlich wurde die Methode der praparativen HPLC genutzt, um Metabolite weiter,

d.h. moglichst bis zur Analysenreinheit zu isolieren. In diesem Zusammenhang

wurden auch andere Bedingungen als die oben beschriebenen verwendet, wobei vor

allem der Gradient und der Sammelmodus verandert wurden.
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4.2.18 Identifizierung der Glykopeptidmetabolite der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante mittels HPLC-ESI-MS

Das Prinzip des in der vorliegenden Arbeit verwendeten HPLC-ESI-MS/MS-Systems
wurde in Abschnitt 3.1 ausfuhrlich beschrieben. Die praktische Umsetzung, bezogen
auf die Identifizierung von Glykopeptidmetaboliten, verlangte die Optimierung von
chromatographischen und massenspektrometrischen Parametern. Bezuglich der
Chromatographie lag die Herausforderung vor allem darin, Glykopeptide sehr
ahnlicher Struktur voneinander zu trennen, was letztlich zu folgendem

Chromatographiesystem fuhrte:

Losungsmittel A: H2O44 + 0,1 % Ameisensaure
Lésungsmittel B: Acetonitril + 0,1 % Ameisensaure
Gradient: 0 min 5%B

10 min 20% B

13 min 50 % B

14 min 100 % B

22 min 100 % B

22,1 min 5%B

30 min 5%B
Flussrate: 50 pl/min (Mikromodus)
Injektionsvolumen: 5ul
Saulensystem: Jupiter 4u Proteo 90A

Vorsaule: 30x1 mm; Hauptsaule: 150x1 mm
Die Optimierung der massenspektrometrischen Parameter erbrachte folgende Werte,
die die hochste Empfindlichkeit bzw. Auflésung fur Glykopeptide ermoglichen und
deshalb in jeder Methode verwendet wurden:

lonenquellen-abhangige Parameter:

CUR: 30

IS: 5500
nebulizer gas: 70
turbo gas: 70
TEM: 300
lonenmodus: positiv

Quellenposition: 3,5 vertikal / 1 horizontal
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Analyt-abhangige Parameter:

DP: 30
EP: 12
CE: 10

Q3 entry barrier: 12
sonstige Parameter:

LIT scan rate: 1000 amu/s

LIT fill time: dynamic
Die mittels der praparativen HPLC generierten und lyophilisierten Fraktionen wurden
in 1 mL 40 % Methanol gelost, zentrifugiert, um nicht Iésliche Bestandteile
abzutrennen und schliel3lich analysiert. Zur Identifizierung der Glykopeptidmetabolite
der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante wurde der Scanmodus EMS in einem
Massenbereich von 250 bis 1000 amu gewahlt. Die so generierten Messungen
wurden Uber zwei unterschiedliche Strategien ausgewertet. Die erste Strategie setzte
die Berechnung der Moleklilmassen der erwarteten Glykopeptidmetabolite voraus,
wobei aufgrund der Kenntnisse der Balhimycin-Biosynthese (s. Abschnitt 1.3.2) eine
vollstandige Chlorierung, aber eine fehlende N-Methylierung und Glykosylierung am
wahrscheinlichsten waren (s. Tabelle 7). Dadurch konnte Uber die Funktion des
extrahierten lonenstroms sehr empfindlich nach vermuteten Glykopeptidmetaboliten
der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante gesucht werden.

Tabelle 7: Molekiilmassen der vermuteten Glykopeptidmetabolite der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante. Alle hier aufgefiihrten Glykopeptidmetabolite sind vollstiandig
chloriert, aber nicht methyliert und nicht glykosyliert. Die Di- bis Heptapeptide sind C-
terminal verkiirzt und stellen somit hypothetische Biosynthesezwischenstufen dar.

Grundgerist  Anzahl der Ringe = Molekliimasse

1 Dipeptid 0 344 .1
2  Tripeptid 0 458,2
3  Tetrapeptid 0 607,2
4  Pentapeptid 0 756,3
5 Hexapeptid 0 905,3
6  Heptapeptid 0 1118,3
7  Heptapeptid 1 1116,3
8  Heptapeptid 2 1114,3
9  Oktapeptid 0 1283,4
10 Oktapeptid 1 1281,3
11 Oktapeptid 2 1279,3
12 Oktapeptid 3 1277,3
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Die zweite Strategie zur Auffindung der Glykopeptidmetabolite der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante war weniger empfindlich, aber auch weniger selektiv, so dass
die Moglichkeit bestand, auch vorher nicht erwartete Metabolite zu finden. Das
Suchkriterium war in diesem Fall das Chlorisotopenmuster, was durch die
Isotopenverteilung von CI-35 (75 %) und CI-37 (25 %) ein sehr charakteristisches
Aussehen hat. Flr diese Suche wurden Massenspektren Uber ein Zeitfenster von 2
min aufsummiert und nach dem charakteristischen Chlorisotopenmuster durchsucht
(vor allem im Massenbereich > 1000 amu). Eine solche Summation wurde fur jede
HPLC-ESI-MS-Messung 10 x durchgeflihrt, so dass der Zeitraum der zu erwartenden
Retentionszeiten von 0 bis 20 min abgedeckt war. Die so gefundenen
Molekulmassen wurden anschlieBend erneut Uber den extrahierten lonenstrom
analysiert und auf ihre Wahrscheinlichkeit, einem Glykopeptid zu entsprechen,
bewertet. Hierbei wurde vor allem auf die Retentionszeit und das Isotopenmuster
geachtet.

Um von den so gefundenen Molekilmassen Spektren mit besserer Intensitat und
Auflésung zu erhalten, wurden weitere Messungen durchgefuhrt. Hierbei wurden

folgende Parameter verandert:

Scanbereich: eingeschrankt

LIT scan rate: 250 amu/s

LIT fill time: fixed (100 bis 500 ms)
QO Trapping: eingeschaltet
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4.2.19 Strukturaufklarung der identifizierten Glykopeptidmetabolite der A.
balhimycina C5A5T4E4-Mutante mittels HPLC-ESI-MS/MS

Alle Moleklilmassen, die in Abschnitt 4.2.18 Uber eine der beiden Suchstrategien
identifiziert werden konnten, sollten mit Hilfe von HPLC-ESI-MS/MS-Messungen
weiter untersucht werden. Zum einen sollte so geklart werden, ob es sich wirklich um
Glykopeptidmetabolite handelte und zum anderen sollte damit deren Struktur
aufgeklart werden. Hierzu eignete sich der Scanmodus EPI, bei dem es sich wie in
Abschnitt 3.1 beschrieben um einen Tochterionen-Scan handelt. Die Optimierung
massenspektrometrischer Parameter erbrachte fur den Tochterionen-Scan folgende

zusatzliche bzw. alternative Werte:

Q1 resolution: unit (in Einzelfallen open)

LIT fill time: fixed 500 ms (in Einzelfallen 750 ms)
CAD gas: high

CE: 30

CES: 20

QO Trapping: eingeschaltet

Bei der Auswertung der Tochterionen-Spektren musste das fiur Peptide bzw. Proteine
typische Fragmentierungsverhalten berucksichtigt werden, welches eine bevorzugte
Fragmentierung entlang der Peptid- bzw. Proteinkette vorsieht (s. Abbildung 4-4). Bei
jeder Spaltung entstehen aus dem Vorlaufer-lon ein geladenes und ein neutrales
Fragment, wobei nur ersteres detektiert werden kann und nach der Nomenklatur von
Roepstorff und Fohiman bezeichnet wird.®® Verbleibt bei der Spaltung die Ladung an
den Fragmenten der N-terminalen Serie, so werden die entsprechenden Fragmente
mit a, b und ¢ bezeichnet. Handelt es sich dagegen um geladene Fragmente der C-
terminalen Serie, lautet die Benennung x, y und z. Die Zahl der im jeweiligen
Fragment enthaltenen Aminosaurereste wird als Index angehangt. Bei hoheren
Kollisionsenergien konnen zusatzlich Fragmente auftreten, die durch weitere

Fragmentierungen in den Seitenketten der Aminosauren entstanden sind.
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Abbildung 4-4: Typisches Fragmentierungsverhalten von Peptiden bzw. Proteinen
entlang der Peptid- bzw. Proteinkette. Die dadurch entstehenden geladenen
Fragmente werden nach der Nomenklatur von Roepstorff und Fohlman benannt.”®
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4.2.20 Summenformelbestitigung der Glykopeptidmetabolite der A. balhimy-
cina C5A5T4E4-Mutante mittels hochaufgeldster ESI-FTICR-MS

Die hochaufgelosten ESI-FTICR-MS-Messungen wurde von Dipl.-ing. Graeme
Nicholson an der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen durchgefuhrt. Bei dem
verwendeten Gerat handelte es sich um ein APEX Il FTICR-Massenspektrometer mit
4,7 T der Firma Bruker Daltonics, Bremen. Um die bestmogliche Auflosung zu

erhalten, wurde eine interne Kalibrierung vorgenommen.

4.2.21 Chirale Aminosaurenanalytik

Die chirale Aminosaurenanalytik wurde von Dipl.-Ing. Graeme Nicholson an der
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen durchgefihrt. Dabei wurde die Reinsubstanz
zunachst in 6 M deuterierter Salzsaure (DCI) bei 110°C hydrolysiert (17 h). Das
getrocknete Hydrolysat wurde anschlielend zu den deuterierten N-(O-)
TFA/Ethylestern derivatisiert und zusammen mit nicht-deuterierten internen
Standards Uber chirale Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)
analysiert. Die hierbei verwendete chirale Saule war eine Chirasil L-Val Kapillarsaule
(20 m x 0,25 mm).
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5 Ergebnisse

5.1 Ausarbeitung und Durchfuhrung eines molekularbiologischen Konzepts
zur Modulinsertion bei nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS)

5.1.1 Auswahl des neu einzufligenden Moduls einer NRPS

Bei der Auswahl des neu einzufligenden Moduls mussten mehrere Faktoren
berlcksichtigt werden:

- Verfugbarkeit der Substrat-Aminosaure

- Kompatibilitat der Substratspezifitaten angrenzender Module bzw. Doméanen

- natirliche Ubergéange zwischen Nachbarmodulen

- sinnvolle Veranderung des Glykopeptidproduktes

Die Umsetzung all dieser Faktoren erforderte ein grundliches Abwagen
verschiedener Moglichkeiten, wobei am Ende die Entscheidung auf ein fur D-Hpg
kodierendes Modul fiel, welches zwischen die zwei bereits vorhandenen D-Hpg -
Module in BpsB eingefligt werden sollte (s. Abschnitt 1.3.2). Die Biosynthesegene
der nicht-proteinogenen Aminosaure Hpg sind integraler Bestandteil des Balhimycin-
Biosynthesegenclusters (s. Abschnitt 1.3.2), so dass eine ausreichende
Verflugbarkeit von Hpg erwartet werden konnte. Auch bezlglich der Kompatibilitat der
Substratspezifitdten angrenzender Module bzw. Domanen schien diese Strategie
wenig storungsanfallig. Wahrend T-, E- und TE-Domanen eine geringe bis keine
Substratspezifitat aufweisen, sind A- und C-Domanen malig bis sehr
substratspezifisch (s. Abschnitt 1.2). So muss die Aminosaure, die von einer A-
Domane ausgewahlt wird, mit der Substratspezifitit der acceptor site der
stromaufwarts gelegenen C-Domane zusammenpassen. Im Gegensatz dazu ist die
Spezifitdt der donor site einer C-Domane fir die von stromaufwarts kommende
Aminosaure bzw. Peptidkette vergleichsweise gering und beschrankt sich
vornehmlich auf die richtige Stereochemie. Die ausgesuchte Strategie bertcksichtigt
diese Erfordernisse. Des Weiteren wurde die Einfuhrung eines D-Hpg zwischen zwei
bereits vorhandene D-Hpg's als eine sinnvolle Veranderung des Glykopeptidprodukts
betrachtet, da die Aminosaure Hpg einen zentralen Baustein darstellt und in sog.
JLailoring“-Reaktionen wie oxidative Seitenkettenzyklisierung und Glykosylierung
involviert ist. Die Erweiterung des Glykopeptids um ein zusatzliches Hpg bietet somit
die Moglichkeit, diese Enzymreaktionen auf Funktionalitdt und Spezifitat hin zu

untersuchen.
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Nachdem der Ort der Modulinsertion und die Art des einzufuhrenden Moduls
feststanden, musste noch Uber den Ursprung bzw. die Zusammensetzung dieses
Moduls entschieden werden. Hierbei bestand die Herausforderung vor allem darin,
moglichst natirliche Ubergange zwischen Nachbarmodulen zu schaffen. Zunachst
galt es deshalb zwischen den beiden Mdglichkeiten zu entscheiden, die DNA-
Sequenz eines der beiden D-Hpg-Module aus dem zu modifizierenden Gencluster
selbst oder aber die DNA-Sequenz eines D-Hpg-Moduls aus einem anderen
Gencluster bzw. heterologen Wirt zu verwenden. Da Eingriffe in komplexe
Biosynthesesysteme bekanntermallen dazu neigen, zum Teil drastische
Produktionseinbriiche zur Folge zu haben (s. Abschnitt 1.4), fiel die Entscheidung auf
ein D-Hpg-Modul des Balhimycin-Biosynthesegenclusters, da somit nur bereits
vorhandene DNA- bzw. Protein-Sequenzen verdoppelt werden. Das Balhimycin-
Biosynthesegencluster besitzt zwei aufeinanderfolgende Module, die fur D-Hpg
kodieren: D-Hpg-Modul 4 und D-Hpg-Modul 5 von BpsB. Fir die Modulinsertion
ergaben sich somit drei Moglichkeiten (s. Abbildung 5-1): Modul 4 wird dupliziert
(Moglichkeit a), Modul 5 wird dupliziert (Moglichkeit b) oder es wird eine Kombination
aus der C-A — Didomane von Modul 5 und der T-E — Didomane von Modul 4

eingefuhrt (Moglichkeit c).

Legende: D-Hpg - Modul 4

D-Hpg - Modul 5

Abbildung 5-1: Darstellung der drei Moglichkeiten der D-Hpg Modulinsertion zwischen
die beiden bereits existierenden D-Hpg-Module 4 und 5 im Wildtyp-Protein BpsB,
welches dadurch zum Mutanten-Protein BpsB”~ wird: Modul 4 wird dupliziert
(Mdglichkeit a), Modul 5 wird dupliziert (Moglichkeit b) oder es wird eine Kombination
aus der C-A — Didoméane von Modul 5 und der T-E — Didoméane von Modul 4 eingefiihrt
(Moglichkeit c). Das zusatzlich eingebrachte Modul ist jeweils mit einem grauen
Kasten unterlegt.
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Dieses im Folgenden als C5A5T4E4-Modul abgekurzte Hybridmodul aus Méglichkeit
¢ hatte den entscheidenden Vorteil, dass alle Modulubergange in ihrer naturlichen
Form erhalten bleiben und nur ein nicht-natrlicher Ubergang erzeugt wird und zwar
innerhalb des C5A5T4E4-Hybridmoduls zwischen den Doméanen A5 und T4. Wie in
Abschnitt 1.4 bereits beschrieben sind diese sog. Linkerregionen zwischen Domanen
bzw. Modulen pradestiniert flr die bei kombinatorischen Biosyntheseexperimenten
erforderlichen Eingriffe, da sie nicht zur enzymatischen Aktivitat beitragen.['? Um
sicher zu gehen, sollten aber auch hier die vorgenommenen Anderungen nicht allzu
grof’ sein, weshalb bei der in Abschnitt 5.1.2 beschriebenen Klonierstrategie auf eine
moglichst ,naturliche” Linkerregion zwischen A5 und T4 geachtet wurde. In Abbildung
5-2 ist ein Proteinalignment der Wildtyp-Linkerregionen A4 — T4 und A5 — T5
zwischen den Domanen A4 und T4 bzw. A5 und T5 mit der kinstlichen Linkerregion

A5 — T4 zwischen den Domanen A5 und T4 gezeigt.

--—--TPRGEHEIGYVVAEAGHDADFPVRLREQLAGTEPEFMVPAAVLVLDELPETVNGKVDRRALPEPDFAAKS AGRI I'F 2 A4-T4
4 : i : : AGKARLS A5 - T4
VARGREPRTEAER AS-T5

Abbildung 5-2: Proteinalignment der Wildtyp-Linkerregionen A4 — T4 und A5 — T5
zwischen den Doméanen A4 und T4 bzw. A5 und T5 mit der kiinstlichen Linkerregion
A5 — T4 zwischen den Domanen A5 und T4 im zusatzlich eingebrachten C5A5T4E4-
Hybridmodul.

Wie man sieht besteht die kunstliche Linkerregion A5 — T4 aus der Anfangssequenz
der A5 — T5-Linkerregion und der Endsequenz der A4 — T4-Linkerregion, wobei
dazwischen lediglich ein Gly -> Ser Aminosaureaustausch auftritt. Diese hohe
Homologie zu den Wildtyp-Linkerregionen erhohte die Wahrscheinlichkeit, dass der
kinstliche Eingriff in das Balhimycin-Biosynthesesystem in Form einer Modulinsertion

akzeptiert und umgesetzt wird.
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5.1.2 Klonierstrategie zur Durchfiihrung der ausgewahlten Modulinsertion

Zur Umsetzung der in Abschnitt 5.1.1 beschriebenen Modulinsertion musste eine
Klonierstrategie entwickelt werden. Diese Strategie basierte auf der Konstruktion des
Transformationsplasmids pC5A5T4E4, welches das einzubringende C5A5T4E4-
Hybridmodul zwischen den flankierenden Regionen der gewtlinschten Insertionsstelle
im Genom von A. balhimycina Wildtyp enthielt. Ein double crossover zwischen
pC5A5T4E4 und der genomischen DNA von A. balhimycina Wildtyp fuhrte
dementsprechend zur gewlnschten A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante (s.
Abbildung 5-3).

wa {17 2 [ 3 H 4 [T 6 H 7 F

bpsA bpsB bpsC
/}/ double crossover

Transformationsplasmid: pC5A5T4E4 MT4E4§6 A51'4 E4 |

wene {1723 HINRSATSI & H 7 1

bpsA bpsB~ bpsC

Abbildung 5-3: Das nicht-ribosomale Peptidsynthetasegen bpsB der Balhimycin-
Biosynthese wird durch double crossover mit dem Transformationsplasmid
pPC5A5T4E4 zu dem um ein Modul erweiterten bpsB’-Gen modifiziert.

5.1.2.1 Definition der Domanengrenzen

Essentielle Voraussetzung flr die Entwicklung einer Klonierstrategie war die
Festlegung der Doméanengrenzen in Modul 4 und 5 von BpsB. Zwischen den
Domanen befinden sich typischerweise kurze, nicht funktionale Linkerbereiche!'? aus
vor allem kleinen und hydrophilen Aminosauren, deren Sequenz wenig konserviert
und daher relativ flexibel ist.” Die Domanen wurden primar Uber Hits gegen die
Sequenzmotiv-Datenbank Pfam[®® bestimmt und die Grenzen dann (iber ein
Proteinalignment bzw. Vergleiche mit publizierten Alignments verifiziert.

Das hierfur verwendete Proteinalignment von BpsB mit den homologen nicht-
ribosomalen Peptidsynthetasen anderer Glykopeptide (TeiC von Teicoplanin, StaC
von A47934, Dbv17 von Dalbavancin, CepB von Chloroeremomycin und ComC von

Complestatin)®” ist in Abbildung 5-4 gezeigt.
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Abbildung 5-4: Proteinalignment der NRPS BpsB von Balhimycin mit den homologen
NRPS anderer Glykopeptide: TeiC (Teicoplanin),®®*! staC (A47934),'°" Dbv17 (Dalba-
vancin),['®" CepB (Chloroeremomycin)?*! und ComC (Complestatin).['’? Die Dominen-
struktur sowie die Annealingstellen der Primer, die fiir die Amplifikation der vier PCR-
Produkte Tarleft/Tarright/Insleft/Insright (s. Abschnitt 5.1.2.2) verwendet wurden, sind
eingezeichnet. Die beiden rot markierten Bereiche ergaben in der Auftrags-
sequenzierung von Tarright und Insleft Unterschiede zu den publizierten Sequenzen.
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5.1.2.2 Konstruktion des Transformationsplasmids pC5A5T4E4

Das Transformationsplasmid pC5A5T4E4 enthalt das einzubringende C5A5T4E4-
Hybridmodul, im Bezug auf molekularbiologisches Arbeiten im Folgenden auch
.Insert‘ genannt, zwischen den flankierenden Regionen der gewtnschten Insertions-
stelle im Genom von A. balhimycina Wildtyp, in Analogie im Folgenden auch ,Target*
genannt. Die einzelnen Schritte der Konstruktion des Transformationsplasmids
pC5A5T4E4 werden im Folgenden beschrieben und sind au3erdem in Abbildung 5-5
graphisch dargestellt.

Die flankierenden Regionen der gewlinschten Insertionsstelle (,Target) sollten in
Form von zwei PCR-Produkten aneinandergefugt werden. Die zwei mit Hilfe der
ProofStart DNA-Polymerase amplifizierten, gelgereinigten und durch Restriktions-
verdau gepruften PCR-Produkte Tarleft (2021 bp) und Tarright (2012 bp) wurden
nach A-Addition unabhangig voneinander in pDrive-Klonierungsvektoren kloniert und
in CaCly-kompetente E. coli XL1 Blue transformiert. Die unter Selektion auf Ampicillin
erhaltenen Klone wurden zunachst mittels Blau-Weil3-Selektion und Eckhardt-Lyse
auf die Insertion eines PCR-Produktes in pDrive untersucht. Von den hierbei positiv
aufgefallenen Klonen wurden die Plasmide isoliert und deren Identitdt zunachst
mittels Restriktionsverdau und anschlieBend mittels Auftragssequenzierung des
gesamten  integrierten  PCR-Produkts gepruft. Das  Ergebnis  dieser
Auftragssequenzierung erbrachte bei Tarleft eine 100 %ige Ubereinstimmung der
Sequenz mit der in Datenbanken publizierten Sequenz. Bei Tarright ergaben sich
drei Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Auftragssequenzierung und den
publizierten Sequenzen, wobei die betroffenen Stellen in Abbildung 5-4 rot
gekennzeichnet sind. Die beiden ersten Unterschiede befinden sich im
Basenpaarbereich 231 bis 239 (Nummerierung bezieht sich auf das PCR-Produkt).
Wahrend die publizierte Version hierfir die Sequenz CGCGGATCC vorsieht, ergab
die Auftragssequenzierung die Sequenz GCGGATCCC, was formal durch die
Positionsveranderung eines C zustande kommt. Auf Aminosaureebene bedeutet dies
eine verhaltnismalig drastische Veranderung von Arg-Gly-Ser zu Ala-Asp-Pro.
Allerdings sprachen zwei Argumente daflir, dass die publizierten Sequenzen an
dieser Stelle falsch sind. Erstens ergab die unabhangig davon durchgefihrte PCR
Insleft und nachfolgende Sequenzierung Uber diesen Bereich ebenfalls diese beiden
Unterschiede und zweitens passt die neue Aminosaure-Sequenz viel besser zu den

in dem Alignment von Abbildung 5-4 verglichenen Aminosaure-Sequenzen der
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anderen Glykopeptide. Der dritte Unterschied befindet sich in Basenpaarposition
1224 und entspricht einer T->G bzw. einer Leu->Val Mutation. Da sich auch diese
Mutation im PCR-Produkt Insleft wiederholt und auch keine drastische Veranderung
auf Aminosaureebene nach sich zieht, wurde dieses Plasmid zur weiteren Klonierung
verwendet. Das 1992 bp groRe Tarright-Fragment wurde Uber einen Bmtl/Xbal-
Doppelverdau aus dem Klonierungsvektor ausgeschnitten, gelgereinigt und in das
ebenfalls mit Bmtl/Xbal geschnittene, 5824 bp grolRe Tarleft-pDrive-Konstrukt mit
Hilfe der T4 DNA-Ligase einkloniert. Dieser Ligationsansatz wurde anschliefend in
CaCl,-kompetente E. coli transformiert. Hierbei war zu beachten, dass neben den
Uber die PCR-Primer eingefihrten Bmtl- und Xbal-Restriktionsschnittstellen auch
jeweils eine Bmtl- und Xbal-Restriktionsschnittstelle in der multiple cloning site des
pDrive-Klonierungsvektors vorkommen. Wahrend diese Tatsache das Ausschneiden
von Tarright nicht beeintrachtigte, musste bei der Auswahl des Tarleft-pDrive-
Konstrukts auf die geeignete Orientierung des PCR-Produktes geachtet werden, da
in einem der beiden mdglichen Falle beim Offnen des Konstruktes Tarleft
ausgeschnitten wird. Die aus diesem Schritt unter Selektion auf Ampicillin erhaltenen
Klone wurden mittels Eckhardt-Lyse und Plasmidisolierung mit anschlieBendem
Restriktionsverdau auf ihre Identitat gepruft. Um ganz sicher zu gehen, wurde
auRerdem der Ubergang zwischen Tarleft und  Tarright  mittels
Auftragssequenzierung gepruft. Das damit erhaltene Tarleft-Tarright-pDrive-
Konstrukt enthielt somit die mit ,Target® bezeichneten flankierenden Regionen der
gewulnschten Insertionsstelle. Diese ,Target‘-Sequenzen wurden im nachsten Schritt
in den Vektor pSP1 umkloniert, der von Dr. Stefan Pelzer eigens fir die
Transformation in A. balhimycina konstruiert worden war und eine Ampicillin-
Resistenz zur Selektion in E. coli sowie eine Erythromycin-Resistenz zur Selektion in
A. balhimycina enthalt.®®! Die hierfiir gewahlte Vorgehensweise umfasste zunéchst
die Plasmidisolierung von Tarleft-Tarright-pDrive und pSP1 sowie deren EcoRIl/Xbal-
Doppelverdau in praparativem Mal3stab. Da im Fall von Tarleft-Tarright-pDrive neben
dem gewunschten 4001 bp-Fragment ein unerwlnschtes 3801 bp-Fragment
entstand, welches gelelektrophoretisch nicht befriedigend abgetrennt werden konnte,
wurde stattdessen ein Dreifachverdau EcoRI/Xbal/Clal durchgefiuhrt. Das zusatzliche
Restriktionsenzym Clal schneidet das unerwinschte Fragment in zwei etwa gleich
grol3e Teile. Die Zielfragmente aus beiden Verdaus (4001 bp grolles ,Target"-
Fragment und 4501 bp groler pSP1-Vektor) wurden mittels
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Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion gereinigt sowie anschliel3end
miteinander ligiert und in CaCl,-kompetente E. coli transformiert. Die unter Selektion
auf  Ampicillin  erhaltenen Klone wurden durch Plasmidisolierung mit
Restriktionsverdau getestet und mittels Auftragssequenzierung der Vektor-Insert-
Ubergénge verifiziert.

Das sog. ,Insert” wurde ebenfalls in zwei getrennten PCR-Reaktionen Insleft (3172
bp) und Insright (1375 bp) mit Hilfe der ProofStart DNA-Polymerase amplifiziert,
gelgereinigt und durch Restriktionsverdau auf Identitat geprift. Nach A-Addition
wurden diese beiden PCR-Produkte unabhangig voneinander in pGEM-T-Easy-
Klonierungsvektoren kloniert und in CaCl,-kompetente E. coli XL1 Blue transformiert.
Die unter Selektion auf Ampicillin erhaltenen Klone wurden zunachst mittels Blau-
Weil3-Selektion und Eckhardt-Lyse auf die Insertion eines PCR-Produktes in pGEM-
T-Easy untersucht. Von den hierbei positiv aufgefallenen Klonen wurden die
Plasmide isoliert und ihre Identitdt zunachst mittels Restriktionsverdau und
anschlielend mittels Auftragssequenzierung des gesamten integrierten PCR-
Produkts gepruft. Das Ergebnis dieser Auftragssequenzierung erbrachte bei Insright
eine 100 %ige Ubereinstimmung der Sequenz mit der in Datenbanken publizierten
Sequenz und bei Insleft dieselben drei bereits bei Tarright beschriebenen
Unterschiede zu den publizierten Sequenzen. Das 1359 bp grolRe Insright-Fragment
wurde Uber einen Hindlll/Xbal-Doppelverdau aus dem Klonierungsvektor
ausgeschnitten, gelgereinigt und in das ebenfalls mit Hindlll/Xbal geschnittene, 6183
bp grole, gelgereinigte Insleft-pGEM-T-Easy-Konstrukt mit Hilfe der T4 DNA-Ligase
einkloniert. Dieser Ligationsansatz wurde anschlieend in CaCl,-kompetente E. coli
transformiert. Die aus diesem Schritt unter Selektion auf Ampicillin erhaltenen Klone
wurden mittels Eckhardt-Lyse und Plasmidisolierung mit anschliellendem
Restriktionsverdau auf ihre Identitat gepruft. Das damit erhaltene Insleft-Insright-
pGEM-T-Easy-Konstrukt enthielt somit das mit ,Insert* bezeichnete C5A5T4E4-
Hybridmodul.
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Abbildung 5-5: Graphische Darstellung der einzelnen Schritte der Konstruktion des
Transformationsplasmids pC5A5T4EA4.
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Um aus ,lnsert“-pGEM-T-Easy und ,Target-pSP1 nun das gewinschte
Transformationsplasmid pC5A5T4E4 zu erhalten, war noch ein letzter
Klonierungsschritt notwendig. Beide Plasmide wurden isoliert und mit Bmtl verdaut,
was im Fall von ,Target“-pSP1 zu einer Linearisierung genau an der gewunschten
Insertionsstelle und im Fall von ,Insert“-pGEM-T-Easy zu einem 4503 bp groflien
.Insert‘-Fragment flhrte. Diese wurden gelgereinigt, miteinander ligiert und in CaCls,-
kompetente E. coli transformiert. Auch in diesem Fall erfolgte die Kontrolle der unter
Selektion auf Ampicillin erhaltenen Klone Uber Eckhardt-Lyse und Plasmidisolierung
mit anschlieRendem Restriktionsverdau. Hierbei war es wichtig, auf die richtige
Orientierung des Inserts zu prifen. Das so erhaltene Transformationsplasmid
pC5A5T4E4 musste vor der Transformation in A. balhimycina in den Methylierungs-

defizienten E. coli ET12567 transformiert und daraus isoliert werden.

5.1.2.3 Direkte Transformation von pC5A5T4E4 in A. balhimycina und Selektion auf
single crossover-Ereignisse

Da es sich bei pSP1 um einen nicht-replikativen Vektor handelt, konnte das mittels
direkter Transformation in A. balhimycina eingebrachte Transformationsplasmid
pC5A5T4E4 nur durch Integration ins Genom mittels homologer Rekombination
(single crossover) in der Zelle verbleiben.

Die Durchfihrung der direkten Transformation erfolgte wie in Abschnitt 4.2.7.2
beschrieben und erbrachte aus 25 mL Kultur 149 Erythromycin-resistente Klone. Das
dafur eingesetzte Transformationsplasmid pC5A5T4E4 (10x26 pl) lag hierbei in einer
Konzentration von 193 ng/ul vor. Neben dem Wachsen auf Erythromycin-haltigen
Platten sollte ein weiterer Beweis flr die Integration des kompletten
Transformationsplasmids pC5A5T4E4 (ber homologe Rekombination in das Genom
von A. balhimycina erbracht werden (single crossover-Stadium). Hierfir wurde eine
Kontroll-PCR gewahlt, die ein 561 bp-Fragment aus dem ermE-Gen amplifiziert.
Dieses Gen ist fur die Resistenz gegen Erythromycin verantwortlich, da es fir eine
Methyltransferase kodiert, die die 23S rRNA modifiziert. Die Kontroll-PCR wurde der
Einfachheit halber als Kolonie-PCR durchgefuhrt und erbrachte bei den zehn
getesteten Klonen durchweg positive Ergebnisse (s. Abbildung 5-6). Als
Positivkontrolle wurde der Vektor pSP1 verwendet und als Negativkontrolle DNA des

A. balhimyina Wildtyps.
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Abbildung 5-6: Kontroll-Kolonie-PCR zum Nachweis des single crossover-Stadiums
tiiber Amplifikation eines 561 bp-Fragments aus dem ermE-Gen. Die 10 getesteten
Klone waren alle positiv. Als Positivkontrolle wurde der Vektor pSP1 verwendet und
als Negativkontrolle DNA des A. balhimyina Wildtyps.

5.1.2.4 Durchflhrung eines Stressprotokolls zur Forcierung von double crossover-
Ereignissen in A. balhimycina

Um die gewunschte Modulinsertion im Genom von A. balhimycina zu erhalten,
musste ausgehend vom single crossover-Stadium, bei dem das komplette
Transformationsplasmid pC5A5T4E4 im Genom integriert vorliegt, eine zweite
homologe Rekombination erfolgen. Dieser sog. double crossover kann Uber einen
der beiden flankierenden Bereiche der gewlnschten Modulinsertionsstelle erfolgen,
die sowohl im Genom als auch in pC5A5T4E4 vorhanden sind. Erfolgt die zweite
homologe Rekombination (double crossover) Uber denselben flankierenden Bereich
wie bei der ersten homologen Rekombination (single crossover), so liegt wieder der
Genotyp des Wildtyps vor. Nur wenn die beiden homologen Rekombinations-
ereignisse Uber einen jeweils anderen flankierenden Bereich stattfinden, wird der
gewlnschte Genotyp mit inseriertem Modul erhalten. Um letztere Variante so
wahrscheinlich wie mdglich zu gestalten, wurde bei der Klonierungsstrategie darauf
geachtet, dass die beiden flankierenden Bereiche etwa dieselbe Grofe besitzen.

Eine graphische Darstellung dieser Sachverhalte enthalt Abbildung 5-7.
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Abbildung 5-7: Um die gewiinschte Modulinsertion im Genom von A. balhimycina zu
erhalten, miissen ausgehend vom Wildtyp zwei homologe Rekombinationen mit dem
Transformationsplasmid pC5A5T4E4 stattfinden und zwar liber einen jeweils anderen
flankierenden Bereich der Insertionsstelle. Findet die erste homologe Rekombination
(single crossover) iiber den vorderen flankierenden Bereich statt (A), muss die zweite
homologe Rekombination (double crossover) liber den hinteren flankierenden Bereich
stattfinden (b) oder umgekehrt (Ba). Zwei homologe Rekombinationen nach dem
Schema Aa oder Bb fiihren wieder zum Wildtyp-Genom.

Um das in A. balhimycina relativ seltene Ereignis der homologen Rekombination zu
forcieren, wurde das in Abschnitt 4.2.8 beschriebene Stressprotokoll angewendet.
Von den aus 25 mL Kultur erhaltenen 187 Klonen identifizierten sich zwolf durch ihre
wiedererlangte Erythromycin-Sensitivitat als double crossover-Klone. Diese zwolf
double crossover-Klone wurden mittels PCR und Southern Blot-Hybridisierung weiter

untersucht, wobei sich zeigte, dass funf Klone im Genom die gewlnschte
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Modulinsertion enthielten und somit den Genotyp der A. balhimycina C5A5T4E4-
Mutante aufwiesen. Die restlichen sieben Klone waren zum Genom des A.
balhimycina Wildtyps revertiert. Die ausfuhrliche Beschreibung der molekular-
biologischen Charakterisierung der double crossover-Klone und damit insbesondere
der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante mittels PCR und Southern Blot-
Hybridisierung erfolgt in Abschnitt 5.2.

113



Ergebnisse

5.2 Molekularbiologische Charakterisierung der A. balhimycina C5A5T4E4-
Mutante mittels PCR und Southern Blot-Hybridisierung

Um aus den zwodlf Erythromycin-sensitiven double crossover-Klonen diejenigen
herauszufinden, bei denen die zweite homologe Rekombination zum Genotyp der
gewulnschten A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante gefuhrt hatte, wurden in der
vorliegenden Arbeit die beiden molekularbiologischen Methoden PCR und Southern
Blot-Hybridisierung verwendet. Die dafir notwendige Gesamt-DNA wurde wie in
Abschnitt 4.2.10 beschrieben isoliert.

Der Nachweis der Modulinsertion auf genomischer Ebene mittels PCR gestaltete sich
insofern schwierig, als dass die neu eingefuhrten DNA-Sequenzen bereits im Genom
des A. balhimycina Wildtyps vorhanden waren. Die einzige Moglichkeit der
Unterscheidung zwischen Wildtyp und Mutante ergab sich demnach aus dem
artifiziellen Ubergang zwischen den Domé&nen A5 und T4 des eingefiihrten
C5A5T4E4-Hybridmoduls in der Mutante. Fir die Kontroll-PCR ,Modulinsertion®
wurde deshalb ein Vorwartsprimer abgeleitet, der in der Domane A5 bindet und ein
Ruckwartsprimer mit Bindung an die Domane T4. Diese Primer binden sowohl an die
DNA der Mutante als auch an die DNA des Wildtyps, allerdings ergibt sich nur im Fall
der Mutante ein PCR-Produkt (622 bp). Eine graphische Darstellung dieses
Sachverhalts zeigt Abbildung 5-8.

widyp {1 | 2 | 3 Hes asmea |
bpsA bpsB 4=

kein PCR-Produkt

Mutante —I 1 I 2 I 3 HC4 Ad T4 E4 E}\Bu E4 7 I‘
bpsA bpsB” 4= -> -
—

PCR-Produkt: 622 bp

Abbildung 5-8: Die Primer der Kontroll-PCR ,,Modulinsertion“ wurden so gewahlt, dass
der Vorwartsprimer in der Domane A5 und der Riickwaértsprimer in der Domane T4
bindet. Diese Primer binden sowohl an die DNA der Mutante als auch an die DNA des
Wildtyps, allerdings ergibt sich nur im Fall der Mutante ein PCR-Produkt (622 bp).

Die Durchfuhrung der Kontroll-PCR ,Modulinsertion® und deren Sichtbarmachung
mittels Gelelektrophorese erbrachte bei funf der zwdlf double crossover-Klonen die
charakteristische Bande bei 622 bp. Das Gel in Abbildung 5-9 zeigt exemplarisch die

Untersuchung von sieben der zwdlf double crossover-Klone. Als Positivkontrolle
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wurde das Transformationsplasmid pC5A5T4E4 verwendet und als Negativkontrolle
DNA des A. balhimyina Wildtyps.

Abbildung 5-9: Gelelektrophoretische Auftrennung der Kontroll-PCR ,,Modulinsertion®.
Hier ist exemplarisch die Untersuchung von sieben der zwolf double crossover-
Klonen dargestellt, wobei vier die charakteristische 622 bp-Bande aufwiesen. Als
Positivkontrolle wurde das Transformationsplasmid pC5A5T4E4 verwendet und als
Negativkontrolle DNA des A. balhimyina Wildtyps.

Neben der Kontroll-PCR wurde auflerdem eine Southern Blot-Hybridisierung
durchgefuhrt, um die Modulinsertion auf genomischer Ebene nachzuweisen. Das
Prinzip sowie die praktische Durchfuhrung sind in Abschnitt 4.2.11 beschrieben. Bei
der Auswahl einer geeigneten Sonde trat das gleiche Problem auf wie bei der
Kontroll-PCR, namlich dass die neu eingefliihrten DNA-Sequenzen bereits im Genom
des A. balhimycina Wildtyps vorhanden waren. So gab es also keine Maoglichkeit fur
eine spezifische Sonde, die nur in der Mutante und nicht im Wildtyp hybridisiert.
Trotzdem konnte eine Strategie ausgearbeitet werden, die unter Verwendung des
Restriktionsenzyms Pstl einen Nachweis der Modulinsertion Uber Southern Blot-
Hybridisierung zulie. Die Visualisierung der folgenden Erlauterungen ist in
Abbildung 5-10 gezeigt.
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Abbildung 5-10: Visualisierung der Strategie zum Nachweis der Modulinsertion mittels
Southern Blot-Hybridisierung.

Die gewahlte DNA-Sonde wurde uber eine PCR-Reaktion hergestellt und bestand
aus einer 331 bp-Sequenz Uber den artifiziellen DNA-Sequenziibergang zwischen
den Domanen A5 und T4. Wie Abbildung 5-10 zeigt, hybridisierte diese Sonde nicht
nur im eingefuhrten C5A5T4E4-Hybridmodul in der Mutante, sondern auch mit ihrem
vorderen bzw. hinteren Teil in den Domanen A5 und T4 allein. Somit ergaben sich in
der DNA des Wildtyps zwei Hybridisierungsstellen fur die Sonde und in der A.
balhimycina C5A5T4E4-Mutante drei. Durch den Restriktionsverdau mit Pstl lagen
diese Hybridisierungsstellen auf unterschiedlichen DNA-Fragmenten, deren Gréflien
aufgrund der bekannten Sequenz des Balhimycin-Biosynthesegencluster bestimmt
werden konnten. Die beiden Hybridisierungsstellen, die gleichermallen in Wildtyp
und Mutante vorkamen, lagen auf DNA-Fragmenten mit den GréRen 3192 bp und
1236 bp. Die Hybridisierung der kompletten Sonde mit der DNA der Mutante fand auf
einem Fragment der GroRe 903 bp statt, so dass dieses Fragment als
charakteristisch fur die Unterscheidung zwischen Wildtyp und Mutante erachtet

werden konnte. Der in Abbildung 5-11 gezeigte Southern Blot spiegelte diese
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erwarteten Fragmente wieder und bestatigte somit die Integritat der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante auf genomischer Ebene. Der ebenfalls dargestellte single
crossover-Klon zeigte eine zusatzliche Bande bei 5528 bp, da in diesem Stadium
noch das komplette Transformationsplasmid pC5A5T4E4 im Genom integriert vorlag.

6,1kb—» = © «—s528bp
: _
3,6 kb—p R o
 «—3192Dbp
1,5 kb —» :
S «—1236bp
1,0 kb —p : <4— 903 bp

Abbildung 5-11: Southern Blot-Ergebnisse des A. balhimycina Wildtyps sowie beider
crossover-Stadien zur A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante. Wahrend der Wildtyp und
beide crossover-Stadien DNA-Fragmente der GroBe 3192 bp und 1236 bp zeigten,
fehlte dem Wildtyp das fiur die crossover-Stadien charakteristische Fragment der
GroBe 903 bp. Beim single crossover-Klon trat auBerdem ein Fragment der GroRe 5528
bp auf, da in diesem Stadium noch das komplette Transformationsplasmid
pC5A5T4E4 im Genom integriert vorlag. Der hier gezeigte double crossover-Klon
wurde anschlieBend proteinbiochemisch und massenspektrometrisch charakterisiert.

117



Ergebnisse

5.3 Proteinbiochemische Charakterisierung der A. balhimycina C5A5T4E4-
Mutante mittels Disk-SDS-PAGE und massenspektrometrischer Analyse

Nachdem die Modulinsertion der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante auf genetischer
Ebene eindeutig mittels PCR und Southern Blot-Hybridisierung nachgewiesen war,
sollte anschlielend eine proteinbiochemische Charakterisierung erfolgen. Wahrend
die beiden nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen BpsA und BpsC mit 334 kDa und
199 kDa GroRRe nicht von den Veranderungen betroffen waren, sollte BpsB mit einer
Grofle von 432 kDa im Wildtyp durch die Modulinsertion (BpsB’) auf eine
theoretische Grolde von 591 kDa angewachsen sein. Ziel der proteinbiochemischen
Charakterisierung der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante war die Gegenuberstellung
mit dem Wildtyp-Protein, vor allem die Darstellung der Gréf3enunterschiede von
BpsB und BpsB’. Aus diesem Grund wurde zunachst eine Isolierung der nicht-
ribosomalen Peptidsynthetasen aus A. balhimycina Wildtyp und A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante nach dem in Abschnitt 4.2.12 beschriebenen Protokoll
vorgenommen. Dieses Protokoll wurde im Zuge einiger, anfanglich nicht erfolgreicher
Isolierungsversuche optimiert, wobei sich vor allem folgende Punkte als essentiell fir

das Gelingen erwiesen haben:

- Arbeit mit kleinen, handhabbaren Zellmengen (4 g Nassgewicht)

- ausreichende Lange des DNasel-Verdaus

- Polymin P Fallung

- Durchfihrung des Isolierungsprotokolls bis zur GroRenausschlul3-

chromatographie an einem Tag

Die Dokumentation des Reinigungsverlaufs mittels Bradford-Protein-
Konzentrationsbestimmung (s. Abschnitt 4.2.13) lieferte die in Tabelle 8 aufgefuhrten
Ergebnisse. Zu erwahnen ist hierbei, dass die Uberstandsproben immer nach dem
entsprechenden Zentrifugationsschritt enthommen wurden und dass alle Proben vor
der Konzentrationsbestimmung um den Faktor 1:200 mit Proteinisolierungspuffer
verdunnt wurden, um in den linearen Bereich des Konzentrations-Absorptions-
Diagramms zu kommen. Nach Errechnen der absoluten Konzentrationswerte aus
den gemessenen Absorptionsmittelwerten Uber die in Abschnitt 4.2.13 bestimmte

Kalibriergerade von Albumin wurde diese Verdunnung wieder zurtickgerechnet.
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Tabelle 8: Dokumentation des Reinigungsverlaufs der nicht-ribosomalen Peptidsyn-
thetasen mittels Bradford-Protein-Konzentrationsbestimmung. Grundlage der abso-
luten Konzentrationswerte ist die Kalibriergerade von Albumin (s. Abschnitt 4.2.13).

Wildtyp Mutante
Proteinkonz. Proteinkonz.
Probe (1:200) Dreifachbest. Mittelwert Dreifachbest. Mittelwert
[ug/mL] [Hg/mL]
DNasel 0,075 0,084
. 0,072 0,083 8737 0,088 0,088 9298
Uberstand 0.102 0,093
Polymin P 0,030 0,045
. 0,030 0,030 3193 0,049 0,047 4982
Uberstand 0,031 0.048
(NH;)2S0Oq4 0,003 0,001
. -0,006 0,003 281 0,007 0,007 737
Uberstand 0,011 0.012
0,218 0,176
vor Sephadex 0,238 0,234 245906 0,175 0,174 18351
0,245 0,172
Sephadex -0,014 0,014
-0.016 -0,005 - 0.094 0,065 6842
Totvolumen 0.014 0,087
Sephadex -0,006 -0,016
Fraktion 1 -0,003 0,003 316 0,001 0,002 175
raktion 0,018 0.020
Sephadex -0,007 0,022
Fraktion 2 -0,009 -0,006 - 0,048 0,038 4035
raxtion -0,001 0,045
Sephadex 0,001 0,072
Fraktion 3 0,003 0,013 1368 0,073 0,075 7930
raxtion 0,035 0,081
Sephadex 0,061 0,041
) 0,062 0,067 7018 0,044 0,043 4526
Fraktion 4 0,077 0,044
Sephadex 0,110 0,131
) 0,119 0,129 13614 0,128 0,136 14281
Fraktion 5 0.159 0148
Sephadex 0,073 0,091
Frakii 0,092 0,086 9018 0,092 0,092 9649
raktion 6 0.092 0.092
Sephadex 0,062 0,056
Fraktion 7 0,060 0,067 7088 0,055 0,064 6702
raktion 0.080 0.080

Die Uber diese Isolierungsstrategie generierten Sephadex-Fraktionen wurden wie in

Abschnitt 4.2.14 und 4.2.15 beschrieben gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit
Silberfarbung angefarbt (s. Abbildung 5-12).
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Abbildung 5-12: Silbergefarbtes Disk-SDS-PAGE-Gel der Sephadex-Fraktionen von A.
balhimycina Wildtyp und A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante. Als GroRenmarker
wurden die groBte kauflich erhaltliche Protein-Leiter sowie die Enniatinsynthetase
(ESyn) mit 346 kDa verwendet.

Vergleicht man die beiden Spuren der Sephadex-Fraktionen 3 von Wildtyp und
Mutante, so beobachtet man jeweils eine Bande, die in der anderen Spur nicht
auftritt. Berlcksichtigt man die Protein-Banden bekannter Grofle in der Protein-
Leiter-Spur bei 170 kDa und in der Enniatinsynthetase-Spur bei 346 kDa, so war es
sehr wahrscheinlich, dass es sich bei der Bande in der Wildtyp-Spur um BpsB mit
432 kDa und bei der schwacheren Bande in der Mutanten-Spur um das
modulerweiterte BpsB™ bei 591 kDa handelte. Um diese Vermutung zu bestatigen,
wurde eine massenspektrometrische Analyse dieser beiden Protein-Banden bei der
Firma Proteome Factory AG in Auftrag gegeben. Da die erste Analyse des in
Abbildung 5-12 gezeigten Gels aufgrund zu geringer Konzentrationen zu keinem
Ergebnis flhrte, wurden die Reste von Wildtyp Sephadex-Fraktion 3 und Mutanten
Sephadex-Fraktion 3 in mehreren Spuren auf jeweils einem Gel gelelektrophoretisch
getrennt. Die Anfarbung dieser Gele ubernahm die Proteome Factory AG mit einem
firmeneigenen Kit, welches dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kit
hinsichtlich MS-Kompatibilitat Uberlegen sein soll. Die damit durchgeflihrte
massenspektrometrische Analyse und Proteindatenbanksuche erbrachte fur beide
Banden eine eindeutige Zuordnung zur nicht-ribosomalen Peptidsynthetase BpsB
und bestatigte somit die oben angestellte Vermutung (s. Anhang). Die Tatsache,

dass auch BpsB’ der Mutante zu BpsB in der Datenbank zugeordnet wurde, erklart
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sich dadurch, dass die Datenbank BpsB" nicht enthalt und BpsB’ nur aus Sequenzen
von BpsB besteht.

Die beiden anderen nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen BpsA und BpsC lagen
aufgrund ihrer geringeren Grolde in einem Bereich des Gels, in dem die Spuren eine
Vielzahl an Proteinkontamination zeigten. Da der Fokus der proteinbiochemischen
Charakterisierung eindeutig auf BpsB und BpsB™ lag, wurden auch keine weiteren
Aufreinigungsversuche unternommen, um auch noch BpsA und BpsC identifizieren

zu kdbnnen.

121



Ergebnisse

5.4 Charakterisierung des Glykopeptidproduktionsprofils der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante mittels HPLC-ESI-MS und -MS/MS

Fur die massenspektrometrische Charakterisierung des Glykopeptidproduktions-
profils der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante wurde mehrere Male wie in Abschnitt
4.2.2 beschrieben fermentiert. Fur die Vorbereitung der Fermentationskulturen
wurden unterschiedliche Prozeduren getestet, wobei sich die in Abschnitt 4.2.17
beschriebene Vorgehensweise am Ende als die beste erwiesen hat. Die
massenspektrometrischen Untersuchungen umfassten zunachst eine Identifizierung
von potentiellen Glykopeptidmetaboliten mittels HPLC-ESI-MS (s. Abschnitt 4.2.18)
und eine anschlieBende Verifizierung des Glykopeptidcharakters und gleichzeitige
Strukturaufklarung mittels HPLC-ESI-MS/MS (s. Abschnitt 4.2.19). Auf diesem Weg
konnte aus einer enormen Datenmenge letztlich das Glykopeptidproduktionsprofil der
A. Dbalhimycina C5A5T4E4-Mutante  aufgeklart werden. Dieses zeigte
erfreulicherweise einige Glykopeptidmetabolite mit einem um ein Hpg erweiterten
Peptidgrundgerust, was den erfolgreichen Verlauf der kombinatorischen Biosynthese
auf Produktions- und damit Enzymaktivitadtsebene bestatigte. Neben den erwarteten
Oktapeptiden traten auch C-terminal verkurzte Metabolite auf, bei denen es sich
héchstwahrscheinlich um Biosynthesezwischenstufen handelte. Eine Ubersicht Giber
die strukturaufgeklarten Glykopeptidmetabolite 1 - 11 ist in Abbildung 5-13 gezeigt.

Cl Cl

OH OH
OH
. | OH

HO e
g - O i O s o
NH2 N N N NH2
N HO N N N

H
thy H s H c? H

OH
NH3
HO

OH 6

Cl

HP9 Hpg HPI agn CN ey

Dpg cht HPA Hpg HPG agn CNt gy 5 cht HPA ppg HPZ agn TNt gy
| I | | I |
-O- 9 -0- 8
c-0-D Hpg HPI sy CNt oy c-0-D
4
& Hpg p . ChL (o0 &
Dpg cnt HPI Hpg HPY asp Cht ey 3 cht HPY Hpg HP aen Cht gy
1 Asn cht Leu 10
Leu: Leucin 2
Cht: p-Chlorhydroxytyrosin
Asn: Asparagin & Glykosylrest &

Hpg: 4-Hydroxyphenylglycin t

Dpg: 3,5-Dihydroxyphenylglycin 1

Abbildung 5-13: Ubersicht iiber die strukturaufgeklirten Glykopeptidmetabolite 1 - 11.
Als Symbolik wurden hier fiir gleiche Aminosduren Kugeln gleicher Farbe gewaihit.
(Anmerkung: N-Terminus ist gegen die offizielle Definition rechts gesetzt).
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Im Folgenden soll die Strukturaufklarung der Metabolite 1 - 11 naher beleuchtet und
jeweils das MS- und MS/MS-Spektrum gezeigt werden. Am eindeutigsten war die
Strukturaufklarung der linearen, vollstandig chlorierten, aber nicht-glykosylierten und
nicht N-methylierten Di- bis Oktapeptide 1 - 7, da mit Hilfe der Roepstorff-Fragmente
die Aminosaure-Sequenz genau nachvollzogen werden konnte. Als Sekundar-
fragmentierungen traten neben den Peptidbindungsbrichen haufig H,O-
Abspaltungen, die typisch fur B-Hydroxysauren sind, und COj-Abspaltungen, die
typisch fir den C-Terminus sind, auf. Die zugehoérigen Spektren dieser sieben

Metabolite sind in Abbildung 5-14 gezeigt.
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Abbildung 5-14: MS- und MS/MS-Spektren der sieben linearen, vollstindig chlorierten,
aber nicht glykosylierten und nicht N-methylierten Di- bis Oktapeptide 1 - 7.
(Anmerkung: N-Terminus ist gegen die offizielle Definition rechts gesetzt).
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Neben diesen Metaboliten traten die mit 6 und 7 verwandten Metabolite 8 und 9 auf,
die jeweils einen Massenshift von Am = 2 amu zu niedrigeren Molekulmassen
aufwiesen, was stark auf das Vorkommen einer oxidativen Seitenkettenzyklisierung
hindeutete. Mit Hilfe der in Abbildung 5-15 gezeigten MS/MS-Spektren konnte in
beiden Fallen die oxidative Seitenkettenzyklisierung eindeutig zwischen °*Hpg und

"Cht lokalisiert werden.
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Abbildung 5-15: MS- und MS/MS-Spektren der beiden monozyklischen, vollstandig
chlorierten, aber nicht glykosylierten und nicht N-methylierten Hepta- und Oktapeptide
8 und 9. (Anmerkung: N-Terminus ist gegen die offizielle Definition rechts gesetzt).

Zwei weitere Metabolite 10 und 11 zeigten einen Massenshift von Am = 162 amu zu
hoheren Molekulmassen im Vergleich zu 6 und 7, was typischerweise einer
Glykosylierung entspricht. Mit Hilfe der in Abbildung 5-16 gezeigten MS/MS-Spektren
konnten in beiden Fallen Hinweise Uber den Ort der Glykosylierung gewonnen
werden. Die Roepstorff-Fragmente [b6-H,O+162] bis [b3-H,O+162] bei 10 bzw. [b7-
H20+162] bis [b3-H,0+162] bei 11 schrankten die Glykosylierungsstelle auf die drei
N-terminalen Aminosauren 'Leu, ?B-Hty and Asn ein. Mit Hilfe von MS>-Spektren
konnte bei 11 auRerdem 3Asn ausgeschlossen werden. Bei Betrachtung der
verbleibenden Aminosauren 'Leu und 2[3-th konnten die B-OH- bzw. die phenolische

OH-Gruppe von 2[3-th als die wahrscheinlichsten Anknupfungspunkte fur den
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Glykosylrest ausgemacht werden. Eine

Glykosylierungsstelle war experimentell nicht moglich.
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Abbildung 5-16: MS- und MS/MS-Spektren der beiden linearen, vollstandig chlorierten,
monoglykosylierten und nicht N-methylierten Hepta- und Oktapeptide 10 und 11.
(Anmerkung: N-Terminus ist gegen die offizielle Definition rechts gesetzt).

Neben den soeben beschriebenen elf strukturaufgeklarten Glykopeptidmetaboliten 1
— 11 traten sechs weitere Metabolite 12 — 17 auf, deren Strukturen allerdings
aufgrund zu geringer Konzentration bzw. aufgrund zu starker Verbrickung in den
Seitenketten nicht mittels HPLC-ESI-MS/MS aufgeklart werden konnten.

Dies sind die Metabolite 12 und 13, bei denen es sich aufgrund ihrer Molekilmasse
um das bizyklische und das trizyklische, vollstandig chlorierte, aber nicht glykosylierte
und nicht N-methylierte Oktapeptid handeln konnte. Die MS/MS-Spektren sind in
beiden Fallen sehr fragmentarm, was gut mit dem hohen Grad der oxidativen
Seitenkettenzyklisierung zusammenpassen wuirde. Leider waren die Konzentrationen
fur eine Aufreinigung und anschlieRende NMR-Analyse dieser Verbindungen zu
gering, was die einzige Moglichkeit zur Aufklarung dieser wahrscheinlich mehrfach
verbrickten Strukturen gewesen ware. Die MS- und MS/MS-Spektren zu diesen

beiden Metaboliten sind in Abbildung 5-17 gezeigt.
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12 hypothetisches bizyklisches Oktapeptid
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Abbildung 5-17: MS- und MS/MS-Spektren der beiden hypothetischen bi- bzw.
trizyklischen, volistindig chlorierten, aber nicht glykosylierten und nicht N-
methylierten Oktapeptide 12 und 13.

Neben den bereits beschriebenen linearen monoglykosylierten Hepta- bzw.
Oktapeptiden 10 und 11 wurden auch vier Metabolite 14 - 17 gefunden, deren
Molekilmassen zu den monoglykosylierten Derivaten des monozyklischen
Heptapeptids 8 bzw. der mono- bis trizyklischen Oktapeptide 9, 12 und 13 passen
wuirden. Wahrend die MS/MS-Spektren von 14, 16 und 17 sehr fragmentarm waren
und nur die Abspaltung des Glykosylrests zeigten, gab das MS/MS-Spektrum von 15
mehr Auskunft Uber die Struktur. Allerdings konnte auch hier nichts Uber die
Lokalisation des Glykosylrests herausgefunden werden. Alle Spektren zu den
Metaboliten 14 — 17 sind in Abbildung 5-18 gezeigt.
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14 hypothetisches monoglykosyliertes, monozyklisches Heptapeptid

[M+H]* [M+H]*
12?96 1279,3
100, 13,0 - 13,3 min 100y &
[ 7 (oo Mo Heg Hog Aan o el 1
| 75 | 75 . r
c-0-D
Trat I % Trea ! %
50 50
‘ [M+H-H20-162]*
| 1099,3
25 | | 25 [M+H-162]*
u |I 1117,3
h

| 1 [ | L1 1 1 11
12?9 1281 1283 1335 1257 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

mizlamy —

15 hypothetisches monoglykosyhertes monozyklisches Oktapeptid
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Abbildung 5-18: MS- und MS/MS-Spektren des hypothetischen monoglykosylierten,
monozyklischen Heptapeptids 14 und der hypothetischen monoglykosylierten, mono-
bis trizyklischen Oktapeptide 15 — 17, die jeweils vollstandig chloriert, aber nicht N-
methyliert vorliegen. Die Klammer bei 14 und 15 soll andeuten, dass die Lokalisation
des Glykosylrests unbestimmt ist. (Anmerkung: N-Terminus ist gegen die offizielle
Definition rechts gesetzt).
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Neben diesen 17 Metaboliten produziert die Mutante auch Balhimycin, das
Glykopeptid des Wildtyps, sowie die ebenso im Wildtyp vorkommenden typischen
mikroheterogenen Derivate. Die moglichen Grunde fur diese Tatsache werden in

Abschnitt 6 diskutiert.
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5.5 Erganzende Untersuchungen zum Glykopeptidproduktionsprofil der A.
balhimycina C5A5T4E4-Mutante

5.5.1 Chirale Aminosaurenanalytik des Glykopeptidmetaboliten 6

Stellvertretend fur die anderen Glykopeptidmetabolite wurde 6 mit Hilfe einer chiralen
Aminosaurenanalytik untersucht, was eine vorherige Aufreinigung mittels
praparativer HPLC zu sehr hoher Reinheit erforderte. Das so erhaltene

Chromatogramm ist in Abbildung 5-19 dargestellt.
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Abbildung 5-19: GC-MS-Chromatogramm zur chiralen Aminosaurenanalytik des
Glykopeptidmetaboliten 6.
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Die daraus abgeleiteten Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ergebnisse der chiralen Aminosaurenanalytik des Glykopeptidmetaboliten
6.

erwartet gefunden

D-Leu D-Leu (98,6 %, ee =97,2 %)

L-Asn L-Asp (96,9 %, ee = 93,8 %)
D-Hpg (3x) D-Hpg (91,2 %, ee = 82,4 %)

Diese Ergebnisse zeigten vor allem, dass im Glykopeptidmetaboliten 6 nur D-
Hydroxyphenylglycine vorhanden sind und daher die Epimerasedomane des
eingebrachten Moduls funktional ist. Dieses Ergebnis kann mit grolRer
Wahrscheinlichkeit auf die anderen Glykopeptidmetabolite Ubertragen werden.
Bezlglich der anderen Aminosauren sind die Ergebnisse wie erwartet. D-Leu konnte
direkt und L-Asn indirekt als L-Asp nachgewiesen werden. Diese Umwandlung von
Asn zu Asp ist typisch und tritt inharent unter den verwendeten
Hydrolysebedingungen auf. B-Hty wird unter diesen Bedingungen sogar ganz zerstort

und konnte deshalb nicht nachgewiesen werden.

5.5.2 Summenformelbestatigung der Glykopeptidmetabolite 1 — 11 der A.
balhimycina C5A5T4E4-Mutante mittels hochaufgeloster ESI-FTICR-MS

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 10 aufgelistet. Fir die meisten
Metabolite konnten die Summenformeln, die den in Abschnitt 5.4 gezeigten
Strukturen entsprechen, mit einer relativen Massengenauigkeit < 1,0 ppm bestatigt
werden. Die schlechten relativen Massengenauigkeiten von Metabolit 5 mit 2,6 ppm
und Metabolit 11 mit 15,6 ppm erklaren sich durch die geringen Konzentrationen
dieser Metabolite und die dadurch erzeugten schlechten Intensitaten im
Massenspektrum. Bei Metabolit 6 waren die Konzentrationen so gering, dass ohne

vorherige HPLC-Kopplung nichts im Massenspektrum detektiert werden konnte.
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Tabelle 10: Ergebnisse der hochaufgelosten ESI-FTICR-MS-Messungen fir die

Glykopeptidmetabolite 1 — 11.

Theoretisch Experimentell
Summenformel relative
berechnete bestimmte
Metabolit des Molekdil-lons Massengenauigkeit
. Molekilmasse des Molekilmasse des
[M+H] . . . . [ppm]
Molekdil-lons [M+H] Molekdil-lons [M+H]
1 C15H22CIN,Os5 345,12118 345,12144 0,75
2 C19H25CIN,O; 459,16410 459,16445 0,76
3 C,7H35CIN5sOq 608,21178 608,21215 0,61
4 C35H42CINgO 14 757,25946 757,25981 0,46
5 C43H49CIN;O45 906,30714 906,30946 2,6
6 CsoH57CIoNgO 16 1119,32641 1119,32632 0,08
7 CeoHe4CloNgO 19 1284,36900 1284,36766 1,0
8 CsoH55C1oNgO 16 1117,31076 1117,30965 0,99
9 CeoHe2CloNgO 19 1282,35335 1282,35222 0,88
10 C58H67C|2N8021 1281,37924 n. b. n. b.
1 CesH74CloNgO24 1446,42183 1446,44445 15,6

5.5.3 Abschatzung der relativen Produktionsmengen der Glykopeptide

Die Bestimmung der absoluten Produktionsmengen der Glykopeptide war aufgrund
fehlender Standardverbindungen nicht durchfihrbar, weshalb eine Abschatzung der
relativen Produktionsmengen durchgefuhrt wurde. Um quantitative Aussagen treffen
zu koénnen, eignet sich normalerweise ein Q1-Scan im Quadrupol besser als ein
EMS-Scan in der linearen lonenfalle. Allerdings erforderte die Abschatzung der
relativen Produktionsmengen aus dem Kulturiberstand, der die Metabolite in ihren
ursprunglichen Verhaltnissen enthielt, eine Mindestempfindlichkeit, die beim Q1-Scan
nicht gegeben war. So blieb also als einzige Mdglichkeit die naherungsweise
Abschatzung aus den Peakflachen der extrahierten lonenstrome einer HPLC-ESI-
MS-Messung mit EMS-Scan. Bei glykosylierten Metaboliten musste die
typischerweise auftretende in source-Fragmentierung bericksichtigt werden. Diese
fuhrt dazu, dass nicht nur der glykosylierte Metabolit, sondern vor allem das daraus
entstandene nicht-glykosylierte Fragment im Massenspektrum erscheint. Aus diesem
Grund wurden in diesen Fallen die Peakflachen von beiden extrahierten
lonenstromen addiert. Die Ergebnisse dieser Abschatzung zeigten, dass 6 als
Hauptmetabolit der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante produziert wird und 7 und 8 in

funffach bzw. dreifach niedrigeren Konzentrationen vorkommen. Alle anderen
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Glykopeptidmetabolite werden in Konzentrationen <10 % des Hauptmetaboliten 6
produziert. Die Gesamtproduktivitdt der Mutante konnte auf etwa 10 % der
Gesamtproduktivitat des Wildtyp-Stammes geschatzt werden. An dieser Stelle muss
noch erganzt werden, dass die Mutante Balhimycin in etwa der gleichen

Grollenordnung produziert wie Hauptmetabolit 6.
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6 Diskussion

Im Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit erfolgte eine ausfuhrliche Beschreibung der
Herstellungsstrategie der mittels der Prinzipien der kombinatorischen Biosynthese
erzeugten A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante. Die erfolgreiche Umsetzung dieser
Strategie wurde zunachst auf genetischer Ebene und anschliefend auch auf
Proteinebene nachgewiesen. Ob die somit konstruierte, um ein komplettes Modul
von 159 kDa erweiterte nicht-ribosomale Peptidsynthetase BpsB™ die Biosynthese
des hypothetischen Produktes mit einem um ein 4-Hydroxyphenylglycin erweiterten
Balhimycin-Peptidriickgrat  katalysiert, wurde durch die  anschlielende
massenspektrometrische Charakterisierung des Metabolitspektrums untersucht.
Dieses Produktionsprofil wurde in den Abschnitten 5.4 und 5.5 ausfuhrlich
beschrieben, wobei von den 17 gefundenen Metaboliten 13 ein Peptidrickgrat mit
der zusatzlichen Aminosaure 4-Hydroxyphenylglycin an Position 5 besalten und
somit die Funktionalitat des neu generierten Proteins BpsB™ eindeutig bewiesen. Bei
den Ubrigen vier Metaboliten handelte es sich um C-terminal verklrzte Peptide, in
denen die Manipulation der Biosynthese nicht zum Tragen kam. Die Funktionalitat
der im eingefihrten Modul enthaltenen E-Domane wurde durch die chirale
Aminosaurenanalytik von Metabolit 6 in Abschnitt 5.5.1 exemplarisch gezeigt. Im
Folgenden soll der ,Dekorierungszustand® dieser 17 Metabolite durch sog. ,tailoring“-
Reaktionen ausfuhrlicher diskutiert werden. Darunter fallen neben den post-NRPS-
Dekorierungen ,N-Methylierung® und ,Glykosylierung“ auch die wahrend der nicht-
ribosomalen Peptidsynthese ablaufende inter-NRPS-Dekorierung ,Chlorierung® und
die ,oxidative Seitenkettenzyklisierung®.

Zum Chlorierungszustand der Metabolite ist zu bemerken, dass ausschlieRlich
vollstandig chlorierte Metabolite nachgewiesen wurden. Dies spricht fur die Tatsache,
dass zum einen die Funktionalitat der Halogenase BhaA durch den genetischen
Eingriff nicht beeintrachtigt wurde und zum anderen die fur die Chlorierung
erforderliche Protein-Protein-Interaktion der Halogenase mit den NRPS auch trotz
der Modulinsertion in BpsB weiterhin moglich war. Die Substrate der Halogenase
BhaA,®"! also die zwei an die T-Doménen der NRPS gebundenen B-Hydroxytyrosin-
Aminosauren, waren von der Modulinsertion nicht betroffen, so dass somit auch kein

Kompatibilitatsproblem bezuglich der Substratspezifitat zu erwarten war.
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Anders liegen die Verhaltnisse bei der oxidativen Seitenkettenzyklisierung. Die drei
oxidativen Seitenkettenzyklisierungen A-B, C-O-D und D-O-E werden in A.
balhimycina Wildtyp von den drei P450-abhangigen Monooxygenasen OxyA, OxyB
und OxyC katalysiert, wobei folgende Reihenfolge und folgende Enzym-Ring-
Zuordnung gilt: C-O-D (OxyB) -> D-O-E (OxyA) -> A-B (OxyC)."*®! AuRerdem konnte
in der Vergangenheit gezeigt werden, dass diese oxidativen
Seitenkettenzyklisierungen auf der Stufe der NRPS-gebundenen Hexa- bzw.
Heptapeptide ablaufen, was fur eine Protein-Protein-Interaktion zwischen den nicht-
ribosomalen Peptidsynthetasen und den P450-abhangigen Monooxygenasen
spricht.***! Das Produktionsprofil der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante zeigte
neben den linearen Metaboliten 1-7 sowie 10 und 11 die zwei monozyklischen
Hepta- bzw. Oktapeptide 8 und 9, bei denen mit Hilfe der aufgenommenen MS/MS-
Spektren eindeutig die C-O-D-Seitenkettenzyklisierung nachgewiesen werden konnte
(s. Abbildung 5-15). Daneben traten zwei weitere Metabolite 14 und 15 auf, bei
denen sowohl die Molekilmassen als auch die MS/MS-Spektren darauf hindeuteten,
dass es sich um die monoglykosylierten Derivate von 8 und 9 handelt. Somit kann
man schliel3en, dass OxyB, das als erstes Enzym flr die Knupfung des C-O-D-Rings
verantwortlich ist, eine gewisse Toleranz und damit Aktivitat gegenliber dem neuen
Peptidrickgrat aufbringen kann. Bei dem monozyklischen Heptapeptid 8 handelt es
sich immerhin um den Metaboliten der quantitativ am zweitstarksten vertreten ist.
AuRerdem scheint die eben erwahnte Protein-Protein-Interaktion von OxyB mit den
NRPS durch die Modulinsertion in BpsB nicht wesentlich gestért zu werden.
Erstaunlicherweise traten vier weitere Molekilmassen auf, die auf ein bizyklisches
bzw. trizyklisches Oktapeptid (12, 13) sowie deren monoglykosylierte Analoga (16,
17) hindeuteten. Ein so hoher Grad an oxidativer Seitenkettenzyklisierung
verhinderte eine Strukturaufklarung anhand von MS/MS-Spektren, so dass eine
NMR-Analyse notwendig war. Leider war die Produktionsrate dieser Metabolite so
gering, dass keine Aufreinigung ausreichender Mengen erfolgen konnte, um den
bizyklischen bzw. trizyklischen Charakter der Metabolite nachzuweisen. Dies deutete
darauf hin, dass die zwei P450-abhangigen Monooxygenasen OxyA und OxyC das
neue Peptidrickgrat, wenn Uberhaupt, nur in vernachlassigbarem Ausmal als
Substrat tolerieren konnen. Neben der nicht vorhandenen Substraterkennung durch
die Enzyme konnte aber auch die Struktur des veranderten Peptidrickgrats selbst

dazu fuhren, dass vor allem die beiden letzten oxidativen Seitenkettenzyklisierungen
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beispielsweise aus sterischen Grinden nicht mehr oder sehr stark verringert moglich
sind. Ein dritter moglicher Grund fur die nicht nachweisbaren oxidativen
Seitenkettenzyklisierungen durch OxyA und OxyC konnte auch eine Storung der
Protein-Protein-Interaktion mit BpsB™ sein.

Die dritte Dekorierungsreaktion ist die N-Methylierung, die in allen Metaboliten des
Produktionsprofils fehlte. Dies war nicht weiter verwunderlich, da es sich bei der N-
Methylierung um eine post-NRPS-Reaktion handelt und im Wildtyp ein trizyklisches
Heptapeptid als Substrat der N-Methyltransferase erkannt wird.?®*®! Die fehlenden
bzw. unvollstandigen oxidativen Seitenkettenzyklisierungen bei den Metaboliten der
A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante werden offensichtlich von der N-
Methyltransferase nicht toleriert.

Auch bei der Glykosylierung geht man davon aus, dass sie als post-NRPS-Reaktion
ein trizyklisches Heptapeptid als Substrat besitzt.?®*"*®] Aus diesem Grund fehlten
bei allen gefundenen Metaboliten die fur Balhimycin typischen Glykosylierungen, d.h.
es fehlten die Glukose an 4-Hydroxyphenylglycin und das 4-oxo-Vankosamin an 3-
Hydroxytyrosin. Allerdings zeigten die MS/MS-Spektren der sechs Metabolite 10, 11,
14 bis 17 eine Abspaltung eines 162 amu Neutralfragments, was typisch fur die
Anwesenheit von Glukose oder verwandten isobaren Hexosen ist. Aus diesem
Befund wurde geschlossen, dass es sich wahrscheinlich um die monoglykosylierten
Analoga der unterschiedlich stark zyklisierten Hepta- bzw. Oktapeptide 6 bis 9, 12
und 13 handelte. Die Lokalisierung der mutmalfilichen Hexose an die Aminosaure (-
Hydroxytyrosin in Position zwei konnte anhand von MS/MS-Spektren der linearen
Metabolite 10 und 11 zugeordnet werden (s. Abbildung 5-16). Dies entsprach zwar
einer Balhimycin-typischen Glykosylierungsposition, an der aber ublicherweise 4-oxo-
Vankosamin kovalent gebunden ist, welches die Abspaltung eines 143 amu
Neutralfragments ergeben hatte. Aus diesem Grund muss von einer unspezifischen
Glykosylierung ausgegangen werden. Unter Umstanden enthalt das Genom von A.
balhimycina eine unspezifisch wirkende Glykosyltransferase, die das neue
Peptidrickgrat als Substrat akzeptierte und glykosylierte.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der Anlal® fir Diskussionen liefert, ist das Vorkommen
der C-terminal verkurzten Biosynthesevorlaufer 1 bis 6 in relativ hohen
Konzentrationen. Es gibt einige Beispiele in der Literatur, die das Vorkommen von
Biosynthesevorlaufern in Wildtyp-Produzenten!’®*"% oder Mutanten** beschreiben.

Hierbei wird vermutet, dass diese Intermediate vor Beendigung der
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Biosynthesesequenz vom Multienzymkomplex abhydrolysiert werden und deshalb im
Kulturiberstand nachweisbar sind. Dabei wurde die Beobachtung gemacht, dass
Manipulationen der nicht-ribosomalen Peptidsynthese zu einer ,kinetischen
Blockade® und damit zu einer verstarkten Hydrolyse der Biosyntheseintermediate
filhren kdnnen.'®”! Dies kdnnte auch bei der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante eine
Rolle spielen, da die nicht-ribosomale Peptidsynthese durch das Einbringen eines
zusatzlichen Moduls vermutlich nicht mehr mit derselben Geschwindigkeit ablaufen
kann wie im A. balhimycina Wildtyp. Einen wesentlichen Beitrag zur ,kinetischen
Blockade® der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante liefert sehr wahrscheinlich die
oben diskutierte reduzierte Aktivitat der P450-abhangigen Monooxygenasen.

Der letzte Punkt, der in dieser Diskussion angesprochen werden soll, ist die in der A.
balhimycina C5A5T4E4-Mutante beobachtete Produktion des Wildtyp-Glykopeptids
Balhimycin in etwa derselben Menge wie die des Hauptmetaboliten 6. Dazu sind

prinzipiell zwei Erklarungen denkbar (s. Abbildung 6-1).
a)
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Abbildung 6-1: Zwei mogliche Erklarungen fiir die Produktion des Wildtyp-
Glykopeptids Balhimycin in der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante. a) Die Instabilitat
des A. balhimycina C5A5T4E4-Genotyps ermoglicht eine erneute homologe
Rekombination und damit Riickmutation zum Genotyp des A. balhimycina Wildtyps. b)
In der A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante tritt ein sog. Modulskipping des neu
eingebrachten Hybridmoduls (grau unterlegt) auf.
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Die erste Erklarung geht davon aus, dass neben dem A. balhimycina C5A5T4E4-
Genotyp auch der Genotyp des A. balhimycina Wildtyps vorkommt. In anderen
Worten bedeutet dies, dass es sich bei der fermentierten Kultur um eine Mischkultur
gehandelt haben kdnnte. Es kann allerdings ausgeschlossen werden, dass es sich
bei der Herstellung der Mutante von Anfang an um eine Mischkultur gehandelt hat,
da das Stressprotokoll eine Protoplastierung und dementsprechend eine
Vereinzelung der Zellen vorsah. In dem Zusammenhang muss darauf hingewiesen
werden, dass bei den mycelbildenden Actinomyceten selbst keine klare Begrenzung
der Zellen vorhanden ist. Man kann also nicht von vielen Einzelzellen mit jeweils
einem Genom ausgehen, sondern eher von Zellclustern mit mehreren Genomen. Zur
Herstellung von Mutanten wird deshalb der Weg uber die Protoplasten gewahlt.
Aufgrund der Beschaffenheit des Genoms der Mutante muss aber von einer
gewissen Instabilitat der Mutante ausgegangen werden, die in der Verdopplung von
Sequenzbereichen begrindet ist. Diese Situation ermoglicht, zumindest theoretisch,
eine erneute homologe Rekombination, die wieder zum Genotyp des Wildtyps fuhrt
(s. Abbildung 6-1a)). Der Nachweis des Wildtyp-Genoms in Gegenwart des Genoms
der Mutante mit PCR oder Southern Blot ist allerdings nicht mdglich, da jeder
Sequenzabschnitt des Wildtyps auch in der Mutante vorkommt. Auf Proteinebene
konnte diese teilweise Reversion der Mutante zum Wildtyp nicht beobachtet werden,
wie Abbildung 5-12 zeigt. In der Spur des Proteingels der Mutante ist namlich neben
BpsB’ kein Wildtyp BpsB sichtbar. Allerdings ist denkbar, dass diese Reversion zu
BpsB nur zu einem sehr kleinen Prozentsatz auftritt, was mit Silberfarbung des Gels
nicht detektiert werden kann. Es ist allerdings anzunehmen, dass die
Biosynthesegeschwindigkeit von BpsB deutlich uber der von BpsB~ liegt, so dass
auch eine geringe Menge an BpsB zu einer deutlich nachweisbaren
Balhimycinproduktion fuhren kdénnte. Eine zweite mogliche Erklarung fir das
Vorhandensein von Balhimycin kann durch den Begriff ,Modulskipping“ umschrieben
werden. Dies beschreibt die Situation, dass ein Modul zwar auf genetischer Ebene
und auf Proteinebene vorhanden ist, bei der Biosynthese des Produktes aber
Ubersprungen wird (s. Abbildung 6-1b)). Dieses Phanomen wurde vorwiegend fur
Polyketidbiosynthesen beschrieben und ist flr nicht-ribosomale Biosynthesen bisher
kaum bekannt."® Aus diesem Grund wird im vorliegenden Fall die Reversion der

Mutante zum Wildtyp als wahrscheinlichere Erklarung erachtet.
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7 Ausblick

Im Arbeitskreis von Professor SuBmuth wird momentan von Frau Dr. Suada
Turkanovi¢ an der Totalsynthese eines der Hauptprodukte der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante gearbeitet und zwar des linearen Oktapeptids 7 (s. Abbildung
7-1).

OH OH cl
HO OH OH
HO
N N N N 2
o) o) o) S
OH
NH,
HO
Cl OH
7
OH 4
0o <
\ 0 H (0] H (0]
‘\\N ‘\\N N N N (0]
H H H H
o}
HOZC Cl cl ¢l Cl
OH OH
Complestatin

OH
COOH
H2N/\n/ E E E E N\)J\ /[COOH
OH HO OH HO OH HO OH HO OH

Feglymycin

Abbildung 7-1: Das lineare Oktapeptid 7, eines der Hauptmetabolite der A. balhimycina
C5A5T4E4-Mutante, zeigt eine strukturelle Ahnlichkeit zu Complestatin und
Feglymycin. Die haufig vorkommenden Aminosauren 4-Hydroxyphenylglycin und 3,5-
Dihydroxyphenylglycin sind rot dargestellt.

Das Ziel dieser Totalsynthese ist die Bestatigung der in der vorliegenden Arbeit
vorgenommenen Strukturaufklarung dieser Verbindung. Daruber hinaus soll auf

diese Weise eine genltgend groRe Menge in Reinstform gewonnen werden, die fur
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das Screening nach biologischer Aktivitdt verwendet werden kann. Eine Aktivitat
analog der des Balhimycins bzw. Vancomycins ist aber nicht zu erwarten, da
Struktur-Aktivitats-Studien der Vergangenheit zeigten, dass die oxidativen
Seitenkettenzyklisierungen und die damit bewirkte konformationelle Starrheit der
Struktur essentiell sind fur die hier vorhandene Form der antimikrobiellen Aktivitat. So
waren beispielsweise die von den OxyA- bzw. OxyC-Deletionsmutanten von A.
balhimycina produzierten mono- bzw. bizyklischen Balhimycinderivate komplett
inaktiv im Hemmbhoftest mit dem Indikatorstamm Bacillus subtilis.['% Allerdings
besteht eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit von 7 zu Complestatin'®’! bzw. zu
Feglymycin,['%1% deren Strukturen in Abbildung 7-1 gezeigt sind. Alle drei Peptide
besitzen eine auflergewoOhnlich hohe Zahl an 4-Hydroxyphenylglycinen und 3,5-
Dihydroxyphenylglycinen. Bemerkenswerterweise weisen sowohl Complestatin als
auch Feglymycin eine antivirale Aktivitat gegenuber dem HI-Virus auf, die durchaus
mit der eben genannten strukturellen Gemeinsamkeit zusammenhangen kénnte. Aus
diesem Grund ist bei 7 ein Screening nach biologischer Aktivitat vor allem in Hinblick

auf antivirale Eigenschaften sehr interessant und durchaus vielversprechend.
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8 Anhang

8.1 Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der Proteinbande aus
A. balhimycina und deren Identifizierung als nicht-ribosomale Peptid-
synthetase BpsB mittels Proteindatenbanksuche
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8.2 Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der Proteinbande aus
A. balhimycina C5A5T4E4-Mutante und deren Identifizierung als nicht-
ribosomale Peptidsynthetase BpsB mittels Proteindatenbanksuche
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