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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung der Lin A-Biosyntheseenzyme

LmbC und LmbN, die als mogliche Komponenten des Multienzymkomplexes der ,,NDL-

Synthestase* postuliert wurden.

Die vermutliche Beteiligung von LmbC an der Biosynthese wurde zunichst anhand der
ImbC-Knock-out-Mutante nachgewiesen. Die Mutante zeigte den Lin A"-Phénotyp, der
durch trans-Komplementation aufgehoben werden konnte. Im Anschluss konnte das
heterolog in E. coli iiberproduzierte, 16sliche His-tag-LmbC in der Funktion als PPL-
Adenylat-bildendes Enzym bestétigt und sein Substratspektrum charakterisiert werden.
Dabei wurde auch der Nachweis erbracht, dass PPL das natiirliche Substrat von LmbC ist
und das Strukturelement des Pyrrolidinrings die Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche

Adenylylierung darstellt.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde bei Aminosduresequenz-Analysen am N-Terminus des
urspriinglich als LmbN identifizierten Genprodukts die Konsensussequenz einer 4°-
Phosphopantethein-Bindestelle eines Carrierproteins des Dcp-Typs lokalisiert. Daraufhin
wurde durch erneute Sequenzierung bewiesen, dass es sich bei LmbN tatsidchlich um eine
Fusion zweier funktionsfremder Enzyme handelte, was zusdtzlich durch Untersuchungen

der heterologen Expressionsprodukte abgesichert werden konnte.

Sowohl LmbN als auch ein Polypeptid bestehend aus den ersten 79 Aminosduren des N-
Terminus (LmbPCP) wurden als His-tag-Fusionsproteine iiberproduziert und
angereichert, um die Funktion als Carrierenzym innerhalb der Biosynthese zu bestitigen.
Zuerst wurde zu diesem Zweck versucht, die Carrierprotein-Doméne in vitro
posttranslational mit der prosthetischen Gruppe 4°‘-Phosphopantethein aus Coenzym A zu
modifizieren. Fiir das LmbPCP-Protein war dies teilweise mit der Phosphopantethein-
Transferase AcpS (PPTase aus B. subtilis) gelungen. Jedoch konnte fiir das
Gesamtprotein LmbN weder mit AcpS noch mit Sfp (PPTase aus B. subtilis) eine
Phosphopantheteinylylierung nachgewiesen werden. Bei den anschlieBenden Versuchen,
LmbN bzw. LmbPCP mit der durch LmbC aktivierten Aminosdure [°H]-PPL zu beladen,
konnte keine kovalente Bindung zwischen den Peptiden und dem Substrat gezeigt

werden.

Eine Beteiligung von LmbN an der Lin A-Biosynthese konnte nur mit Hilfe einer ImbN-
Deletionsmutante eindeutig bewiesen werden. In der Mutante lie8 sich der Wildtyp-
Phénotyp in trans sowohl durch das verkiirzte Gen ImbPCP als auch durch das komplette
Gen ImbN wiederherstellen.
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Summary

Summary

This work on the Lin A-Biosynthesis set out to elucidate the enzymatic function of the

enzymes LmbC and LmbN. Both polypeptides were proposed components of the ,,NDL-

synthetase®, that was supposedly a multi enzyme complex.

The essential participation of LmbC in the Lin A-biosynthesis was initially proven by an
ImbC knock-out mutant. The mutant showed the expected Lin A’-phenotype that was
readily complemented by plasmid encoded ImbC to regain the wild type phenotype. The
heterologously overproduced His-tag-LmbC (E. coli) was confirmed in its presumed
function as a PPL-adenylate forming enzyme and its substrate specificity was
characterized. Moreover, the results implied PPL being the natural substrate of LmbC, and
the structural element of the pyrrolidine ring system were fundamental for fitting the

substrate binding pocket of the enzyme.

In the course of this work the consensus sequence of a 4’-phosphopantetheine binding site
characteristic for carrier proteins of the Dcp-type was identified at the N-terminal end of
LmbN. By once again sequencing the IMbN reading frame it was determined that LmbN is
a fusion of functionally independent enzymes and not resulting from sequence
inaccuracies. This was confirmed by analyzing the product of the heterologous expression

of ImbN in S. lividans.

The protein LmbN as well as a polypeptide consisting of the 79 amino acids from the N-
terminal end (LmbPCP) were overproduced as His-tag fusions. It was tested wether the
carrier protein domains of both polypeptide chains could be posttranslationally modified
with the prosthetic group 4’-phosphopantetheine. The LmbPCP protein was partially
modified by the phosphopantetheine transferase AcpS (PPTase from B. subtilis), however,
in assays with LmbN phosphopantetheinylation was neither observed with AcpS nor with
Sfp (PPTase from B. subtilis). Finally, in experiments to load activated [*H]-PPL onto
LmbN or LmbPCP no covalent binding between the carrier domains and the substrate

were observed.

The participation of LmbN in the biosynthesis of Lin A was merely proven by the Lin A’-
phenotyp of a deletion mutant in ImbN that was complemented by plasmid encoded ImbN
as well as by the shortend gene ImbPCP.

Vil



1 Einleitung

1  Einleitung

1.1 Merkmale der Streptomyceten

Die im Boden iiberwiegend obligat aerob lebenden Streptomyceten gehdren wegen ihrer
Sekundirmetabolite zur biotechnologisch interessantesten Gattung in der prokaryotischen
Ordnung der Actinomycetales (Piepersberg, 1993; Korn-Wendisch und Kutzner, 1991).

Von den heutzutage in der Human- und Veterinirmedizin verwendeten antibiotisch, antiviral,
zytotoxisch oder zytostatisch wirkenden Substanzen werden ca. 75% von Streptomyceten
produziert (Weber et al., 1985; Omura, 1992; Piepersberg und Zeeck, 1994; Piepersberg,
1997).

Streptomyceten zeigen auf festen Nahrboden einen charakteristischen Lebenszyklus, der mit
dem Auskeimen einer Spore beginnt. Die weitere morphologische Differenzierung verlduft
iiber die Bildung eines verzweigten, fest mit dem Medium verbundenen Substratmycels.
Gegen Ende des vegetativen Wachstums kommt es zur Ausbildung eines stark entwickelten
Luftmycels mit septierten Hyphen, aus denen sich die Sporen entwickeln (Chater, 1993;
Chater und Champness, 1993).

In submerser Kultur konnen oftmals auBer der Sporenbildung die charakteristischen
Entwicklungsstadien nicht beobachtet werden, stattdessen ldsst sich nach einer ,,lag*-, eine
logarithmische und schlieBllich eine stationdre Wachstumsphase beobachten (Blanco et al.,
1994). Neben der morphologischen ist auch eine physiologische Differenzierung zu
beobachten, bei der, durch Umstellung der Stoffwechselprozesse, Biosynthesewege aktiviert
werden, die zur Umwandlung von Primér- in Sekundirmetabolite fiihrt (Holt et al., 1992).
Dartiber hinaus sind die Peptidoglykanstruktur mit L,L-Diaminopimelinsdure, das Vorkom-
men von Glycin in der Zellwand und ein hoher GC-Gehalt der DNA (70-78%), wobei der
GC-Anteil in der dritten Kodonposition ca. 90% entspricht, charakteristische Merkmale fiir

Streptomyceten.

1.1.1 Aufbau des Streptomycetengenoms

Das Genom der Streptomyceten besteht aus einem linearen Chromosom, dessen Enden an

Proteine gebunden sind (Lin et al., 1993). Bei Streptomyces coelicolor A3(2) beispielsweise
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ist das Chromosom mit einer GroBe von ca. 8,7 x 100 bp etwa zweimal so gro3 wie das

Genom von E. coli (4,7 x 106 bp). Die essentiellen Gene sind im Chromosom um den zentral
lokalisierten ,,origin of replication” (0oriC) in einer Region von ca. Basenpaarposition 1,5 -
6,4 x 10° bp angeordnet. Diese als ,,core” bezeichnete Region des Chromosoms weist eine
deutliche Ubereinstimmung zu den Genomen der Actinomyceten Mycobacterium tuberculosis
und Corynebacterium diphteriae auf (Bentley et al., 2002), was auf eine gemeinsame
Abstammung schlieBen ldsst. In den beiden Armen des S. coelicolor A3(2)-Chromosoms
befindet sich folglich nachtraglich ins Genom aufgenommene DNA.

In den beiden, bei S. coelicolor A3(2) mit 1,5 Mb (linker Arm) und 2,3 Mb (rechter Arm)
unterschiedlich  langen, DNA-Regionen aullerhalb der ,core“-Region verfiigen
Streptomyceten iiber eine hohe genetische Instabilitit. Schon vor der Sequenzierung des
kompletten S. coelicolor A3(2)-Chromosoms konnte durch Analyse von Mutanten, die aus
spontaner oder induzierter Instabilitit durch Deletionen und/oder Amplifikationen
resultierten, Neuordnungen nachgewiesen werden (Birch et al., 1990; Simonet et al., 1992).
Diese Mutanten waren vor allem durch den Verlust von vielen nicht lebensnotwendigen
Funktionen gekennzeichnet, die insbesondere den Sekunddrmetabolismus oder spite
Zelldifferenzierungsprozesse betreffen, was durch die Ergebnisse der Sequenzierung von S.
coelicolor A3(2) bestitigt werden konnte.

Es wurde gezeigt, dass die Gencluster fiir die Antibiotika Actinorhodin und Prodiginin, sowie
fiir mindestens 18 weitere Sekunddrmetabolite, nicht gleichmiBig iiber das Chromosom
verteilt sind, sondern sich verstirkt an der Grenze der ,,core“-Region und dem rechten Arm
befinden. Diese Gencluster sind dabei anhand von Genen fiir charakteristische Enzyme des
Sekundirmetabolismus, darunter Polyketid-Synthasen (Typ I sowie Typ II), Chalcon-
Synthasen, nicht-ribosomale Peptidsynthetasen und Terpenzyklasen identifiziert worden

(Bentley et al., 2002).

1.1.2 Antibiotika-Biosynthese und -Resistenz

Die von Streptomyceten produzierten Antibiotika werden aufgrund ihrer molekularen Struktur
verschiedenen Substanzklassen zugeordnet, man findet zum Beispiel Polyketide (Tetracy-
cline, Makrolide), Saccharide (Aminoglykoside, Lincosamide), Peptide (Actinomycin, 8-
Lactame etc.) und Nucleologe (Aminonucleoside). Die Produktionswege der einzelnen
Antibiotika sind entsprechend der verschiedenen chemischen Strukturen sehr heterogen.

So unterschiedlich wie die Struktur ist auch die Wirkungsweise der aufgefiihrten biologisch
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wirksamen Substanzen. Diese beruht auf verschiedenen Eingriffen in den Zellstoffwechsel, so
werden beispielsweise die Zellwandsynthese, der Membrantransport, die DNA-Replikation,
die RNA-Synthese, die Translation, der Nucleotid- und Fettsdureaufbau, sowie einzelne
Enzyme des Intermedidrmetabolismus inhibiert.

Eine Gemeinsamkeit in der Organisation von Antibiotika-Biosynthesegenen ist die Bildung
von sogenannten Clustern, in denen die Gene fiir Resistenz, Produktion, Transport und
Regulation in direkter Nachbarschaft, meist auf dem Chromosom, zusammengelagert sind
(Martin und Liras, 1989; Vining und Stuttard, 1994; Chater und Hopwood, 1993).

Die Produzenten schiitzen sich gegen die Toxizitdt der von ihnen synthetisierten Sekundiarme-
tabolite durch Expression von resistenzvermittelnden Proteinen (Cundliffe, 1989). Die am
weitesten verbreiteten Resistenzmechanismen in Streptomyceten basieren auf Modifikationen
des Wirkortes durch Basenaustausch in der rRNA (Pernodet et al., 1988) oder Methylierung
der 23S rRNA (Weisblum, 1985) bzw. der 16S rRNA (Piendl et al., 1982; Thompson et al.,
1985) und der Verdnderung der Zellwanddurchldssigkeit durch aktiven Export (Ohnuki et al.,
1985; Neal und Chater, 1987). Alternativ wird das Antibiotikum in der Zelle durch
Acetylierung (Lacalle et al., 1989), Nucleotidylierung (Bozdogan et al., 1999),
Glycosylierung (Gourmelen et al., 1998; Salas et al., 1994) oder Phosphorylierung (O Hara et
al., 1989; Skinner und Cundliffe, 1980) inaktiviert. Auch haben Streptomyceten vielfach
Betalactamasen gegen [B-Lactamantibiotika oder Bindeproteine fiir selbstproduzierte

Peptidantibiotika (Gatignol et al., 1988).

1.1.3 Das Lincomycin A-Biosynthesecluster

Die fiir die Lincomycin A-Biosynthese verantwortlichen Gene (Imb) liegen in S. lincolnensis
wie bei anderen Streptomyceten geclustert auf einem DNA-Fragment des Chromosoms, das
ca. 34 kb umfasst (Abb. 1-1).

Durch  Sequenzierung des Biosynthesegenclusters des Lin A-iiberproduzierenden
S. lincolnensis 78-11 (Peschke et al., 1995) wurden 29 Leserahmen identifiziert, die fiir
postulierte Biosyntheseenzyme kodieren (Imb/Imc-Gene), sowie drei resistenzvermittelnde
Gene (Imr-Gene). Das Biosynthesegencluster wird flankiert von den beiden Resistenzgenen
ImrA und ImrC, die Lin A in Abhéngigkeit des Protonengradienten respektive der Hydrolyse
von ATP aktiv aus der Zelle transportieren (Zhang et al., 1992). Ein drittes Resistenzgen,
ImrB, das etwa 4 kb (4 Leserahmen) stromaufwérts von ImrC lokalisiert ist, kodiert fiir eine
23S-rRNA-Methyltransferase (s. Kap. 1.2).
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Das Gencluster wurde anhand der Ergebnisse der Untersuchungen von Lin A° Tn4556-
Mutanten (Chung und Crose, 1990) in eine ,linke* und ,rechte” Hilfte unterteilt. In der
linken Hilfte des Clusters sollten sich im wesentlichen die Gene der PPL-Biosynthese
befinden, die Gene fiir die MTL-Biosynthese dagegen in einem eigenen Subcluster in der
rechten Hilfte. Auffillig am MTL-Biosynthese-Subcluster war, dass alle Gene dieselbe
Orientierung besallen und zum Teil in Start- und Stoppkodon iiberlappten. Es wurde aus
diesem Grund angenommen, dass die Gene ein einziges oder wenige gleichgerichtete
Operone bilden. Die Gene, denen eine Funktion bei der Kondensation der beiden
Untereinheiten aufgrund der abgeleiteten Aminosduresequenz bzw. durch die phénotypische
Untersuchung der Tn4556-Mutanten zugeschrieben wurde, scheinen dagegen iiber das

gesamte Cluster verteilt zu sein (vgl. Abb. 1-1).

kb 0 1 % I3 éll ? ? ? §|3 ? IIO lll 11i95
D DI < D

ImrA ImbA Bl B2 ImbC D E F

11i95 1I3 1I4 1|5 16 17 18 19 20 21 2|2 23i25

G HI J K L MImN Zz P O S R

23i25 2|4 2|5 2|6 2|7 2|8 29 30 31 32 33 34 35 36i27

@l K] D@ a<] @l <]

Q T V W ImmB X Y U ImrC  ImcA ImcB
- Lincomycin-Resistenz - MTL-Synthese - Methyltransferase
- PPL-Synthese I:l Kondensationsenzym I:l Unbekannte Funktion

Abb. 1-1: Das Lincomycin A-Biosynthesecluster von S. lincolnensis. Die Struktur und Zuordnung ergibt sich
aus den Sequenzierungsergebnissen von Peschke et al. (1995) und der Mutantenanalyse von Chung
und Crose (1997).
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1.2 Lincosamid-Antibiotika

Lincomycine und Celesticetine sind von Bakterien produzierte Alkaloide mit der 6,8-
Didesoxy-6-aminooctose Lincosamin als der zentralen und charakteristischen Leitstruktur.

Lincomycin und das semisynthetische Clindamycin, interagieren sowohl mit der A-
(Aminoacyl)- als auch mit der P-(Peptidyl)-Bindestelle des bakteriellen Ribosoms, was mit
Hilfe von hochaufldosender Rontgenstrukturanalyse der 50S-Untereinheit des Ribosoms von
Deinococcus radiodurans komplexiert mit Clindamycin nachgewiesen werden konnte
(Schlinzen et al., 2001). Das Clindamycin bildet dabei ausschlieBlich Wasserstoffbriickenbin-

dungen mit der 23S-rRNA aus, jedoch nicht mit den ribosomalen Proteinen.

Lincomycine/Clindamycine Celesticetine

Abb. 1-2: Strukturen der Lincosamide. Die Strukturvarianten ergeben sich aus der Tabelle 1-1.

Um die ribosomale Peptidsynthese zu inhibieren, beeinflusst Clindamycin zusitzlich bereits
die Bildung der 50S-Untereinheit negativ und stimuliert die vorzeitige Dissoziation der
Peptidyl-tRNA vom Ribosom (Menninger et al., 1994). Der Mechanismus der Interaktion
zwischen Antibiotikum und Ribosom blieb lange Zeit ungekldrt bis die Aufkldrung des
Stereomodells erstmals ein molekulares Mimikry der Lincosamid-Antibiotika nahelegte.
Lincosamide zeigen ndmlich eine beachtliche Strukturdhnlichkeit zu den 3‘-Enden von L-Pro-
Met-tRNA und deacylierter tRNA wihrend der Initiationsphase der Pretranslokation des
Peptid-Elongationszyklus (Fitzhugh, 1998).

Die Resistenz gegeniiber Lincomycin bzw. Clindamycin beruht auf der Mono- bzw.

Dimethylierung des N6 am Adenin 2058 (E. coli) der 23S-rRNA (Weisblum, 1985) durch
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eine S-Adenosyl-Methionin (SAM)-abhidngige Methyltransferase. Dadurch wird die
Ausbildung der Wasserstoftbriickenbindungen mit den Hydroxylgruppen am C2- und C3-
Kohlenstoff der Aminooctoseuntereinheit verhindert. Da auch Makrolid-Antibiotika, wie z.B.
das Erythromycin, Wasserstoffbriicken mit N1 und N6 des Adenin 2058 ausbildet, ist die
Dimethylierung des N6 von A2058 auch gegen diese Substanzklasse ein weit verbreiteter
Resistenzmechanismus (Schliinzen et al., 2001). Die Lincosamide werden wegen dieses
Kreuzresistenzverhaltens zur MLS-Antibiotika-Familie zugeordnet, die Makrolid-, Lincosa-

mid- und Streptogramin B-Antibiotika umfasst.

Tab. 1-1: Strukturvarianten von Lincomycin und Celesticetin.

Lincomycine R, R, R; R, Rs
Lincomycin A -OH -H -CH; -C;H;, -SCH;
Lincomycin B -OH -H -CH; -C,H; -SCH;
Lincomycin C -OH -H -CH; -CsH; -SC,H;s
Lincomycin D -OH -H -H -C;H;, -SCH;
Lincomycin K -OH -H -H -CsH; -SC,H;s
Lincomycin S -OH -H -C,H; -CsH; -SC,H;s
Lincomycinsulfoxid -OH -H -CH; -C;H;, -S(O)CH;
Hydroxylincomycin -OH -H -H -CsH, -OH
Pentyllincomycin -OH -H -H -CsH;; -SCH;
Acetatlincomycin -OH -C,H;0 -CH; -C;H;, -SCH;
Clindamycine R, R, R R, Rs
Clindamycin -H -Cl -CH; -CsH; -SCH;
Ethylclindamycin -H -Cl -CH; -C,H; -SCH;
Butylclindamycin -H -Cl -C,H; -C,Hy -SCH;
Pentylclindamycin -H -Cl -H -CsH;,; -SCH;
Hexylclindamycin -H -Cl -H -C¢Hys -SCH;
Demethylclindamycin  -H -Cl -H -C;H;, -SCH;
Epiclindamycin -Cl -H -CH; -C;H, -SCH;
Celesticetine R; R, R

Celesticetin A -CH; -CH; -Salicylyl

Celesticetin B -CH; -CH; -Isobutyryl

Celesticetin C -CH; -CH; -Anthranilyl

Celesticetin D -CH; -CH; -Acetyl

Desalicetin -CH; -CH; -H

O-Demethylcelesticetin -H -CH; -Salicylyl
N-Demethylcelesticetin -CH; -H -Salicylyl
Dedimethylcelesticetin -H -H -Salicylyl
O-Demethyldesalicetin -H -CH; -H

Desalicetinsalicylat -CH; -CH; -p-Aminosalicylyl
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1.3 Lincomycin-Biosynthese

Lin A wurde erstmals aus Kulturen von Streptomyces lincolnensis NRRL 2936 isoliert, doch

wird es auch von einer Vielzahl weiterer Actinomycetenstimme produziert (Tab. 1-2).

Tab. 1-2: Lincomycin- und Celesticetin-produzierende Organismen

Antibiotikum  Organismus Literatur

Lincomycin S. lincolnensis NRRL 2936 Mason et al. (1963)
S. umbrinus Patterson et al. (1964)
S. espinosus NRRL 5729 Argoudelis et al. (1972)

Reusser und Argoudelis (1974)
S. pseudogriseolus NRRL 3985  Argoudelis und Coats (1973)

S. variabolis Argoudelis und Coats (1974)

S. vellosus NRRL8037 Bergy et al. (1975)

Actinomyes roseolus 1147 Gause et al. (1975)
Celesticetin S caelestisNRRL2418 ~ Hocksemaetal. (1955)

DeBoer et al. (1955)
Argoudelis und Brodasky (1972)

Lin A besteht aus der Aminosdure-Untereinheit trans-4-n-Propyl-L-hygrinsdure (PHA;
Hoeksema et al., 1964; Magerlein et al., 1967; Slomp und MacKellar, 1967) und der Zucker-
Untereinheit a-Methylthiolincosaminid (MTL). Die Carboxylgruppe des PHA ist mit der
Aminogruppe an C6 des MTL durch eine Amidbindung verkniipft (Abb. 1-2). Die
Biosynthese verlduft biphasisch: In der ersten Phase werden die Untereinheiten MTL und PPL
auf separaten Biosynthesewegen synthetisiert und aktiviert, und in der zweiten Phase erfolgt
die Kondensation und Modifikation (Abb. 1-3).

Bei der Fermentation der Lin A-Produzenten (vgl. Tab. 1-2) entsteht als Nebenprodukt stets
das weniger antibiotisch wirksame Lincomycin B, bei dem an der C4-Position des
Pyrrolidinrings eine Ethyl- statt einer n-Propylgruppe gebunden ist (vgl. Abb. 1-2 u. Tab.
1-1). Das Lincomycin C konnte unter Standard-Fermentationsbedingungen nur aus Kulturen
von Streptomyces umbrinus var. cyaneoninger isoliert werden, wohingegen die anderen
Lincomycine nur durch Supplementation des Kulturmediums mit Hemmstoffen wie
Ethioninen, Sulfonamiden oder Sulfanilamiden nachgewiesen werden konnten (Argoudelis

und Coats, 1973).
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Abb. 1-3: Postulierter Lincomycin A-Biosyntheseweg. Grundlage fiir den dargestellten Biosyntheseweg sind
die Ergebnisse von Brahme et al. (1984a,b), Kuo et al. (1992), Schmidt (1994), NeuBer (1999),
Peschke et al. (1995) und Arnold (2000).
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1.3.1 MTL-Biosynthese

Nach einem Postulat von Brahme et al. (1984b) sollte die Biosynthese der MTL-Untereinheit
mit dem Aufbau des Cs-Grundgeriists durch eine Transaldolasereaktion zwischen den
Metaboliten des Pentosephosphat-Zyklus, Sedoheptulose-7-phosphat und Ribose-5-phosphat,
beginnen. Anschlieend sollte das Cs-Kohlenhydrat durch eine Isomerase, Phosphomutase,
Enolase, Octokinase, Tautomerase, Transaminase und einer Thiomethyltransferase in MTL
iiberfiihrt werden. Dieser Biosyntheseweg kam ohne nucleotidaktivierte Zwischenstufen aus
und stand den Ergebnissen der Sequenzvergleiche der Gene des Biosynthesegenclusters
(Peschke et al., 1995) gegeniiber. Die Analyse der abgeleiteten Proteinsequenzen der
Biosynthesegene ergab, dass ImbO, ImbM und ImbS jeweils fiir Enzyme kodierten, die in
vielen anderen Organismen fiir die Bildung von nucleotidaktivierten 6-Desoxyhexosen
verantwortlich sind (Pissowotzki et al., 1991; Piepersberg und Distler, 1997). Das Gen ImbO
sollte demnach fir eine vermutliche NDP-Zucker-Synthase, ImbN fiir eine NDP-Zucker-
Dehydratase und ImbS fiir eine mogliche Zucker-Aminotransferase kodieren. Dieser Befund
hitte eine Biosynthese nahegelegt, die mit der Nucleotidylylierung z.B. von Glucose-1-
phosphat durch LmbO beginnt, gefolgt von einer Dehydratasereaktion katalysiert durch
LmbM, die zur NDP-4-Keto-6-desoxyglucose fiihrte, welches anschliefend durch LmbS
katalysiert zu NDP-6-Desoxy-4-glucosamin transaminiert wurde. Die Erweiterung des
Kohlenhydrat-Grundgeriists um zwei weitere Kohlenstoffe sollte zu einem spéteren Zeitpunkt
in der Biosynthese stattfinden. Jedoch erschien eine Kettenverldangerung an C6-Position der
Aminohexose unwahrscheinlich, da dort nach der Dehydratisierungsreaktion eine
biosynthetisch  schwer zugingliche Methylgruppe entstanden sein sollte. Die
Kettenverlingerung an C1 jedoch wiirde gleichzeitig zu einer Deaktivierung dieser Position
fithren (Arnold, 2000).

Durch zunehmende Verfiigbarkeit von DNA- sowie Protein-Sequenzdaten konnte fiir LmbR
eine signifikante Sequenzidentitit zu Transaldolasen des MipB/TalC-Typs nachgewiesen
werden, die eine reversible Kondensation von Dihydroxyaceton mit Glycerinaldehyd-3-
phosphat zu Fructose-6-phosphat katalysieren (Schiirmann und Sprenger, 2001). Auch fiir
LmbM konnte eine hohere Verwandtschaft zu 4-Epimerasen (GalE-Typ) festgestellt werden
als zu den Dehydratasen StrE und TylY. Dementsprechend wurde im MTL-Biosyntheseweg
(Abb. 1-4) postuliert, dass die Cg-Ketose in einer Aldolkondensation zwischen Ribose-5-
phosphat und Dihydroxyaceton entstcthen und mit Hilfe von LmbN in eine Aldose

isomerisiert werden sollte. Der Transfer der Phosphatgruppe von C8 zu C1 wiirde dann
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wahrscheinlich in zwei Biosyntheseschritten realisiert, wobei LmbK die Phosphatasereaktion
und LmbP die anschlieBende 1-Phosphorylierung katalysieren sollten. Die Nucleotidylylie-
rung katalysiert durch LmbO sollte vermutlich erfolgen, bevor die NDP-Octose von der
gluco- in die galacto-Konfiguration epimerisiert wird (vgl. Abb. 1-4). Fir die
Dehydratisierung kdmen im Anschluss als Enzyme entweder LmbL oder LmbZ in Frage,
durch deren Katalyse NDP-6-Keto-8-desoxyoctose entstiinde, die an C6-Position durch LmbS
transaminiert wiirde. AbschlieBend wiirde das MTL durch einen Thiomethylgruppen-Transfer

gebildet, der von LmbW katalysiert werden konnte.

1.3.2 PPL-Biosynthese

Alle bisher durchgefiihrten Untersuchungen zur PPL-Biosynthese (vgl. Abb. 1-3) hatten
bewiesen, dass L-Tyrosin ein Biosynthese-Vorldufer der Aminosdureuntereinheit darstellt. So
wurde Lin A-produzierenden Zellen L-[1-'*C]-Tyrosin gefiittert, wobei sich die gesamte im
Lin A akkumulierte Radioaktivitit in der Carboxylgruppe der Aminosédure-Untereinheit
wiederfand. Dariliber hinaus konnte anhand von Fiitterungsexperimenten mit L-[(U)MC]-
Tyrosin nachgewiesen werden, dass sieben der neun Kohlenstoffe der PHA aus L-Tyrosin
stammten (Witz et al., 1971).

Die Kohlenstoffatome, die nicht im L-Tyrosin ihren Ursprung hatten, wurden wahrscheinlich
in SAM-abhingigen Methylierungsreaktionen iibertragen. Mit Hilfe von L-['*C]-Methionin
konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die terminale Methylgruppe des n-Propyl-Restes
als auch die Methylgruppen am Stickstoffatom der PHA-Untereinheit und am Schwefelatom
der MTL-Untereinheit vom C1-Donor Methionin stammten (Argoudelis et al., 1969).

Auch durch Untersuchung des "*C-">C-Spinkopplungsmusters der PHA-Untereinheit nach
Fiitterung von D-[(U)"’C]-Glucose konnte der Ursprung der Biosynthese bei L-Tyrosin
bestétigt werden, welches in ersten Biosyntheseschritt zu L-DOPA umgesetzt wurde. Zudem
wurde bei diesen Untersuchungen der Nachweis erbracht, dass die anschliefende Ring6ffnung
von L-DOPA hdochstwahrscheinlich zwischen den Kohlenstoffen C2 und C3 erfolgte (Brahme
etal., 1984a).

Kuo et al. (1989 u. 1992) stellten bei Komplementationsexperimenten fest, dass fiir die PPL-
Biosynthese ein Cofaktor notig war, dessen Struktur als 7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-
deazariboflavin bestimmt werden konnte. Der Cofaktor war mit der Deazariboflavineinheit
des aus methanogenen Bakterien bekannten Fg0- (Fo-Fragment) strukturgleich (Coats et al.,

1989) und konnte zuvor bereits in der Tetracyclin-Biosynthese von Streptomyces
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aureofaciens nachgewiesen werden (McCormick und Morton, 1982). Die Beteiligung des
Cofaktors (,,cosynthetic factor“, CF) wurde fiir die Reduktion von 1,2,3,6-
Tetradehydropropylprolin (TDPPL) zu 2,3-Didehydropropylprolin (DDPPL) postuliert. Fiir
LmbA wurde vermutet, dass dieses Enzymprotein an der Bildung des CF beteiligt sein
konnte, da es zur Enzymfamilie der y-Glutamyl-Transpeptidasen/Cephalosporin-Acylasen
gehort und das Redox-Coenzym Fay in seiner aktiven Form eine y-Glutamyl-Seitengruppe
besitzt (Eirich et al., 1978). Allerdings konnte ein CF -Phéinotyp in den Lin A-Mutanten, die
aus der Integration des Transposons Tn4556 in ein DNA-Segment mit ImbA resultierten, nicht
bestétigt werden. Der beobachtete Lin A’-Phéinotyp lie3 sich ebenso durch polare Effekte bei
der Expression der stromabwirts des Operons ImbB1B2 lokalisierten Gene erkldren. Die
heterolog exprimierten Genprodukte LmbB1/B2 setzten L-Tyrosin nachweislich zu einer
intensiv gelben, bisher unbekannten Substanz um, die ein Zwischenprodukt der PPL-

Biosynthese darstellen sollte (NeuBer et al., 1998).

1.3.3 Der Kondensations-Mechanismus

Zum Mechanismus des Kondensationsprozesses war vor Beginn dieser Arbeit
vergleichsweise wenig bekannt. Wahrscheinlich stellt die Verkniipfung von MTL und PPL
den vorletzten Biosyntheseschritt vor der N-Methylierung des NDL dar (Abb. 1-5). Durch die
Fermentationsexperimente von Argoudelis et al. (1969) wurde gezeigt, dass es durch Zusatz
einer hohen MTL-Konzentration neben der Produktion von Lin A zu einer Akkumulation von
NDL im Medium kam. Die Funktion des Kondensationskomplexes der ,,NDL-Synthetase*
wurde weitergehend durch Hausknecht und Wolf (1986) mit Hilfe von ['*C]-PPL untersucht.
In vitro konnte es zusammen mit ATP, Mg®" und einem Uberschuss an MTL durch
Gesamtzellextrakte aus S. lincolnensis zu ["*C]-NDL kondensiert werden. Wenn ['*C]-PPL in
diesem Assay jedoch durch ['*C]-PHA ersetzt wurde, bildete sich kein ["*C]-Lin A. Dies legte
die N-Methylierung des NDL als letzten Biosyntheseschritt nahe, was durch die
Untersuchungen von Stiihler (1999) bestitigt werden konnte.

Durch die Analyse der Phénotypen von Tn4556-Mutanten des Biosyntheseclusters (Chung et
al., 1997) wurden insgesamt vier unterschiedliche Stimme isoliert, die einen NDL -Phénotyp
(S. lincolnensis B19, C4, 3-1 und 11-1) aufwiesen. Daraus wurde geschlossen, dass die NDL-
Synthetase aus mehreren unterschiedlichen Untereinheiten bestand. Durch Verlust der NDL-
Synthetase-Aktivitdt nach Gelfiltration des zellfreien S. lincolnensis-Extraktes bestétigte sich

diese Hypothese, da die einzelnen Protein-Untereinheiten reversibel dissoziierbar waren. Die
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Aktivitdit konnte durch Kombination spezifischer Fraktionen der Gelfiltration
wiederhergestellt werden. Leider sind diese Ergebnisse in der Literatur so unzureichend
dokumentiert, dass es bisher nicht gelang diese zu reproduzieren.

Fiir den postulierten Kondensationsprozess, der nach einem &hnlichen Mechanismus (vgl.
Abb. 1-5) ablduft wie die Aminosdureverkniipfung an nicht-ribososmalen Peptidsynthetasen

(NRPS), werden vier Enzymfunktionen bengtigt.

o _ o] o)

H J ATP PP; H H ‘
N L \ f N \Jk N ‘“\\\\k
OH —_—— i AMP ————— > S
LmbC holo-LmbCP
PPL .
Lmb-Protein?
CH3 OH H2N CHs
O
SAM N a @) WSCH3 OH
et N o
LincomycinA <-—— H <
LmbJ ] HO ©
HO “oH & 2
HO K
OH SCH3
NDL MTL

Abb. 1-5: Postulierter Mechanismus der Kondensation von PPL und MTL zu NDL.

Den Initiationsschritt der Amidbindungsbildung sollte die Aktivierung von PPL als
Aminoacyladenylat unter Verbrauch von ATP darstellen. Dies korrespondiert mit den
Ergebnissen von Hausknecht und Wolf (1986), die eine Bildung von NDL nur in Gegenwart
von ATP, Mg”" und MTL beobachteten. Nach der Adenylylierung von PPL sollte es dann zur
Bildung eines reaktiven Thioesters an einem Carrierprotein (,,LmbCP*) kommen, welches das
aktivierte Substrat anschlieBend ins aktive Zentrum des kondensierenden Enzyms
transferieren sollte. SchlieBlich wiirde zusitzlich eine 4‘-Phosphopantethein-Transferase
(PPTase) bendtigt, die das Carrierprotein mit der prosthetischen Gruppe posttranslational

modifizieren sollte.
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1.3.3.1 Das Adenylat-bildende Enzym

Von den Biosynthesefunktionen, die fiir den postulierten Mechanismus notwendig sein
sollten, konnte bisher im Imb/Imc/Imr-Cluster lediglich das Gen ImbC identifiziert werden.
Dessen abgeleitete Aminosduresequenz kodierte fiir ein putativ adenylylierendes Enzym
(Peschke et al., 1995). Dass LmbC an der Kondensation beteiligt ist, wurde durch die
Tatsache gestiitzt, dass der Mutanten-Stamm S. lincolnensis B19 das Transposon in ein das
ImbC-tragende Clustersegment integriert hatte und den NDL-Phénotyp besall (Chung et al.,
1997). Die Aktivierung von PPL als Aminoacyladenylat, katalysiert durch LmbC, konnte in
vitro bislang jedoch noch nicht nachgewiesen werden (Schmidt, 1994; Peschke et al., 1995) .
Die Superfamilie der Adenylat-formenden Enzyme wird in zwei Gruppen unterteilt (Turgay et
al., 1992): Die Enzyme der Gruppe I, zu denen auch die A-Doménen der NRPS gehoren,
besitzen eine hochkonservierte 4°-Ppant-Bindestelle, die C-terminal von der Adenylylierungs-
(A) Doméne lokalisiert ist. Dieser Cofaktor ermoglicht es dem Enzym das aktivierte Acyl-
Substrat kovalent zu binden. Im Gegensatz dazu besitzen die Enzyme der Gruppe I, zu denen
CoA-Ligasen, Luziferasen und Acetyl- und Fettsdure-CoA Synthasen gezdhlt werden, keine
solche 4°-Ppant-Bindestelle. Sie aktivieren ihre Substrate zwar ebenfalls als Adenylate,
jedoch ohne sie anschlieBend kovalent zu binden.

Die Aminosdure-Aktivierung verlduft generell in zwei Schritten: Zuerst wird die Aminosdure
durch Hydrolyse von ATP als Aminoacyladenylat aktiviert, und anschlieBend wird ein
energiereicher Aminoacylthioester unter Abspaltung von AMP gebildet (Cane und Walsh,
1999). Die Art der Aktivierung der Aminosdure dhnelt somit der Bildung von Aminoacyl-
tRNAs fiir die ribosomale Peptidsynthese, wo zur Aktivierung das Aminoacyladenylat der
Carboxylgruppe der Aminosdure zur Bildung eines Esters zwischen der 2°- bzw. 3‘-OH
Gruppe des 3‘-Endes der tRNA entsteht (Stachelhaus und Marahiel, 1995).

Die A-Dominen stellen in den modularen NRPS die zentrale Funktion zum Kettenverldnge-
rungsprozess dar. Fiir jede Aminosdure des zu synthetisierenden Peptids existiert eine
dazugehorige A-Doméne, deren Position innerhalb der modular aufgebauten NRPS die
Primédrstruktur des Peptidprodukts bestimmt. Da die A-Domidnen die Aufgabe der
Substraterkennung iibernehmen, sind sie intensiv charakterisiert worden. Von den 10
konservierten, essentiellen Sequenzmotiven der A-Doménen (Marahiel et al., 1997) sind die
fiinf am stérksten konservierten ,,core“-Motive (Tab. 1-3) um das aktive Zentrum lokalisiert.
Dariiber hinaus sind die Positionen der variablen Aminosdurereste um das aktive Zentrum
bekannt, die iiber die Spezifizitdt entscheiden (Stachelhaus et al., 1999; Challis et al., 2001),

so dass es in den meisten Fillen moglich ist, anhand der Primérstruktur einer unbekannten A-
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Domine auf ihre Substratspezifizitit zu schlieBen. A-Domédnen liegen zumeist als integrale
Abschnitte innerhalb eines Moduls vor, das neben der A- eine Peptidyl-Carrierprotein (PCP)-
Domaine, eine Kondensations (C)-Doméne und optional Doméinen zur Substratmodifikation
(Epimerisierung, N-Methylierung) besitzen kann. Zudem liegen hdufig mehrere Module auf
der Polypetidkette einer NRPS vor (Marahiel et al., 1997). Ein Minimalmodul besitzt neben
der A-Domane zumindest eine PCP-Domaéne, die in der Polypetidkette direkt auf die A-
Domaine folgt.

Insgesamt umfasst ein solches Minimalmodul ca. 650 Aminoséurereste. Die A-Doméne selbst
besitzt dabei eine Léinge von etwa 550 Aminosdureresten und zeigt eine signifikante
Homologie zu Acyl-CoA Synthasen und Luziferasen, die analoge Reaktionen katalysieren
(Turgay et al., 1992), so dass sie in der Superfamilie der Adenylat-bildenden Enzyme

zusammengefasst werden.
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Abb. 1-6: Schematische Ubersicht {iber die Anordnung der konservierten, fiir A-Doménen charakteristischen
Sequenzmotive (A1-10, Tab. 1-3) in von Peptidsequenz von LmbC.

Das Polypeptid LmbC umfasst hingegen lediglich die Aminosduresequenz einer
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Aktivierungsdoméne (Abb.1-6), die C-terminal nicht von einer dazugehorigen Carrierprotein-
Domine gefolgt wird. Dariiber hinaus ist LmbC fiir ein eingenstdndiges, Aminosiure-
aktivierendes Enzym auBlergewdhnlich kurz, obwohl es alle als essentiell charakterisierten
Sequenzmotive einer A-Domaéne besitzt. Es besteht lediglich aus 508 Aminosdureresten, und
bei Sequenzvergleichen fiel auf, dass LmbC am C-Terminus gegeniiber vergleichbaren
Proteinen verkiirzt ist, was besonders die Position des invarianten Lysinrests K493 im Motiv
A10 (vgl. Abb. 1-6 u. Tab. 1-3) deutlich macht. Der entsprechende Lysinrest ist in der L-
Phenylalanin A-Domine der Gramicidin S-Synthetase GrsA erst an Position Ks;7 zu finden

(Conti et al., 1997).

Tab. 1-3: Konservierte Aminosduresequenzmotive der A-Doménen aus NRPS. [Motiv-Nomenklatur
und die Konsensussequenzen nach Marahiel et al. (1997)].

Motiv Position Konsensussequenz”

Al 32-37 L(TS)YxEL

A2 (core 1) 77-88 LKAGXAYL(VL)P(L))D
A3 (core 2) 152-167 LAYxxYTSG(ST)TGxPKG
A4 203-206 EDxS

A5 298-304 NxYGPTE

A6 (core 3) 349-363 GELxIxGxG(VL)ARGYL
AT (core 4) 385-390 Y(RK)TGDL

A8 (core 5) 403-423 GRxDxQVKIRGxXRIELGEIE
A9 471-478 LPxYM(IV)P

Al0 491-497 NGK(VL)DR

YDie Aminosiurereste der Konsensussequenz, die mit der LmbC-Sequenz
identisch sind, wurden durch Unterstreichen hervorgehoben.

1.3.3.2 Das Carrierprotein

Im postulierten Kondensationsmechanismus fiir NDL wiirde das PPL-AMP auf den
Cysteaminrest eines an ein Carrierprotein  gebundenen 4°‘-Phosphopantetheinylrests
tibertragen. Das PPL sollte an das Carrierprotein als Aminoacylthioester gebunden bleiben,
bis es - vermittelt durch ein kondensierdes Enzym - auf die Aminogruppe an C6 des MTL
iibertragen wiirde.

Carrierproteine sind als Acyl-Carrierproteine (ACPs) aus der Fettsdurebiosynthese (FAS;
Larrabee et al., 1965) und den Polyketidsynthasen (PKS) sowie als Peptidyl-Carrierproteine
(PCPs) oder Aryl-Carrierproteine (ArCP) aus NRPS-Systemen bekannt (Cane und Walsh,
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1999). Abhéngig von der Beschaffenheit der Multienzymkomplexe liegen die etwa 80-100
Aminosduren langen Polypetide als integrierte Doménen (ACPs der PKS vom Typl und PCPs
der NRPS) oder individuelle Proteine (ACP der FAS bzw. der PKS vom TypllI) vor (Mootz et
al., 2001). SchlieBlich sind aus der Lipoteichonsdure (LTA)-Biosynthese Gram-positiver
Bakterien D-Alanyl-Carrierproteine (Dcps) als individuelle Proteine mit einer Lénge von ca.
80 Aminosduren bekannt (Heaton und Neuhaus, 1994; Kiriukhin und Neuhaus, 2001).

Alle Carrierproteine benétigen fiir ihre Aktivitdt die prosthetische Gruppe 4°-Phosphopante-
thein (Ppant), die kovalent an einen konservierten Serinrest gebunden wird und damit dem
Enzym einen flexiblen Arm der Linge von 20 A verleiht. Die inaktive apo-Form des
Carrierproteins wird posttranslational mit der prosthetischen Gruppe, die aus Coenzym A
unter Abspaltung von 3°,5‘-ADP iibertragen wird, zur aktiven holo-Form modifiziert
(Lambalot et al., 1996).

Die Carrierproteine des ACP- bzw. PCP-Typs besitzen zwar ein entsprechendes, stark
konserviertes Sequenzmotiv (Marahiel et al., 1997) DxFFxxLGG(HD)S(LI) um den
invarianten Serinrest (unterstrichen), doch werden sie von verschiedenen Enzymtypen
modifiziert. Das Sequenzmotiv der Ppant-Bindestelle von Dcps unterscheidet sich jedoch
geringfligig von dem der ACPs/PCPs. Dennoch kénnen die Dcps von Lactobacillus casei und
Bacillus subtilis durch holo-ACP Synthase (AcpS) der Fettsdure-Biosynthese modifiziert
werden, wohingegen PCPs nicht modifiziert werden. Fiir die Phosphopantetheinylylierung der
PCPs gibt es spezifische Phosphopantethein-Transferasen (PPTasen). Beispielsweise
tiberfiihrt EntD aus dem Enterobactin-Biosynthesecluster von E. coli das ArCP EntB und die
PCP-Domine im EntF in die holo-Form (Gehring et al., 1997). Analog modifiziert Sfp aus
der Surfactin-Biosynthese von B. subtilis posttranslational alle PCPs der Surfactin-
Biosynthese (Lambalot et al., 1996).

Bisher konnte noch kein Protein im Imr/Imb/Imc-Cluster aufgrund von Sequenzdaten
identifiziert werden, welches als Katalysator der Amidbindungsbildung zwischen MTL und
des als Aminoacylthioester-aktivierten PPLs plausibel erschien. Dies liegt vermutlich
begriindet in der Einzigartigkeit dieser Reaktion. Das Polypeptid unterscheidet sich
wahrscheinlich in der Primarstruktur sowohl von den Kondensations-(C) Doménen der
NRPS, die ausschlieBlich Aminosduren miteinander verkniipfen, als auch von
Glycosyltransferasen, die nucleotidylylierte Zuckermolekiile iibertragen.

Fiir eine spezifische PPTase konnte noch kein Gen in S. lincolnensis identifiziert werden. Bei
Carrierproteinen, die von einer PPTase des AcpS-Typs als Substrat fiir die Umwandlung von

der apo- in die holo-Form erkannt werden, ist jedoch auch keine spezifische PPTase
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erforderlich. Sollte eine spezifische PPTase notwendig sein, so muss das Gen dafiir nicht, wie
in den Beispielen von EntD und Sfp beschrieben, in den jeweiligen Biosynthesegenclustern
lokalisiert sein, sondern kann sich auch wie im Beipsiel von Svp, der PPTase des Bleomycin-
Produzenten Streptomyces verticillus ATCC15003, weit auBerhalb des Clusters befinden
(Sanchez et al., 2001).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Diese Arbeit sollte sich mit der Identifizierung von Komponenten des Kondensationskomple-
xes der ,,NDL-Synthetase* und dem Mechanismus der Verkniipfung von PPL und MTL
wihrend der Lincomycin A-Biosynthese in S. lincolnensis NRRL 2936 befassen.

Das Gen ImbC, dessen Produkt im Kondensationsprozess nach einem NRPS-dhnlichen
Mechanismus die PPL-AMP-bildende Funktion iibernehmen koénnte, sollte der
Ausgangspunkt der Untersuchungen sein. Es sollte, ebenso wie das erst im Laufe der Arbeit
als Gen fiir ein vermutliches Carrierprotein identifizierte ImbN, durch gezielte Integration
eines Resistenzgens mutagenisiert werden, um jeweilig eine Beteiligung an der Lin A-
Biosynthese nachzuweisen. Beide Mutanten sollten biochemisch charakterisiert und auf
genetischer Ebene komplementiert werden. Die jeweilige Biosynthesefunktion sollte
anschlieBend in in vitro Enzymtests bestétigt und ndher charakterisiert werden, was eine

heterologe Uberexpression beider Gene erforderlich machte.
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2  Material und Methoden
2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien, Enzyme und Kits wurden von folgenden

Firmen bezogen:
Chemikalien:

a-[>*P]-dCTP
[’H]-PPL
[*H]-Coenzym A (CoA)

[**P]-Tetranatriumpyrophosphat

Agarose

Antibiotika

Blocking Reagenz
Chemikalien, p.a. Qualitét

dNTP
Hybond N'/P-Membranen
Medienbestandteile

Ni*"-NTA-Agarose
CDP-Star (ready-to-use)
Rontgenfilme

Amplify

Polygram Cel 300 UV;s4

DC-Alufolien Kieselgel 60 F;s4

Enzyme/Antikorper:

Alkalische Phosphatase (CIP)
DNA Polymerase I Klenow Fragment

Lysozym
anti-Penta-His-Antikorper

Amersham Biosciences (Freiburg)
Hartmann Analytik (Braunschweig)
Hartmann Analytik (Braunschweig)
NEN Life Science Products

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim), Sigma
(Deisenhofen), Squibb and Sons (Princeton,
USA), Serva (Heidelberg)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Fluka (Buchs, Schweiz), Sigma (Deisenhofen),
Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Amersham Biosciences (Freiburg)

Difco (Detroit, USA), Life Technologies
(Karlsruhe) (Eggenstein), Merck (Darmstadt),
Oxoid (Wesel), Roth (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Macherey-Nagel (Diiren)

Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Life Technologies (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)

Qiagen (Hilden)
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Restriktionsendonucleasen

Ribonuclease A

Benzonase®

T4-DNA Ligase (einschl. Puffer)
Tag-DNA-Polymerase (einschl. Puffer)
Vent-DNA-Polymerase (einschl. Puffer)

Kits:

Advantage-GC cDNA PCR Kit
Bio-Rad Protein Assay Kit

CPD-Star (ready-to-use)

DIG High Prime Kit

DIG Nucleic Acid Detection Kit
Nucleo Spin Extract 2 in 1 Kit

Nucleo Spin Kit
Proteinbestimmungs-Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR-Purification Kit
rediprime Random primer labelling Kit
Thermosequenase Cycle-Sequencing Kit

Thermosequenase CyS Dye Terminator Kit

Roche  Diagnostics  (Mannheim),  Life
Technologies (Karlsruhe), New England
Biolabs (Schwalbach)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Life Technologies (Karlsruhe)
Life Technologies (Karlsruhe)
New England Biolabs (Schwalbach)

Clontech (Heidelberg)

Bio-Rad (Miinchen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Macherey-Nagel (Diiren)
Macherey-Nagel (Diiren)

BioRad (Miinchen)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)

Amersham Biosciences (Freiburg)
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2.2 Medien

Alle eingesetzten Puffer, Losungen und Medien wurden vor der Verwendung autoklaviert.
Nicht hitzebestindige Chemikalien wurden sterilfiltriert (Sartorius Membranfilter, 0,2 pum
Porendurchmesser) und dem autoklavierten Medium oder Puffer nach dem Erkalten zugesetzt.
Wenn nicht anders vermerkt, wurde nur doppelt destilliertes Wasser verwendet. Glasgerite
wurden 4 h bei 180°C hitzesterilisiert. Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich alle
prozentualen Angaben bei Feststoffen auf Gewichtsprozente (w/v), bei Fliissigkeiten auf

Volumenprozente (v/v).

2.2.1 Nahrmedien

2.2.1.1 Medien fur E. coli

LB-Medium (Miller, 1972)

Trypton 10 g1
Hefeextrakt 51!
NaCl 51!
ggf. Agar (Gibco) 16 g1

LB-Medium mit Sorbitol/Betain (Chen et al., 1999)

LB-Medium
Sorbitol 1M
Betain 2,5 mM

SOB-Medium (Hanahan, 1983)

Bacto-Trypton 20 g1
Hefeextrakt 51!
NaCl 10 mMm
KCl1 2,5 mM
nach dem Autoklavieren

MgCl, 10 mMm
MgSO4 10 mM

SOC-Medium (Hanahan, 1983)

SOB-Medium supplementieren mit:
Glucose (sterilfiltriert) 20 mM
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2 x TY-Medium (Miller, 1972)

Trypton 16 g1
Hefeextrakt 10 g1
NaCl 51!
ggf. Agar (Gibco) 16 g-l'1
M9-Medium (Sambrook et al., 1989)
Losung 1 (4% Glucose) 10 %
Losung 2 (2% MgS0O,4-7H,0) 1%
Losung 3 (0,2% CaCl,-2H,0) 1%
Lt')sung 4 (3,5% NazHPO4'2H20, 10 %
1,5% KH,POy,,
2,5% NaCl,
5% NH,4CI)
ggf. Agar (Gibco) 16 g1
2.2.1.2 Medien fur Actinomyceten
SPMR-Agar (Babcock und Kendrick, 1988)
Saccharose 103 g-lj
MgC126H20 10 gl—l
D-Glucose S g-l_l
Hefeextrakt (Difco) 5gl
TES-Puffer pH 7,6 20 mM
Bacto-Agar (Difco) 22 gl 4
Spurenelement-Losung 2 mll
nach dem Autoklavieren ¥
CaCl; (5 M) 2 ml'l
R2YE-Agar (Hopwood et al., 2000)
Saccharose 103 g-l'1
D-Glucose 10 g1
MgCly-6H,0 10,1 g1
K>S04 250 mg1!
Casamino acids (Difco) 100 mg:1™!
Bacto-Agar (Difco) 22 gT!
nach dem Autoklavieren:
KH,PO4 (0,5%) 10 ml-I"!
CaCly-2H,0 (3,68%) 80 ml1"
L-Prolin (20%) 15 ml-1!
TES-Puffer pH 7,2 (5,73%) 100 ml-1"!
Spurenelement -Losung 2 mll
Hefeextrakt (Difco) (10%) 50 ml-1"!
NaOH (1 m) 5 ml1!
TSB-Medium (Hopwood et al., 2000)
Tryptone Soya Broth (Oxoid) 30 g1
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TSB-Agar (Hopwood et al., 2000)

TSB-Medium
Agar

TSB-PEG 8000-Medium (Babcock und Kendrick, 1988)

Tryptone Soya Broth (Oxoid)
PEG 8000

nach dem Autoklavieren
Glycin
MgCl, (1 m)

SMA-Agar (Distler und Piepersberg, 1985)

Sojamehl (entfettet)
Mannit
Agar

Leitungswasser

Spurenelement-Ldsung (Hopwood et al., 2000)

ZHC12

FeCl3~6H20
CUC12'2H20

MnCl, 4H,0
N32B4O7' 1 0H20
(NH4)6Mo070,4-4H,0

YEME (Hopwood et al., 2000)

Hefeextrakt (Difco)
Bacto-Pepton (Difco)
Malzextrakt
D-Glucose
Saccharose

nach dem Autoklavieren
MgCl2 (1 M)

2.2.1.3 Medien fur Micrococcus luteus

SNA: Soft Nutrient-Agar (Hopwood et al., 2000)

Nutrient Broth
Bacto Agar (Difco)

8 g1’
6gl!
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2.2.2 Antibiotika

Wenn erforderlich wurden den Medien Antibiotika in folgenden Konzentrationen zugesetzt:

Ampicillin 100 pug'ml™
50 ug'ml™ [E. coli BL21(DE3)pLysS]
Apramycin 25 pgrml™
Chloramphenicoll) (Ethanol) 30 pgml™”
Hygromycin 200 pg'ml™
Thiostrepton” (DMSO) 50 pg'ml™ (S. lividans)
15 pg'ml™ (M. luteus DN218)
Tobramycin 4 pg'ml™
Kanamycin 50 ug'ml™

D Zur Herstellung der Stammldsungen wurde kein Wasser, sondern das angegebene Losungsmittel verwendet.

2.3 Bakterien und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 2-1, die verwendeten

Klonierungsvektoren und rekombinanten Plasmide in Tabelle 2-2.

Tab. 2-1: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Genotyp/Eigenschaften Referenz/Herkunft

E. coli BL21 (DE3) A(DE3), F~ Studier u. Moffat (1986)
E. coli DH5a lacZAM15, recAl, F~ Hanahan (1983)

E. coli IM109 laczZAM15, laclY, recAl, F’ Yanisch-Perron (1985)
E. coli IM109 (DE3) wie E. coli IM109, A(DE3) Promega (Mannheim)
E. coli IM110 dam’, dem, Promega (Mannheim)
E. coli XL1-Blue laczAM 15, lacl? recAl Stratagene(Heidelberg)
Micrococcus luteus Er®, Lm®, Ts®, Am®, Hy® DSM 348

Micrococcus luteus DN218 Er®, Lm®, Am®, Hy®, Ts® NeuBer (1999)
Streptomyces lividans 66 1326~ Actinorhodin, Prodigiosin John Innes Institut,

Hopwood et al. (2000)

Streptomyces lividans 66 TK 23  Actinorhodin, spc-1 John Innes Institut;
Hopwood et al. (2000)
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Tab. 2-2: Ubersicht iiber verwendete Plasmide.

Plasmid Genotyp/Eigenschaften Referenz/Herkunft
pAAWI.11 0,8 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbN in pJOE2702 (Ndel/BamHI) Arnold (2000)
PAAW9.22 0,8 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbN in plJ4123 (Ndel/BamHI) Arnold (2000)
PAAW24.1 kan, cat, tsr, Pyjpa, Ori pIJ101, ori pAC184, ImbP Arnold (2000)
PAAW23.1 kan, cat, tsr, Pyjpa, ori plJ101, ori pAC184, ImbP, His-tag Arnold (2000)
pBlueskript I KS+ ColEl, bla, lacZ-a, Py, P17e10, P3 Stratagene (Heidelberg)
pTUS07-6 4,2 kb Sphl-Fragment ImbF’GHIJK in pSPORT Zhang (1993)
pTUS815-1 13,0 kb BamHI-Fragment ImrA/ImMbAB1B2CDEFG’ in pSPORT  Zhang (1993)
pEFBA 1,5 kb Pstl/Aatl-Fragment mit Apramycinresistenz-Kassette Fernandez
aacC4 in pBluescript I SK+
pHP45Qaac Austausch des aadA-Resistenzgens im Q-Interposon von pHP45  Blondelet-Rouault et al.
durch das aacC4-Gen (1997)
pET11a ColE1, bla, lacl% Prse10, lacO, s10 Studier u. Moffat (1986)
pET16b ColEl, bla, lacl®, Py, lac0, s10, His-tag Novagen(Schwalbach)
pHM8a ColEl, hyg, Permex, Minicircle, Ty Motamedi et al. (1995)
plJ4123 kan, His-Tag, Pyjpa, 0ri plJ101 Takano et al. (1995)
pJOE2702 ColE1, bla, Pynagap, rrnB Volff et al. (1996)
pJOE2775 wie pJOE2702 aber mit His-tag Altenbuchner (1999)
pSUT7 P15A, cat, Prro10 Pohling (1997)
pUCI18 ColE1, bla, lacZ-a, Py, Yanish-Perron (1985)
pUCPU21 ColEl, bla, lacZ-a, P, Wehmeier
pLysS pACYC184 mit 3.8 und nachfolgendem Lysozym-Gen in der  Stratagene (Heidelberg)
BamHI-Schnittstelle, Cm®
pUWL201 ColE1, bla, tsr, ori plJ101, Peymex Doumith et al. (2000)
pUWL218 ColE1, bla, tsr, ori plJ101 Wehmeier (1995)
pPWW49 1,3 kb Ndel/HindIII-Fragment eryBIV in pUWL201PW Doumith et al. (2000)
(Ndel/HindIII)
pMHW13 1,0 kb HindIII ImbZ-PCR-Fragment in pBluescript I KS+ Diese Arbeit
(HindIII/EcoRYV)
pMHW 14 0,8 kb Ndel aacC4-PCR-Fragment in pMHW 13 (Ndel/Smal) Diese Arbeit
pMHW14.1 0,8 kb aacC4-PCR-Fragment in pUCI18 (Hincll) Diese Arbeit
pMHW15 1,8 kb Hindlll/BamHI-Fragment ImbZaacC4 aus pMHW 14 in Diese Arbeit
pUCI18 (HindIIl/BamHI)
pMHWI16 1,3 kb ImbML*-PCR-Fragment Bcll/EcoRI in pMHW 15 Diese Arbeit
(Bcll/EcoRI)
pMHWI16.1 1,3 kb ImbML*-PCR-Fragment in pUC18 (EcoRI/BamHI) Diese Arbeit
pMHW17 3,1 kb EcoRI/HindIlI-Fragment ImbZ-aacC4-ImbML* aus Diese Arbeit

pMHW 16 in pUWL218Aori-plJ101
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Fortsetzung Tab. 2-2

Plasmid Genotyp/Eigenschaften Referenz/Herkunft

pMHW?22 1,6 kb ImbC-PCR-Fragment in pUC18 (HincII) Diese Arbeit

pMHW23 1,6 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbC aus pMHW?22 in pET11a Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW24 1,6 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbC aus pMHW22 in pET16b Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW25 3,3 kb EcoRI/Sstl ImbB1B2CD’-Fragment aus pTU815-1 in Diese Arbeit
pUC18 (EcoRI/Sstl)

pMHW26 1,7 kb Smal-Fragment QaacC4 aus pHP45Qaac in pMHW25 Diese Arbeit
(Eco471II)

pMHW27 5,0 kb EcoRI/PstI-Fragment aus pMHW26 in pUWL218Aori- Diese Arbeit
plJ101

pMHW28 1,6 kb Ndel/BamHI ImbC-Fragment aus pMHW?22 in p1J4123 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW29 1,9 kb Ndel/HindIII ImbC-Fragment aus pMHW22 in pPWW49  Diese Arbeit
(Ndel/HindIII)

pMHW30 1,6 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbC aus pMHW22 in pSUT?7 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW31 0,8 kb Ndel/SstI ImbN-PCR-Fragment pUCPU21 (Ndel/SstI) Diese Arbeit

pMHW32 0,8 kb Ndel/SstI-Fragment ImbN aus pMHW31 in pET20a Diese Arbeit
(Ndel/SstI)

pMHW33.1-3 0,3 kb ImbN’-PCR-Fragment in pUC18 (HinclI) Diese Arbeit

pMHW41 0,25 kb Ndel/Bcll InbPCP-PCR-Fragment in pUCPU21 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW42 0,25 kb Ndel/Bcll ImbPCP-PCR-Fragment in pET11a Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW43 0,25 kb Ndel/Bcll ImbPCP-PCR-Fragment in pET16b Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW44 0,8 kb Ndel/SstI ImbN (S37C)-PCR-Fragment in pUCPU21 Diese Arbeit
(Ndel/SstI)

pMHW45 0,8 kb Ndel/Sstl-Fragment ImbN (S37C) aus pMHW44 in Diese Arbeit
pET20a (Ndel/SstI)

pMHW46 0,8 kb Ndel/SstI ImbN (S37A)-PCR-Fragment in pUCPU21 Diese Arbeit
(Ndel/SstI)

pMHW47 0,8 kb Ndel/Sstl-Fragment ImbN (S37A) aus pMHW46 in Diese Arbeit
pET20a (Ndel/SstI)

pMHW48 1,6 kb Ndel/BamHI ImbC-PCR-Fragment pUCPU21 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW49 1,6 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbC aus pMHW48 in pJOE2775 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW50 2,3 kb Sphl/BamHI-Fragment ImbKI1J aus pTU507-6 in pUC18  Diese Arbeit

(SphI/BamHI)
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Fortsetzung Tab. 2-2

Plasmid Genotyp/Eigenschaften Referenz/Herkunft

pMHW51 0,7 kb Ndel/BamHI ImbV-PCR-Fragment in pUCPU21 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW52 0,7 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbV aus pMHWS51 in pET11a Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW53 0,7 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbV aus pMHWS51 in pET16b Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW 54 0,7 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbV aus pMHWS51 in Diese Arbeit
pAAW23.1(Ndel/BamHI)

pMHW55 0,7 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbV aus pMHWS51 in pAAW24.1 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW56 0,7 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbV aus pMHWS51 in pJOE2702  Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW57 0,7 kb Ndel/HindIII-Fragment ImbV aus pMHWS52 in pPWW49  Diese Arbeit
(Ndel/HindIIT)

pMHW58 1,2 kb Ndel/BamHI ImbT-PCR-Fragment in pUCPU21 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW59 1,2 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbT aus pMHWS58 in pET11a Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW60 1,2 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbT aus pMHWS58 in pET16b Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW61 1,2 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbT aus pMHWS58 in pAAW23.1 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW62 1,2 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbT aus pMHWS58 in pAAW23.1 Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW63 1,6 kb Ndel/BamHI-Fragment ImbC aus pMHW22 in pMH8a Diese Arbeit
(Ndel/BamHI)

pMHW64 1,1 kb Ndel/HindIII-Fragment ImbN aus pAAW9.11 in Diese Arbeit
pPWW49 (Ndel/HindIII)

pMHW65 0,55 kb Ndel/HindIII-Fragment ImbPCP aus pMHW42 in Diese Arbeit

pPWW49 (Ndel/HindIII)

2.4 Oligonucleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonucleotide sind in Tabelle 2-4 aufgefiihrt. Sie wurden
von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und Gibco BRL (Eggenstein) oder Interactiva
(Ulm) bezogen. Die unterstrichenen Basen kennzeichnen die eingefiigten Erkennungs-

sequenzen fiir Restriktionsendonucleasen.
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Tab. 2-3: Ubersicht iiber verwendete Oligonucleotide

Bezeichnung Sequenz Gen

MHS5 5'-CGCGAAGCTTGGCGGGCATGACC-3' ImbZ-HindIIl

MH6 5'-GTCCAGAGTGCTCATATGTTCTCCCAGG-3' ImbZ-Ndel

MH7 5“GGAGTGCAATCATATGAAATACGAATGG-3° aacC4-Ndel

MHS 5“CCAAGGTCCTGATCATGAGCTCAG-3° aacC4-Bcll

MH9 5“GCACGCGCCCTGATCATGGAGAAGG-3¢ ImbML*-Bcll

MH10 5“GCCGGGCGAATTCGGCCACCGCCTG-3° ImbML*-EcoRI

MHI11 5-TCGACGTCCCATATGTCGTCCTCC-3° ImbC-Ndel (His-tag-LmbC)
MH12 5-CGCCCGGATCCAGGGCTCA-3¢ ImbC-BamHI (His-tag-LmbC)
MH14 5'- CGAAGGCGCCCATATGGCTGCCG -3' ImbT-Ndel

MH15 5'- CCGACCCGGATCCTCCTCCAGGCA -3 ImbT-BamHI

MH16 5“ATTTACGCCATCCATATGCAGCGCAAGGG-3* ImbV-Ndel

MH17 5“CCCCGTTGGATCCGCGCCGTCAC-3° ImbV-BamHI

MH18 5'- CCTGGGAGAACATATGAGCACTCTGGA -3' ImbN-Ndel

MH19 5'- CCTTCTCCAGGATCCGGG -3' ImbN-BamHI

MH20 5'- CAGGGATCCCTCCCCGCG -3 ImbC-BamHI (LmbC-His-tag)
MH23 5'-ACTCACAGGGGTCTCIGATCAGGTGATACG -3' ImbPCP-Bcll

MH25 5“CTGCTCGACTGTCTCGCCCTG-3° ImbN (LmbN: S;3,C)

MH26 5“CAGGGCGAGACAGTCGAGCAG-3° ImbN (LmbN: S;,C)

MH27 5-CTGGGAGAACATATGAGCACTCTGGAC -3' ImbN-Ndel

MH28 5'-CTGCTCGACGCTCTCGCCCTG -3' ImbN (LmbN: S3;A)

MH29 5'-CAGGGCGAGAGCGTCGAGCAG-3' ImbN (LmbN: S3;A)

MH30 5'- CTTCTCCAGGAGCTCGGCGCGTGGC -3 ImbN-Sstl

MTSI 5“GTGAGCACTCTGGACG-3* Sequenzierprimer ImbN

MTS2 5-GCGGTCAGCCGGCC-3¢ Sequenzierprimer ImbN

up 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ Sequenzierprimer pUC-Derivate
p 5'-GAACAGCTATGACC ATG-3’ Sequenzierprimer pUC-Derivate
promo 5'-GAAATAAATACGACTCACTATAGG-3’ Sequenzierprimer pET-Derivate

termi

5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGGTG-3"

Sequenzierprimer pET-Derivate
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2.5 Kulturbedingungen und Lagerung von Bakterien

Plasmidtragende Bakterienstimme wurden immer unter entsprechendem Selektionsdruck (s.

Kap. 2.2.2) kultiviert.

2.5.1 Anzucht und Lagerung von E. coli

E. coli Stimme wurden in LB-Flissigmedium oder auf LB-Agarplatten bei 37°C kultiviert.
Dem LB-Agar wurde zur Blau-Weil3-Selektion rekombinanter pUCI18- und pBluescript-
Derivate 40 pg-ml'1 X-Gal zugesetzt. Dauerkulturen wurden aus Ubernachtkulturen (UNK)
durch Zugabe von 30% Glycerin hergestellt und bei -20°C aufbewahrt. Als

Ubernachtkulturen wurden Ansitze bezeichnet, die mindestens 16 h bebriitet wurden.

2.5.2 Anzucht und Lagerung von Actinomyceten

Flissigkulturen von Streptomyceten wurden bei 28-30°C unter starkem Schiitteln (ca.
200 Upm) inkubiert. S. lividans wurde in TSB- oder YEME-Medium bzw. auf SMA-, R2YE-
oder SPMR-Agarplatten inkubiert. S. lincolnensis wurde zudem in SPMR-Medium angezogen
und zum Stempeln auf YMG-Agarplatten ausplattiert. Sporensuspensionen wurden nach
Bebriitung der Stimme auf SMA-Agarplatten durch Abschwemmen der Sporen mit 30%
Glycerin und Filtrieren durch sterile Baumwollwatte hergestellt und bei —20°C gelagert.

2.5.3 Anzucht und Lagerung von M. luteus

M. luteus wurde in TSB-Medium bzw. auf TSB-Agar bei 30-37°C bebriitet. Dauerkulturen
wurden aus Ubernachtkulturen durch Zugabe von 30% Glycerin hergestellt und bei —20°C
aufbewabhrt.
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2.6 Biochemische Charakterisierung verwendeter S. lincolnensis-
Stamme

2.6.1 Bioassasy zum Nachweis von Lin A-Produktion

Zur Untersuchung der Antibiotikaproduktion von S. lincolnensis Stimmen wurden aus einem
auf SPMR-Agar bis zur Sporulation kultivierten Bakterienrasen runde (L] 1 cm) Agarblocke
ausgestochen. Diese wurden auf TSB-Agarplatten platziert, die anschlieBend mit M. luteus
bzw. M. luteus DN218 in SNA-Agar iiberschichtet wurden. Zunichst wurden die Platten fiir 1
h bei 4°C inkubiert und dann iiber Nacht bei 37°C bebrtitet.

2.6.2 Bioautographie zum Nachweis von Lin A-/NDL-Produktion

Die Extrakte fiir die Bioautographie wurden mit 1-Butanol aus dem Agar der zu
untersuchenden Kulturen isoliert.

Dazu wurden die Agarplatten in kleine Stiicke zerschnitten, im 50 ml-Eppendorf
Reaktionsgefal mit ca. 15 ml Tris-HCI Puffer, pH 9, versetzt und ausgiebig geschiittelt. Die
Suspension wurde zweimal mit 10 ml 1-Butanol extrahiert und die vereinigten, organischen
Phasen wurden zweimal mit 10 ml 0,01 M HCI ausgeschiittelt. Die wiassrige Phase wurde mit
NaOH auf pH 9 eingestellt und zweimal mit je 10 ml Dichlormethan extrahiert, bevor das
organische Losungsmittel im Vakuum verdampft wurde. Der Riickstand wurde in zweifach
destilliertem Wasser aufgelost. Das Papierchromatogramm der 1-Butanol-Extrakte wurde
anschlieend auf Zellulose-DC-Platten (Polygram Cel 300 UV3s4) mit dem Laufmittel I (96%
H,0, 4% 1-Butanol, 0,25% p-Toluolsulfonsédure) entwickelt.

Das Papierchromatogramm wurde in einer Sterilbank getrocknet, auf TSB-Agar aufgelegt und
mit M. luteus bzw. M. luteus DN218 in SNA-Agar {iberschichtet. Zundchst wurden die Platten
fiir 1 h bei 4°C inkubiert und dann iiber Nacht bei 37°C bebrtitet.

2.6.3 Nachweis vom PPL aus S. lincolnensis-Kulturen

Zur Isolierung von PPL aus S. lincolnensis-Kulturen wurden 1-Butanol-Extrakte hergestellt.
Von Fliissigkulturen wurden 10 ml des Kulturiiberstandes mit 25 ml 1-Butanol und 15 ml
einer 50%igen K,COs-Losung ausgeschiittelt. Fiir die Extraktion aus Agarkulturen wurde der

Agar einer Platte in kleine Stiicke geschnitten und zweimal mit je 25 ml 1-Butanol und 15 ml
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einer 50%igen K,COs-Losung ausgeschiittelt.

Die vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum eingeengt und der so erhaltene
Extrakt auf Kieselgel DC-Folie (Kieselgel 60 F»s4, Merck) mit dem Laufmittel II [80% 1-
Butanol, 20% Eisessig, 20% H,0 (v/v)] aufgetrennt. Mit Ninhydrin-Spriithreagenz [47,5 ml 1-
Butanol, 1,5 ml Eisessig, 1 ml 85%ige Phosphorsidure, 0,15 g Ninhydrin) erfolgte
anschlieend der PPL-Nachweis durch eine charakteristische Rosafdarbung, die sich nach

leichter Erwdrmung des Chromatogramms bildete (Witz et al., 1971).

2.6.4 Nachweis der Lin A-/NDL-Produktion mittels HPLC (Asmus et al.,
1983)

Eine ,,Reversed Phase lon-Pairing Liquid Chromatographie“-Methode wurde zur Bestimmung
von Lin A bzw. NDL aus Extrakten der Kulturiiberstinde bzw. in den Enzymtestanséitzen
eingesetzt. Als Ionenpaar-Reagenz wurde anionisches Natriumdodecylsulfat (SDS)
verwendet. Der Laufpuffer bestand aus 5,8 g SDS, 10 ml 85%ige H3PO4, 330 ml Acetonitril
und ca. 660 ml bidestilliertem Wasser. Bevor der Puffer sterilfiltriert wurde, wurde ein pH-
Wert von 6 mit NH;-Losung eingestellt. Die Trennung erfolgte iiber eine RP-8 Séule
(Nucleosil, 5 pm; 200x4 mm), und die Flussrate bei dem isokratisch gefiihrten Prozess betrug
1,75 ml'min”'. Von der zu untersuchenden Probe wurden 100 pl iiber eine entsprechende

Probenschleife auf die Sdule gegeben.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Isolierung von Nucleinsauren

Die Isolierung von Plasmiden aus E. coli erfolgte mittels Kochpriparation (Sambrock et al.,
1989) und alkalischer Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Die Isolierung von Plasmiden aus
S. lividans und von Plasmiden aus E. coli fir DNA-Sequenzierreaktionen wurde mit dem
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) oder dem Nucleo Spin Kit (Macherey-Nagel,
Diiren) durchgefiihrt.

Streptomyceten-Gesamt-DNA wurde entsprechend der von Pospich und Neumann (1995)

beschriebenen Methoden isoliert.
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2.7.2 Gelelektrophorese von Nucleinsauren

DNA wurde in Agarosegelen nach der bei Sambrook et al. (1989) beschriebenen Methode mit
1 xTAE (4,84 g Tris, 1,14 ml Eisessig, 0,08 g EDTA, H,O ad 1000 ml) als Elektro-
phoresepuffer getrennt. Es wurden Geltray-Gelkammern der Firma Renner (Dannstadt)
verwendet. Als Langenstandard wurden ,,1 kb ladder®, ,,100 bp ladder* (beide Life Techno-
logies, Karlsruhe) oder ECORI-HindIII-hydrolysierte A-DNA verwendet. Zur Visualisierung
der DNA-Fragmente unter langwelligem UV-Licht (366 nm) enthielt die Agarose 0,1 pg-ml”
Ethidiumbromid.

2.7.3 Invitro Manipulation von DNA

Restriktionsendonucleasen, alkalische Phosphatase (CIP) und T4-DNA Ligase wurden gemaf
der Empfehlungen der jeweiligen Hersteller verwendet. Entsprechendes galt fiir die
Entfernung von 3‘- oder 5‘-Uberhiingen von DNA-Fragmenten mit dem Klenow-Fragment

der DNA Polymerase 1.

2.7.4 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem ,,QIAquick Gel
Extraction Kit*“ (Qiagen, Hilden) oder dem ,,Nucleo Spin Extract 2 in 1 Kit*“ (Macherey-
Nagel, Diiren) nach Angaben der Hersteller.

2.7.5 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mit dem ,,rediprime Random Primer Labelling Kit“ (Amersham
Biosciences, Freiburg) und 50 pCi a-[**P]-dCTP (3000 Ci-mmol™) nach den Angaben des

Herstellers radioaktiv markiert.

2.7.6 Southern Blotting und DNA-DNA-Hybridisierung

Zur Ubertragung gelelektrophoretisch getrennter hydrolysierter DNA auf positiv geladene

Nylonmembran (Hybond N*, Amersham Biosciences, Freiburg) wurde das Transfersystem
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nach Chomeszynski (1992) mit 0,4 N NaOH als Transferpuffer gewdhlt. Die Transferzeit
betrug 8 bis 12 h. Die Membran wurde anschlieBend in 2 x SSC (20 x SSC: 3 M NacCl,
300 mM Trinatriumcitrat, pH 7,2) geschwenkt.

Hybridisierungen erfolgten in Plastikschiisseln und temperierbaren Wasserbadschiittlern. Die
Prahybridisierungs- und Hybridisierungstemperatur war 68°C, da es sich um homologe DNA-
Sonden handelte. Beit DNA-DNA Hybridisierungen mit radioaktiv markierten Sonden wurde
die Membran zunidchst fiir 2-4 h in Hybridisierungslosung [6 x SSC, 0,5% SDS,
1% Blockingreagenz (Roche Diagnostics, Mannheim)] geschwenkt. AnschlieBend wurde die
Hybridisierungslosung erneuert und zu dieser die hitzedenaturierte (100°C, 5 min) DNA-
Sonde hinzugegeben. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht. Nicht-gebundene Sonde wurde
anschlieBend durch Waschen mit 6 x SSC, 0,5% SDS entfernt. Wenn ndétig wurde die
Stringenz der Waschschritte erhoht, (a) durch Erniedrigung der SSC Konzentration, (b) durch
Erhohung der Inkubationstemperatur. Die Detektion erfolgte mit ,,Hybond MP*“-

Rontgenfilmen unter Verwendung von ,,Quanta I1I* Verstarkerfolien (Dupont) bei —70°C.

2.7.7 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA erfolgte nach dem von Sanger et al.
(1977) beschriebenen Didesoxy-Nucleotid-Kettenabbruchverfahren. Fiir die Sequenzreaktion
wurde das ,,Thermosequenase Cy5 Dye Terminator Kit* oder das ,,Thermosequenase Cycle-
Sequencing Kit*“ (beide Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. Abweichend von dem

Protokoll des Herstellers wurden die Cycle-Parameter wie folgt modifiziert.

Tab. 2-4: Standardtemperaturprogramm fiir die Sequenzierreaktion.

Schritt Temperatur Dauer

1 98°C 5 min

2 95°C 45s

30 x 3 63°C 45s
4 68°C 1 min 20 s

5 68°C I min

Die Analyse der aus der Sequenzierreaktion resultierenden Fragmente erfolgte auf einem
A.L.F. Express Sequencer (Amersham Biosciences, Freiburg) unter Verwendung von 6 M

Harnstoff, 1 x TBE, 6% ,,Hydrolink Long Ranger’-PAA-Gelen (Biozym, Hessisch Olden-
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dorf) und 0,5 x TBE als Laufpuffer. Die Umsetzung der gemessenen Fluoreszenzspitzen zu

einer DNA-Sequenz erfolgte durch das Computerprogramm A.L.F.Win 2.3.

2.7.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde nach Arnheim und Erlich (1992) in
Thermocyclern (Biometra, Géttingen) mit einer Heizrate von 2°CE" durchgefiihrt. Es wurden
Vent- (New England Biolabs, Schwalbach) und Tag-DNA-Polymerase (Life Technologies,
Karlruhe) sowie das Advantage-GC cDNA PCR Kit (Clontech, Heidelberg) unter den vom
jeweiligen Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen verwendet. In Tabelle 2-5 sind die

Standardzusammensetzungen der PCR-Ansitze fiir Vent- und Taq-Polymerase aufgefiihrt.

Tab. 2-5: Standardzusammensetzung fiir PCR mit Vent- oder Tag-Polymerase.

Zusammensetzung eines

Standardreaktionsansatzes (100 pl) Vent-DNA-Polymerase Tag-DNA-Polymerase
Templat-DNA 50 ng (chrom. DNA), 50 ng (chrom. DNA),
10 ng (Plasmid—DNA) 10 ng (Plasmid-DNA)
Primer, je 0,5 um 0,5 um
dNTP, je 0,2 mM 0,2 mM
Mg* (MgSO,) 2,0 mM (MgCl,) 2,0 mm
Tag/Vent-DNA-Polymerasepuffer (10 x) 10 pl 10 pl
DMSO 10% 10%
DNA-Polymerase (Zugabe bei Schritt 2) 2,0U 25U

Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes bei Verwendung des Advantage-GC cDNA PCR
Kits entspach der vom Hersteller angegebenen. Die PCR-Ansétze wurden mit jeweils 70 pl
sterilem Mineraldl iiberschichtet. Die fiir die Amplifikation eines Zielgens entsprechenden
optimalen Primerpaare sowie die Hybridisierungstemperaturen wurden mit dem Programm
PrimerFind 3.0 (Frobel Labor Geridte, Lindau) ermittelt. Ausgehend von einem Standard-
protokoll wurden die PCR-Bedingungen fiir jedes verwendete Primerpaar (vgl. Tab. 2-3)
optimiert (Tab. 2-6).
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Tab. 2-6:Standardreaktionsbedingungen fiir die PCR mit Vent- oder Tag-Polymerase; die Angaben in
Klammern entsprechen den Bedingungen bei Verwendung des Advantage-GC cDNA PCR Kits

Schritt Temperatur Dauer
1 98°C (94°C) 5 min (3 min)
2 95°C (94°C) 1 min (30 s)
5 3 variabel 1 min
4 72°C (68°C) 1 min-kb’!
5 95°C 1 min
30x 6 variabel 1 min
7 72°C (68°C) 1 min‘kb™
8 72°C (68°C) 3 min

Wurde mittels PCR eine Erkennungssequenz fiir eine Restriktionsschnittstelle eingefiigt, lag
die Hybridisierungstemperatur innerhalb der ersten sechs Zyklen (Schritt 2 bis 4)
entsprechend der Anzahl an auszutauschenden Basen unterhalb der Schmelztemperatur des
mutagenisierenden Oligonucleotids. Wiesen die Primer keine Basenaustausche auf, so
entfielen die Schritte 2 bis 4 der Standardreaktionsbedingungen. Die Verldngerungszeit betrug
1 minkb” Produktlinge. Vent- oder Tag-Polymerase wurden bei Schritt 2 des ersten Zyklus
zugegeben wihrend bei Verwendung des Advantage-GC ¢cDNA PCR Kits die Polymerase
bereits von Anfang an dem Reaktionsansatz zugefiigt wurde. Zur Einfilhrung einer Mutation
innerhalb eines zu amplifizierenden DNA-Fragmentes wurde die Methode der rekombinanten

PCR nach Higuchi (1990) angewandt.

2.7.9 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Die Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen und die Transformation mit
Plasmid-DNA wurde nach Hanahan (1983) durchgefiihrt.

Die Protoplastierung und Transformation von S. lividans und S. lincolnensis wurde in
Anlehnung an das Protokoll von Babcock und Kendrick (1998) erreicht. Eine 30 ml
Fliissigkultur in TSB-PEG 8000- bzw. YEME-Medium wurde fiir 4 bis 6 Tage bei 28°C bis
30°C unter starkem Schiitteln (200 Upm) kultiviert. Das Mycel wurde abzentrifugiert und mit
10,3% Saccharose-Losung gewaschen. AnschlieBend wurde in 5 ml P-Puffer [10,3%
Saccharose, 0,25% K;SO4, 2,02% MgCl,-6H,0, 2 ml-l”! Spurenelement-Losung, 10 ml-1!
KH,PO4 (0,5%), 100 ml-I"" CaCly-2H»0 (3,68%) und 100 ml-I"" TES-Puffer pH 7,2 (5,73%)]
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mit 1 mgml' Lysozym suspendiert, bei 30°C inkubiert und die Protoplastierung
mikroskopisch verfolgt. Die Protoplastierung konnte bis zu 3 h dauern, und das Mycel wurde
dabei etwa alle 30 min vorsichtig auf- und abpipettiert. Nach nahezu vollstindiger
Protoplastierung wurden weitere 5 ml P-Puffer hinzugegeben, bevor die Protoplasten durch
sterile Baumwolle filtriert wurden. Die Protoplasten wurden zu 500 pl aliquotiert und 3 min
bei 7000 Upm in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen, und die Protoplasten wurden in 50 pl frischem P-Puffer resuspendiert und
zundchst fiir 12 h bei —20°C, dann bei —80°C zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Die
Transformation der Protoplasten wurde mit ca. 10 pg unmethylierter Plasmid-DNA in

walriger Losung (aus E. coli JM 110 prapariert) durchgefiihrt.

2.7.10 Herstellung von ss-DNA zur Transformation von S. lincolnensis
NRRL 2936

Zur alkalischen Denaturierung nach Oh und Chater (1997) wurden 9 pl geloster Plasmid-
DNA (5-10 pg DNA) mit 2 pl 1 M NaOH versetzt und 10 min bei 37°C inkubiert. Nach
Abkiihlung im Eisbad auf ca. 4°C wurden 2 pl 1 N HCI zur Losung zugeben. Die auf diese

Weise behandelte DNA wurde umgehend fiir die Transformation verwendet.

2.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des Proteinbestimmungs-Kits (BioRad, Miinchen)
nach der Methode von Bradford (1976) spektralphotometrisch bestimmt. Als

Referenzsubstanz diente Rinderserumalbumin (BSA).

2.9 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) in einem diskontinuierlichen Gelsystem nach der Methode von Laemmli et al. (1970)
mit einem 5% Sammel- und einem Trenngel, dessen Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentration
je nach Anwendung zwischen 10% und 16,5% betrug. War eine bessere Auflosung im
Bereich kleiner Polypeptide mit einem Molekulargewicht unterhalb von 15 kDa erforderlich,

wurde ein Gelsystem nach dem Protokoll von Schigger und v. Jagow (1987) mit Tris-
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HCl/Tricin-Puffer und Acrylamid-Konzentrationen im Trenngel zwischen 10% und 12%
verwendet. Analytische Gelelektrophoresen wurden in einer Minigel-Twin Gelkammer
(Biometra, Gottingen) bei konstanter Stromstdrke von 15 mA (Sammelgel) und 25 mA
(Trenngel) durchgefiihrt. Im Anschlul an die Gelelektrophorese wurden die Gele mit
Coomassie-Brilliant-Blue ~ R-250  bzw. G-250  (Merril  1990)  gefirbt.  Als
Molekulargewichtsstandard wurde der Dalton Mark VII-Marker (M;: 14kDa [O-
Lactalbumin], 20 kDa [Trypsin-Inhibitor], 24 kDa [Trypsinogen, PMSF-behandelt], 29 kDa
[Carboanhydrase], 36 kDa [Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase], 45 kDa [Ovalbu-

min], 66 kDa [Rinderserumalbumin]; Sigma, Deisenhofen) genutzt.

2.10 Immobilisierung von Proteinen auf PVDF-Membran

Zur Western-Blot-Analyse wurden Proteine nach analytischer SDS-PAGE mittels einer
TRANS-BLOT SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad, Miinchen) auf Hybond P-Membran
(Amersham Biosciences, Freiburg) libertragen. Die Membran wurde zuvor 30 s in MeOH und
10 min in Transferpuffer [48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20% Methanol, pH 9,2 (Bjerrum und
Schafer-Nielsen, 1986)] dquilibriert. Der Transfer erfolgte 10-15 min bei 250 mA konstanter
Stromstiirke in Transferpuffer. Die erfolgreiche Ubertragung auf die Membran wurde durch
eine reversible Amidoschwarz-Farbung [(1:100 v/v) Amidoschwarzlosung (10,1 g
Amidoschwarz in 40 ml Methanol, 10 ml Eisessig, 50 ml H,O) in H,O] mit anschlieBender
Hintergrundentfarbung durch 25% Methanol-10% Eisessig-65% H,O (v/v) lberpriift. Durch
Inkubation in TBS (10 mMm Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl) konnte die Farbung komplett

riickgidngig gemacht werden.

2.11 Immunologischer Nachweis immobilisierter His-tag-Proteine

Zum Nachweis immobilisierter His-tag-Proteine (vgl. 2.10) wurde die Membran 2-8 h mit
Blocking Puffer (1% Casaminosduren in TBS-Puffer) inkubiert und anschlieBend 60 min mit
dem Erstantikdrper [anti-Penta-His-Antikorper, Qiagen (Hilden)] behandelt, der 1:1000
(0,2 pg'ml™) in Blocking Puffer verdiinnt wurde. Uberschiissiger Erstantikorper wurde durch
zweimaliges (je 10 min) Waschen mit TBST (20 mMm Tris-HCIL, pH 7,5, 500 mMm NaCl, 0,05%
Tween 20, 0,2% Triton X-100) und einmaliges Waschen mit TBS entfernt. Danach erfolgte
die Inkubation mit dem Zweitantikorper [(Anti-Rabbit-IgG/anti-mouse-IgG-Alkalische-
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Phosphatase-Konjugat (Roche Diagnostics, Mannheim)], der 1:1000 (220 mU-ml™") mit
Blocking-Puffer verdiinnt wurde. Nach Entfernen des ungebundenen Zweitantikdrpers (3 x
10 min Waschen mit TBST) wurde die Membran mit Assay-Puffer fiir Alkalische
Phosphatase (200 mM Tris-HCI, pH 9,8, 10 mM MgCl,) dquilibriert. Der indirekte Nachweis
des Erstantikorpers erfolgte durch den Chemilumineszenz-Farbstoff CDP-Star (Roche
Diagnostics, Mannheim) als Substrat der alkalischen Phosphatase nach Angabe des
Herstellers. Die Membran wurde schlieBlich auf Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences,

Freiburg) nach Angaben des Herstellers exponiert.

2.12 Heterologe Genexpression

2.12.1 Heterologe Genexpression in E. coli unter Kontrolle des Promotors
PT7CD1O

Wenn die Transkription zu exprimierender Gene unter Kontrolle des Promotors Prieio
(Giordano et al., 1989; Dubendorff und Studier, 1991) stand, wurden E. coli BL21(DE3) oder
E. coli IM109(DE3) als Wirtorganismen verwendet. Beide E. coli-Stimme tragen eine Kopie
des Gens fiir die DNA-abhdngige-RNA-Polymerase des Phagen T7 stabil in das Genom
integriert. Zur Expression heterologer Gene wurden 10 ml LB-Medium, 2 x TY-Medium oder
LB-Medium mit 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain mit einer UK des plasmidtragenden E. coli
T7-Expressionsstammes auf eine O.D.gp0 von 0,05 beimpft und bei 28-37°C geschiittelt (180
Upm). Bei Erreichen einer O.D.g00 = 0,8 wurde die Expression des T7-RNA-Polymerasegens
durch IPTG-Zugabe (Endkonz.: 0,4-1,0 mM) induziert. Die Probennahme erfolgte vor, sowie
zu definierten Zeitpunkten nach IPTG-Zugabe.

2.12.2 Heterologe Genexpression in E. coli unter Kontrolle des Promotors
I:)rhaBAD

Wenn die Transkription zu exprimierender Gene unter Kontrolle des Promotors Prhagap (Egan
und Schleif, 1993) stand, wurden E. coli DH5a oder E. coli JM109 als Wirtorganismen
verwendet. Zur Expression heterologer Gene wurden Kulturen LB-Medium, 2 x TY-Medium
oder LB-Medium mit 1 M Sorbitol und 2,5 mM Betain mit einer UK des plasmidtragenden E.

coli Expressionsstammes auf eine O.D.gp0 von 0,05 beimpft und bei 18-37°C geschiittelt (180
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Upm). Das Medium zur Genexpression wurde mit 0,2% L-Rhamnose zur Induktion des
Promotors Prhasap angereichert. Die Probennahme erfolgte zu definierten Zeitpunkten

wahrend des Zellwachstums sowie in der stationidren Phase.

2.12.3 Heterologe Genexpression in S. lividans unter Kontrolle des
Promotors Perme=

S. lividans 66 TK23 wurde als Wirtstamm fiir die Genexpression unter Kontrolle des
konstititiven Promotors Permex (Bibb et al., 1985a) verwendet. Die jeweiligen plasmidtragen-
den S. lividans-Transformanten wurden in TSB-Medium bei 28-30°C kultiviert. Die Haupt-
kultur wurde durch 1:50 Verdiinnung einer 3 d alten Vorkultur angeimpft und unter denselben
Bedingungen inkubiert. Die Kulturen wurden nach 24-72 h geerntet, zweimal mit 10,3%iger
Saccharoselosung gewaschen und zur Herstellung von =zellfreiem Extrakt verwendet

(s. Kap. 2.13).

2.12.4 Heterologe Genexpression in S. lividans unter Kontrolle des
Promotors Pijpa

S. lividans 66 1326 wurde als Wirtorganismus verwendet, wenn die Transkription der zu ex-
primierenden Gene unter Kontrolle des mit Thiostrepton-induzierbaren Promotors Pripa
(Murakami et al., 1989) stand. Die plasmidtragenden S. lividans Stimme wurden in YEME-
Medium (10,3% Saccharose) bei 28-30°C fiir ca. 20-40 h inkubiert. Dann wurde der Promotor
Piipa durch Zugabe von Thiostrepton (Endkonzentration: 10 pg-ml™) induziert. Nach weiteren
24-28 h wurden die Kulturen geerntet, zweimal mit 10,3%iger Saccharoseldsung gewaschen

und zur Herstellung von zellfreiem Extrakt verwendet (s. Kap. 2.13).

2.13 Gewinnung zellfreier Extrakte von E. coli und Streptomyces

Fiir den Zellaufschlu3 wurden 1,5 ml AufschluBpuffer I (50 mm Tris-HCL, pH 7,5, 10 mm
MgCl,, 1 mMm DTT) pro 1 g Zell-Nassgewicht verwendet. Sollte der zellfreie Extrakt fiir
Enzymansitze verwendet werden, erfolgte der Aufschluss durch die zweimalige Passage einer
French Press Zelle bei einem internen Druck von 20000 psi (American Instruments Company,

Silver Spring, USA). AnschlieBend wurden unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation
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(30 min, 30000 x g, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde in N, (fl.) schockgefroren und bei
-70 °C gelagert.

2.14 Reinigung von His-tag-Proteinen mittels Ni**-NTA-Agarose

Die Reinigung der N-terminalen His-tag-Fusionsproteine von LmbC, LmbN, LmbPCP
erfolgte im Batch-Verfahren in 50 ml Reaktionsgefalen. 10 ml zellfreier Extrakt des
jeweiligen Expressionsstammes, fiir dessen Herstellung Aufschlusspuffer II (50 mm Tris-HCI,
5 mMm MgCl,, 300 mMm NaCl, 5 mm Imidazol, 10 mMm [3-Mercaptoethanol, 0,1 mg-ml'1 BSA,
pH 7,8) verwendet wurde, wurden fiir 60 min auf Eis mit 1 ml einer 50%igen Suspension
Ni2+-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) in Aufschlusspuffer II unter stindigem Riihren
inkubiert. AnschlieBend wurde 10 min bei 15000 x g zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Die Ni**-NTA-Agarose wurde zweimal mit je 5 ml Waschpuffer (50 mM Tris-
HCI, pH 7,8, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10 mM [3-Mercaptoethanol, 0,1 mg-ml'1 BSA)
gewaschen, und schlielich wurde das His-tag Protein mit Elutionspuffer (50 mm Tris-HCI,
pH 7,8, 300 mM NaCl, 10 mm [-Mercaptoethanol, 0,1 mg-ml'1 BSA) mit variierenden
Imidazol-Konzentrationen von 40-500 mM eluiert. Zwischen den einzelnen Schritten wurde
jeweils 10 min bei 15000 x g zentrifugiert.

Zur Reinigung groBerer Volumina der His-tag-Fusionsproteine wurde eine HisTrap Affinity
Column (Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem
Protokoll des Herstellers. Zur Auftragung des Rohextraktes auf die Sédule wurde eine
Peristaltikpumpe (Pump P-1; Amersham Biosciences, Freiburg) genutzt. Das Eluieren der
Proteine erfolgte durch eine FPLC-Apparatur (Laufmittel A, AufschluBpuffer II; Laufmittel
B, Elutionspuffer mit 500 mM Imidazol) mit einem Durchfluss UV-Monitor UV-1 und einem
Fraktionssammler Frac 100 (Pharmacia, Freiburg).

Zur Abtrennung des Imidazols aus den FElutionsfraktionen wurden entweder Microcon
Zentrifugen-Filtereinheiten YM10 (Millipore, Eschborn) oder PD-10 Gelfiltrationssdulen

(Amersham Biosciences, Freiburg) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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2.15 Enzymtests

2.15.1 ATP/PPi-Austausch

Die ATP/PP;-Austauschreaktion wurde nach einem modifizierten Protokoll von Lee und
Lipmann (1975) durchgefiihrt. Ein Testansatz (Tab. 2-7) bestand aus dem gereinigtem His-
tag-LmbC (s. Kap. 2.14), Tetranatriumpyrophosphat ([**P]-markiert und ummarkiert), MgCl,
ATP und der zu untersuchenden L-Aminosdure (s. Kap. 3.2.2) in Puffer I (50 mM Tris-HCl
Puffer pH 8 mit 10% Glycerin, ]| mM EDTA, and 8 mM DTT). Die Komponenten ATP,
Pyrophosphat (mit und ohne [32P]-Markierung) sowie MgCl, wurden fiir eine komplette
Testreihe vorgemischt und im Reaktionsgefdl vorgelegt. Somit enthielten alle Testansitze
identische Radioaktivitits-mengen. Auf Eis wurde 4 x Puffer I, HO und His-tag-LmbC
hinzupipettiert, bevor die Austauschreaktion (vgl. Abb. 3-9) durch Zugabe des jeweiligen
Aminosdure-Substrats gestartet wurde. Die Testansdtze wurden bei 28°C im Wasserbad
inkubiert. Durch Zugabe von 1 ml einer Stopp-Losung (0,75% Aktivkohle-Suspension, 7%
Perchlorsdure und 0,1 M Tetranatriumpyrophosphat) wurde die Reaktion schlielich
abgebrochen. Das an Aktivkohle adsorbierte ATP wurde auf Glasfaserfiltern (GF92,
Schleicher & Schuell) gesammelt, zweimal mit ca. 10 ml H,O gewaschen und bei 70°C
getrocknet. Die Glasfaserfilter wurden mit 4 ml Rotiszint Eco Plus (Roth, Karlsruhe)
Szintillationsfliissigkeit versetzt und im 1900CA Tri-Carb Szintillationszdhler (Packard,

Dreieich) vermessen.

Tab. 2-7: Zusammensetzung des Testansatzes zum Aminosdure-abhédngigen ATP/PP;-Austausch

Assay-Komponente Konzentration
His-tag-LmbC 0,79 pm
L-Aminoséure variabel
Tetranatriumpyrophosphat 50 um
[**P]-Tetranatriumpyrophosphat ca. 1 x 10° cpm
MgCl, 5mM
ATP 2,5 mM
4 x Puffer I 50ul
H,O ad 200 pl
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2.15.2 Posttranslationale Modifikation von His-tag-LmbN und -LmbPCP
mit [*H]-4‘-Phosphopantethein

Der Transfer von [°H]-4‘-Phosphopantethein aus [°H]-CoA auf die angereicherten His-tag
Fusionsproteine von LmbN (aus S. lividans; s. Kap. 3.4.2) und LmbPCP (aus E. coli; s. Kap.
3.4.3) wurde mit Hilfe der Phophopantethein-Transfersen (PPTasen; Lambalot et al., 1995),
Sfp und AcpS (beide B. subtilis; Mofid et al. 2002), nach dem Protokoll von Quadri et al.
(1998) durchgefiihrt.

Die Komponenten sowie ihre jeweilige Konzentration im Testansatz sind in Tabelle 2-8
aufgefiihrt. Die Reaktion in den Testansidtzen wurde durch die PPTase-Zugabe gestartet, 30
min bei 37°C fortgesetzt und durch Hinzufiigen von 800 pl 10%iger TCA (0°C) gestoppt. Die
Proteine wurden zusammen mit 15 pl BSA-Losung (25 mg'ml™) sedimentiert (30 min, 13000
Upm, 4°C), zweimal mit 800 pl 10%iger TCA gewaschen und in 180 pl Ameisensdure
resuspendiert. Die Suspension wurde mit 4 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt und

anschliefend im Szintillationszdhler vermessen.

Tab. 2-8: Zusammensetzung der Testansdtze im Radioassay zum Nachweis der posttranslationalen
Modifikation von His-tag-LmbN bzw. —-LmbPCP.

Assay-Komponente Konzentration
His-tag-LmbPCP/-LmbN 0,5 pMm
AcpS/Stp 12,1 nM/ 10 nM
[*H]-CoA (40 Ci-mmol™; 0,95 mCi-ml™) 200 nM
CoA 20 pM
MgCl, 10 mM
Puffer" 50 mM
H,O ad 100 pl

DTris-HCI, pH 8,8 (AcpS) und MES-HCI pH 6,0 (Sfp), jeweils mit 5 mm DTT u.
250 mM NacCl.

2.15.3 Beladung von holo-His-tag-LmbN/-LmbPCP mit [*H]-PPL

Zum in vitro Nachweis der Carrierprotein-Funktion von LmbN bzw. LmbPCP sollten die
jeweiligen holo-Enzyme mit dem als Aminoacyl-AMP aktivierten [°’H]-PPL beladen werden.
Die Komponenten des Beladungsassays mit ihren jeweiligen Konzentrationen sind in Tabelle
2-9 aufgefiihrt.

Die angereicherten Proteine His-tag-LmbN und —LmbPCP wurden zusammen mit den

PPTasen Sfp oder AcpS und dem Cosubstrat CoA fiir 30 min bei 37°C vorinkubiert.
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AnschlieBend wurden die Assay-Ansitze mit His-tag-LmbC, [*H]-PPL und ATP fiir die in
situ-Darstellung des [*H]-PPL-AMP weitere 4 h inkubiert. Die Reaktion wurde durch Fillen
der Proteine mit 1 ml 10%iger TCA abgestoppt. Nach zweimaligem Waschen mit 10%iger
TCA wurden die Proteine entweder in 200 pl Perchlorsédure fiir Szintillationsmessungen oder
in Probenpuffer fiir eine SDS-PAGE resuspensiert. Die so gewonnen Proben wurden
anschlieend im Szintillationszéhler vermessen, oder mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt.
Das getrocknete PAA-Gel wurde danach einem Rontgenfilm exponiert, um die Protein-
gebundene Radioaktivitét sichtbar zu machen.

Alternativ zu den gereinigten Enzymen, His-tag-LmbC und -LmbN wurden die dialysierten
S30-Extrakte der Kulturen E. coli JIM109(DE3)/pMHW30/pAAW9.22 und S. lividans 66
1326::ImbC/pAAW9.11 verwendet.

Tab. 2-9: Zusammensetzung der Testansdtze zum Nachweis der von His-tag-LmbN bzw. -LmbPCP
mit AMP-aktiviertem [*H]-PPL.

Assay-Komponente Konzentration
His-tag-LmbN") bzw. -LmbPCP 0,5 UM
His-tag-LmbC" 0,5 um
AcpS bzw. Sfp 10-15 n™m
CoA 20 UM
ATP 2,5 mM
[*H]-PPL (1,5 Ci-mmol™) 36 pCi
MgCl, 10 mM
DTT 5 mM
Tris-HCI pH 8,8 50 mMm
H,0 ad 120 pl

DBei Verwendung von dialysierten S30-Extrakten wurden 10 pl bei einer
anschlieenden SDS-PAGE-Analyse und 50 pl (in 200 pl Gesamtvolumen) bei
Szintillationsmessungen eingesetzt.

2.15.4 Invitro NDL-Synthese

Bei den Versuchen zur in vitro-Synthese von NDL aus PPL und MTL wurden sowohl die
angereicherten Enzyme His-tag-LmbC und His-tag-LmbN/-PCP verwendet sowie die
Rohextrakte aus den rekombinanten Stdmmen E. coli JM109(DE3)/pMHW30/pAAW9.22
und S. lividans 66 1326::ImbC/pAAW9.11. Um die moglichen Carrierproteine His-tag-
LmbN/-PCP komplett in die holo-Form zu tiberfithren, wurde zur Modifikation CoA und die
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PPTasen Sfp und AcpS bzw. dialysierter S30-Extrakt von S. lincolnensis NRRL 2936
hinzugefiigt.

Die Testansitze wurde zwischen 4 h und UN bei 28°C inkubiert. Zum Abstoppen der
Reaktion wurde der Testansatz 1 min auf 100°C erhitzt, so dass die denaturierten Protein
sedimentiert werden konnten. Der Uberstand wurde im Vakuum eingeengt und anschlieBend
in einer Bioautographie mit M. luteus als Indikatorstamm verwendet (s. Kap. 2.6.2).
Alternativ wurden die Substanzen des Uberstands mit Hilfe einer HPLC getrennt (s. Kap.
2.6.4) und im UV-Detektor bei 214 nm detektiert. Als Vergleichsstandard diente jeweils das
aus der ImbN-Deletionsmutante isolierte NDL (Stiihler, 1999).

Tab. 2-10: Zusammensetzung der Testansitze zum Nachweis der NDL-Synthese aus PPL und MTL.

Assay-Komponente Konzentration
His-tag-LmbC 0,5 um
His-tag-LmbN bzw. -LmbPCP 0,5 um
S30-Extrakte von: E.coli JM109(DE3)/pMHW30/pAAW9.22 20-50 pl
bzw. S. lividans 66 1326::ImbC/pAAW9.11"
AcpS od. Sfp bzw. 10-15 nm
dialysierter S30-Extrakt von S. lincolnensis NRRL 2936” 5-15 ul
CoA 20 pMm
ATP 5 mM
PPL u. MTL je2 mMm
MgCl, 20 mM
DTT 5 mM
Tris-HCI pH 8,0 50 mM
H,0 ad 200 pl

"Die S30-Extrakte der rekombinanten E.coli und S.lividans wurden anstelle der
gereinigten Enzyme His-tag-LmbC und -LmbN bzw. -LmbPCP im Assay eingesetzt.
?Der S. lincolnensis-Extrakt wurde bei einigen Testansitzen zugefiigt, um eine mogliche

spezifische PPTase fiir LmbN/LmbPCP bereit zu stellen.

2.16 Analyse von DNA- und Aminosauresequenzen

Zur Identifikation von offenen Leserahmen wurde das Programm Frameplot eingesetzt (Bibb
et al., 1984; Ishikawa und Hotta, 1999; http://www.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frameplot.pl).
Multiple Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm ClustalX (Thompson et al., 1997)
durchgefiihrt. Paarweise Sequenzvergleiche wurden mit den Programmen FASTA3 (Pearson
und Lipman, 1988; http://www.ebi.ac.uk), BLAST (Altschul et al. 1990;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/), WU-BLAST2 (http://www.ebi.ac.uk) und den
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jeweiligen nicht-redundanten Sequenzdatenbanken bzw. SWISSPROT durchgefiihrt. Zur
Identifikation von konservierten Proteindoménen wurde die PFAM- (Bateman et al., 2000;

http://www.sanger.ac.uk), die PROSITE- (http://www.expasy.ch) und die INTERPRO-
Datenbank (http://www.ebi.ac.uk) eingesetzt.
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3  Ergebnisse

Um die Genprodukte der Imb-Gene aus S. lincolnensis NRRL 2936 zu identifizieren, die an
der Bildung der Amidbindung zwischen PPL und MTL beteiligt sind, sollten sowohl in vitro
als auch in vivo deren Funktionen getestet werden. Den postulierten Biosyntheseweg-Genen,
ImbC und ImbN, wurden aufgrund der Aminosiure-Sequenzhomologien ihrer Produkte eine
Beteiligung an der Kondensationsreaktion zugeschrieben. Beide Gene sollten durch Knock-
out-Mutationen inaktiviert werden. Dazu wurden die Gene durch Einfiihrung des aacC4-
Apramycinresistenzgens (Brédu und Piepersberg, 1985; Blondelet-Rouault et al., 1997) auf
verschiedene Weise ausgetauscht bzw. inaktiviert, um auf die Mutation positiv selektieren zu
konnen.

Die Strategie der Funktionsaufkldrung umfasste die folgenden Teilziele: Um die Proteine
LmbC und LmbN in vitro zu untersuchen, war zunichst ihre heterologe Expression
notwendig. Zur Isolierung der Gene wurden geeignete Primer (vgl. Tab. 2-3) aus der
Nucleotidsequenz abgeleitet, die zur selektiven Amplifikation des jeweiligen Gens aus
chromosomaler DNA des Wildtyps, S. lincolnensis NRRL 2936, in eine PCR eingesetzt
wurden. In die Primer wurden zur Klonierung die Erkennungssequenzen ausgewdihlter
Restriktionsendonucleasen eingefiihrt. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend in Vektoren
ligiert, die eine Uberpriifung der Sequenz der Amplifikate durch DNA-Sequenzierung
erlaubten. SchlieBlich wurden die Gene in Expressionsvektoren kloniert. Als Wirtsstimme fiir
die Expressionsversuche dienten geeignete Stimme von E. coli K12 und S. lividans 66.
Zunéchst wurde jeweils versucht die Proteine mit Hilfe des T7-Expressionssystems in E. coli
zu produzieren. Wenn in den zellfreien Extrakten der rekombinanten E. coli-Stamme kein
l6sliches Protein nachgewiesen werden konnte, wurde die Expression alternativ in einem
S. lividans 66 Wirtssystem versucht.

Die Produktion der rekombinanten Proteine wurde anhand von SDS-PAGE {iberpriift, wobei
die Proteine entweder durch Anféarbung oder durch eine Western-Blot-Analyse mittels anti-
Penta-His-Antikorper der gebildeten His-tag-Fusionsproteine sichtbar gemacht wurden.

Die Ergebnisse der Expressionsversuche sind vorab in der Tabelle 3-1 zusammengefasst. Die
Details der einzelnen Expressionen werden in den folgenden Kapiteln ausfiihrlich

beschrieben.
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Tab. 3-1: Zusammenfassung der Expressionsergebnisse von ImbC, ImbN und ImbPCP.

Gen / Protein

Expression in E. coli

Expression in S. lividans

[bp] / [aa]

Vektorplasmide pET11a/16b/20a pJOE2702/2775 PAAW23/plJ4123  pUWL201
ImbC / LmbC +/+/n.d. n.d./+ n.d. +
1527 /508 (CF) (AB) (K)
ImbN / LmbN -+ +1/- + +
828 /275 (CF) (CF/AB/K) (K)
ImbPCP / LmbPCP +/+/n.d. n.d./n.d. + +
240/79 (CF) (CF) (K)

Y Expression in E. coli IM109/pAAW9.22 (Arnold, 2000).

(+), Expression loslichen Proteins; (-), keine Expression bzw. unldsliches Protein; n.d., Expression nicht
durchgefiihrt; CF, Expressionsnachweis nach SDS-PAGE durch Coomassie-Farbung; AB, Expressionsnachweis
durch Western-Blot Analyse mit Penta-His Primérantikorpern; K: Expressionsnachweis durch Wiederherstellung
der Funktion in den jeweiligen Mutanten durch Komplementation.
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3.1 Der Leserahmen ImbC

Aus vorangegangenen Arbeiten zum Imb/Imc/Imr-Biosynthesecluster war bekannt, dass der
Leserahmen ImbC fiir ein Protein kodierte, welches auf der Ebene der Aminoséduresequenz
eine signifikante Homologie zu Aminosédure-aktivierenden A-Domidnen nicht-ribosomaler
Peptidsynthetasen besall (vgl. Tab. 1-3; Peschke et al., 1995; Marahiel et al., 1997). LmbC
wurde bereits erfolgreich in E. coli BL21 (DE3)pLysS/pT7AdExC als teilweise 16sliches
Protein produziert und auf seine putative Funktion als adenylylierendes Enzym in einem
ATP/PP;-Austauschassay untersucht. In dieser ersten Funktionsuntersuchung konnte jedoch
keine Abhéngigkeit der ATP/PP;-Austauschreaktion von den eingesetzten Substraten PPL,
L-DOPA, oder L-Tyrosin nachgewiesen werden (Schmidt, 1994; Peschke et al., 1995).

Da die Aminosdureaktivierung den Initiationsschritt im postulierten Mechanismus der
Amidbindungsbildung (vgl. Abb. 1-5) darstellt, sollte zuerst die Beteiligung des Genprodukts

LmbC an der Biosynthese des Lin A durch eine ImbC-Knock-out-Mutante bewiesen werden.

3.1.1 Erzeugung einer ImbC-Knock-out-Mutante

Die Mutation im Gen ImbC sollte durch homologe Rekombination im Wildtyp S. lincolnensis
NRRL 2936 mit Hilfe eines Plasmids eingefiihrt werden, das sich in S. lincolnensis nicht
autonom replizieren konnte. Dieser Suizid-Vektor wurde als Derivat von pUWL218Aori-
plJ101 in E. coli konstruiert (Abb. 3-1).

Die homologe Rekombination, die zur Erzeugung der Knock-out-Mutante fiihrte, ist
schematisch in Abbildung 3-3 dargestellt. Als Selektionsmarker fiir ein erfolgreiches
Rekombinationsereignis wurde das aacC4-Gen aus E. coli verwendet, dessen Genprodukt in
E. coli unter anderem Resistenz gegeniiber Tobramycin und in Streptomyceten gegeniiber
Apramycin verleiht. Das Thiostrepton-Resistenzgen tsr wurde als zusétzliche Selektionshilfe

genutzt, um zwischen Einzel- und Doppelcrossover-Mutanten unterscheiden zu konnen.

3.1.1.1 Konstruktion des Suizid-Vektors pMHW?27

Zuerst wurde ein 3,3 kb groB3es SstI/ECORI DNA-Fragment mit den Genen ImbB1B2CD* vom
Plasmid pTU815-1 mit einem entsprechend hydrolysierten pUCI18 ligiert. Das resultierende
Plasmid pMHW?25 wurde anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Eco47111 180 bp
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stromabwarts des Startkodons von ImbC hydrolysiert und mit dem 1,7 kb Smal-DNA-

BamHI

Xbal

Sl = = - TE SEEEm S8z EcoRI
L ITNE =S |

pTU815-1 DD I K] @r]
G FE DC B2BL A ImrA lacZ | SPORTI

[—i
3,3 kb EcoRI/
Sstl-Fragment

— Eor —~
=28 g
a i} - =
PMHW25 I} I —G&—
D' C  B2BLAZ ,ucis HEEZD—{
Qaac
Eco47111-
Hydrolyse
&
(a8
o ‘ A A ul
L1 [

pMHW26 el I H—]

D’C, C’ B2B1aZ pucis

EcoRI/Pstl-

Hydrolyse
& 2 82 =o
4 T 9
\

B1B2 C
pMHW27

CD’

Abb. 3-1: Konstruktion des Suizid-Vektors pMHW?27 zur Erzeugung einer ImbC-Knock-out-Mutante.
Schematische Darstellung der Genanordnung innerhalb der Plasmide pTUS815-1, pMHW?25,
pMHW26 und pMHW27. Die Imb-Biosynthesegene sind mit GroBbuchstaben unterhalb
gekennzeichnet, wobei Genfragmente durch ein Apostroph markiert wurden. Schnittstellen relevanter

Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. Die Restriktionskarte des Plasmids pTU815-1 wurde durch
Restriktionsanalyse tiberpriift.
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Fragment der Q—Kassette des Plasmids pHP45Qaac (Blondelet-Rouault et al., 1997) ligiert,
was zum Plasmid pMHW26 fiihrte. In der verwendeten Q-Kassette ist das aacC4-
Resistenzgen unter Kontrolle des eigenen Promotors und ist an beiden Enden von kurzen
umgekehrten Wiederholungssequenzen mit Transkriptions- und Translationsstopp-Sequenzen
eingerahmt. Alle isolierten und einer Restriktionskontrolle unterzogenen Klone des
pMHW26-Plasmids hatten die Q-Kassette so in ImbC orientiert, dass Resistenz- und
Biosynthesegen entgegengesetzte Orientierungen besallen.

Aus dem Plasmid pMHW26 wurde anschlieBend das 5,0 kb-DNA-Fragment bestehend aus
den in ImbC durch die Q-Kassette unterbrochenen Lincomycin-Biosynthesegenen als
Pstl/EcoRI-Fragment in einen entsprechend hydrolysierten pUWL218Aori-plJ101 ligiert.
Diese Klonierung brachte den Suizid-Vektor pMHW?27 hervor, der fiir die homologe
Rekombination zur Einfithrung der Mutation genutzt werden sollte.

Um die Wabhrscheinlichkeit einer homologen Rekombination mit dem Genom von
S. lincolnensis NRRL 2936 zu erhohen, wurde alkalisch denaturierte, einzelstrangige Plasmid-
DNA des nicht dam-/dcm-methylierenden E. coli JM110 zur Transformation eingesetzt (s.
Kap. 2.7.10; Oh und Chater, 1997).

3.1.1.2 Isolierung der ImbC-Knock-out-Mutanten

Zur Selektion der Mutanten wurde das Resistenzverhalten der Transformanten gegeniiber
Apramycin und Thiostrepton verwendet (Abb. 3-3), da der Verlust des tsr-Gens des Plasmids
pMHW?27 bei gleichzeitiger Apramycin-Resistenz auf das gewiinschte Doppelcrossover-
Ereignis hinwies. Die Transformanten wurden wéhrend der Regeneration mit Apramycin
iiberschichtet, und die rekombinanten Einzelkolonie-Isolate von S. lincolnensis wurden
anschlieBend jeweils auf Agarplatten ausplattiert, die den Selektionsmarker Apramycin bzw.
Thiostrepton beinhalteten.

Es wurden 54 Apramycin-resistente Klone eines Transformationsansatzes isoliert, von denen
vier Klone zusétzlich sensitiv gegeniiber Thiostrepton waren. Die vier Apramycin-resistenten
und Thiostrepton-sensitiven Klone, S. lincolnensis CDC6/CDC17/CDC30/CDC50 und ein
gegen beide Antibiotika resistenter Klon wurden sowohl genetisch als auch biochemisch

ndher untersucht.
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3.1 Ergebnisse

3.1.2 Genetische Charakterisierung der ImbC-Knock-out-Mutante

Die chromosomale DNA einer ihrem Phinotyp entsprechenden Einzelcrossover-Mutante
(S. lincolnensis CSC1), der vier moglichen Doppelcrossover-Mutanten (S. lincolnensis
CDC6/CDC17/CDC30 und CDC50), sowie des Wildtyps S. lincolnensis NRRL 2936 wurde
isoliert (s. Kap. 2.7.1).

kb
<9,0

<40

— - <0,9

Abb. 3-2: Southern Hybridisierung der ImbC-Mutanten. Die Pfeilspitzen markieren die Bandenpositionen
der zu erwartenden, mit der ImbC-Sonde hybridisierenden Fragmente. S. lincolnensis NRRL2936 (1),
ImbC-Einzelcrossover-Mutante (2), ImbC-Doppelcrossover-Mutanten CDC6 (3), CDC17 (4), CDC30
(5) und CDC50 (6).

Nach Sstl-Hydrolyse der chromosomalen DNA wund Agarose-Gelelektrophorese (s.
Kap. 2.7.2) wurde eine Southern Hybridisierung (s. Kap. 2.8.6; Abb. 3-2) durchgefiihrt. Als
Hybridisierundssonde diente das ImbC-Gen, welches als Ndel/BamHI-Fragment aus dem
Plasmid pMHW?22 isoliert wurde. In Abbildung 3-3 ist die Genanordnung in den Genomen
des Wildtyps, der beiden moglichen Einzelcrossover- und der Doppelcrossover-Mutante
sowie die Grofen der hybridisierenden Fragmente dargestellt.

In der Spur mit Wildtyp-DNA hybridisierte wie erwartet nur ein Fragment mit der Gréf3e von
4 kb (vgl. Abb. 3-2, Spur 1). In der chromosomalen DNA der Einzelcrossover-Mutante
S. lincolnensis CSC1 ergaben sich wegen der Genverdopplung durch Integration des
gesamten Suizid-Vektors drei hybridisierende Fragmente mit den Grofen von 0,9, 4,0 und 9,0
kb (vgl. Abb. 3-2, Spur 2). Im Genom der gewiinschten Doppelcrossover-Mutanten
S. lincolnensis CDC6/CDC17/CDC30/CDC50 hybridisierten jeweils zwei Fragmente der
GroBen 0,9 und 4,0 kb (vgl. Abb. 3-2, Spuren 3-6) mit der radioaktiv-markierten ImbC-DNA-
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Sonde.

Die Analyse durch Southern-Hybridisierung zeigte, dass der Genotyp aller getesteten Mutan-

— SstI

|- EcoRI

|— Eco47111
YL g1

A

Chrom. DNA von
S. lincolnensis NRRL 2936

T 40kb 0,9 kb
Doppelcrossover LU = >
A B1B2 C° cC‘D
3 3 8 & 3
J L J |
o >
Einzelcrossover (Typ I)
A B1B2 C° Cc‘D* Bl B2 C D
\ J L
< > < > “—>
4,0 kb 9,0 kb 0,9 kb
Einzelerossover (Typ II) DDDCD—(ElDEX M >
A Bl B2 Cc Df Bl1 B2 Cf C*

Abb. 3-3: Einfuhrung der Qaac-Kassette in das Gen ImbC durch homologe Rekombination. Schematische
Darstellung der Genanordnung des Wildtyps S. lincolnensis NRRL 2936, des gewiinschten
Doppelcrossover-Ereignisses und der beiden moglichen Einzelcrossover-Ereignisse, die durch
homologe Rekombination mit pMHW27 entstehen konnten. Die Imb-Biosynthesegene sind mit
GroBbuchstaben unterhalb gekennzeichnet, wobei Genfragmente durch ein Apostroph markiert
wurden. Die Grolen der Sstl-DNA-Fragmente, die mit einer IMbC-Gensonde hybridisieren sollten,
sind jeweils oberhalb der Genschemata durch Doppelpfeile gekennzeichnet.
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3.1 Ergebnisse

ten dem Phénotyp in Bezug auf das Resistenzverhalten gegeniiber den Selektionsmarkern
Apramycin und Thiostrepton entsprach.

Da die Orientierung des Resistenzgens zur Leserichtung von ImbC durch Restriktionsanalyse
bekannt war, und es unerheblich war, welche Variante der Einzelcrossover-Mutante vorlag,

wurde darauf verzichtet, die Mutanten weitergehend genetisch zu charakterisieren.

3.1.3 Biochemische Charakterisierung der ImbC-Knock-out-Mutante

Um die Produktion von Lin A zu untersuchen, wurde ein Bioassay mit Lin A-sensitiven
Micrococcus luteus durchgefiihrt (s. Kap. 2.6.1). Dazu wurden die Mutanten S. lincolnensis
CSC1/CDC6/CDC17/CDC30/CDC50 sowie der Wildtyp auf SPMR-Agar bis zur sichtbaren
Sporulation angezogen und Agar-Blocke der verschiedenen Kulturen wurden anschlieBend
auf Akkumulation von Lin A iiberpriift.

Im Bioassay wurde das nach der Hybridisierung erwartete Ergebnis hinsichtlich der Lin A-
Produktion bestétigt. Bei allen vier Doppelcrossover-Mutanten konnte keine Antibiotika-
Produktion mehr nachgewiesen werden (Abb. 3-4). Die Agarblocke aus den Plattenkulturen
der Einzelcrossover-Mutante S. lincolnensis CSC1 und der Wildtyp-Kontrolle verursachten
vergleichbar grofe Hemmhofe im M. luteus-Bakterienrasen, die den fiir Lin A
charakteristischen, weichen Randverlauf aufwiesen. Da in der Einzelcrossover-Mutante das
ImbC-Gen neben der durch die Q-Kassette unterbrochenen Form zusitzlich als intaktes Gen
mit eigenem Promotor vorlag (Abb. 3-3), war auch eine dem Wildtyp vergleichbare Lin A-
Produktion zu erwarten gewesen.

Um sicherzustellen, dass der Hemmhof im M. luteus-Bakterienrasen durch Lin A
hervorgerufen wurde, wurde zusitzlich eine Bioautographie (s. Kap. 2.6.2) durchgefiihrt. Auf
dem mit dem Indikatorstamm {iberschichteten Papierchromatogramm zeigten sich nur in den
Spuren mit den Extrakten aus dem Wildtyp und der Einzelcrossover-Mutante ein Hemmhof
im Bakterienrasen, der den gleichen RgeWert von ca. 0,85 aufwies wie die Lin A-
Reinsubstanz. In den Spuren mit den Extrakten aus den Kulturen der Doppelcrossover-
Mutanten lie3 sich keine Substanz nachweisen, die das Wachstum des Indikatorstamms
inhibiert oder verlangsamt hétte (ohne Abb.). Die Bioautographie bestitigte somit die
Ergebnisse des Bioassays. Das lie3 den Schluf} zu, dass das ImbC-Genprodukt essentiel fiir
die Biosynthese von Lin A in S. lincolnensis ist.

Da in den ImbC-Knock-out-Mutanten kein Lin A mehr produziert und dem Genprodukt eine

Beteiligung an der Kondensation als adenylylierendes Enzym zugeschrieben wurde, wurde

53



3.1 Ergebnisse

untersucht, ob sich nicht aus den Kulturiiberstinden der Mutanten die vermeintlichen Edukte
der Kondensationsreaktion nachweisen liel. Aus Arbeiten von Hausknecht und Wolf (1986)
war bekannt, dass MTL die Zellmembran nur sehr schlecht passieren kann. Unter Standard-
Fermentationsbedingungen wurde MTL erst bei einer Konzentration von 1 mg-ml'1
nachweislich in die Zellen aufgenommen, was durch Anreicherung von NDL im
Kulturiiberstand einer MTL'-S. lincolnensis-Mutante bewiesen worden war.

Daher wurde angenommen, dass PPL als zweites postuliertes Edukt der Kondensation im
Kulturiiberstand nachgewiesen werden kann. Die aus den Kulturiiberstinden erhaltenen
Extrakte wurden mit Hilfe von Diinnschicht-Chromatographie (s. Kap. 2.8.1) aufgetrennt und
durch Bespriihen mit Ninhydrin-Spriithreagenz wurde versucht, PPL anhand seiner
charaktristischen Rosafdrbung nachzuweisen (Witz et al., 1971). Doch aus den dem
Kulturmedium der ImbC-Mutanten, die fir 5d unter Standardbedingungen in SPMR-
Flissigmedium angezogen wurden, liel sich keine Substanz isolieren, welche einen mit der
PPL-Reinsubstanz vergleichbaren Retentionswert und die charakteristische Rosa-Farbung auf

dem Diinnschicht-Chromatogramm gezeigt hitte.

Abb. 3-4: Bioassay zum Nachweis der Lin A-Produktion. Untersucht wurden S. lincolnensis NRRL 2936
(WT), die ImbC-Doppelcrossover-Mutanten CDC6/CDC17/CDC30/CDC50 und die Einzelcrossover-
Mutante CSC1.

Es wurde darauthin versucht PPL ebenfalls aus dem Agar der Mutanten-Kulturen zu isolieren,
da schon das Lin A-Endprodukt, um es in Bioassays nachzuweisen, reproduzierbar nur aus
Agarkulturen isoliert werden konnte. Auf den entwickelten Diinnschicht-Chromatogrammen
der Agar-Extrakte der ImbC-Mutantenkulturen waren im Vergleich zu den Extrakten aus

Fliissigkulturen deutlich weniger Substanzen mit Ninhydrin nachweisbar. PPL lieB sich nicht
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in den Extrakten der ImbC-Knock-out-Mutanten identifizieren.

3.1.4 Komplementation der ImbC-Knock-out-Mutante

Die ImbC-Knock-out-Mutante S. lincolnensis CDC6 konnte nicht iiber Fiitterungsversuche
getestet werden, da das Produkt der inaktivierten Biosynthesereaktion, NDL, selbst bereits
antibiotische Aktivitit besitzt. Daher wurde die Mutante iiber trans-Komplementation mit
dem expressionsfahigen IMbC-Gen auf einem Plasmid getestet. Die Ergebnisse der
Komplementationsexperimente sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst.

Das ImbC-Gen wurde in die Streptomyceten-Vektoren plJ4123 (redD-Dreivat von plJ6021)
und pUWL201 kloniert, wodurch die Plasmide pMHW28 respektive pMHW29 entstanden.
Als Negativkontrollen dienten die Stamme S. lincolnensis CDC6/p1J6021 bzw. pUWL201.
Bei den Komplementationsversuchen stand ImbC im Plasmid pMHW?28 unter der Kontrolle
des Thiostrepton-induzierbaren Pypa-Promotors aus S. lividans (Takano et al., 1995) und im
Plasmid pMHW?29 unter der Kontrolle des konstitutiven Perme=-Promotors (Bibb et al., 1985).
In beiden Féllen konnte die ImbC-Doppelcrossover-Mutante auf DNA-Ebene komplementiert
werden, was durch Bioautographie nachgewiesen wurde (Abb. 3-5).

In den Spuren der Extrakte aus den Kulturen S. lincolnensis CDC6/pMHW28 und pMHW29
bildete sich im dariiber liegenden M. luteus DN218-Bakterienrasen jeweils ein Hemmbhof, der
sich in Abbildung 3-5 als dunkler Schatten zeigt. Der Retentionswert der antibiotisch
wirkenden Substanz war vergleichbar mit dem der Lin A-Reinsubstanz. Aus einer Kultur des
Wildtyp-Produzenten, die als Positivkontrolle diente, konnte aus dem Agar ca. 40 mg:1”
Lin A extrahiert werden. Aus dem Agar der Kulturen von S. lincolnensis CDC6/pMHW28
bzw. pMHW29 lielen sich vergleichsweise geringe Lin A-Mengen isolieren, die bei jeweils
ca. 1 mgl" lagen. Fiir die Bioautographie wurden die jeweiligen Lincomycin-Mengen so
eingestellt, dass nach Uberschichten mit M. luteus DN218 vergleichbar groBe Hemmhofe von
ca. 2 cm Durchmesser entstanden. In den Kontrollstimmen mit den Vektorplasmiden plJ6021
und pUWL201 war keine Produktion von Lin A nachzuweisen (Tab. 3-2).

Aus der ImbJ-Mutante S. lincolnensis JM11.3 (Stiihler, 1999) wurde NDL entsprechend
extrahiert, welches einen etwas geringeren Retentionswert besall und eine deutlich geringere
biologische Aktivitdt als Lin A zeigte. Das NDL sollte in spdteren in vitro

Kondensationsversuchen als Positivkontrolle dienen.
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WT

CDG6
+plJ6021

+pUWL20

Abb. 3-5: Bioautographie der Extrakte aus den Komplementationsexperimenten der ImbC-Mutante
S. lincolnensis CDC6.

Insbesondere konnte mit der Bioautographie gezeigt werden, dass die Komplementation der
ImbC-Mutante durch das fiir das His-tag-LmbC Fusionsprotein kodierende Plasmid pMHW28
die Lin A-Produktion wiederhergestellte. Die Funktion von LmbC wurde somit durch die N-

terminale His-tag-Fusion nicht eingeschrénkt.

Tab. 3-2: Qualitative Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung hinsichtlich der Lin A-
Produktion in verschiedenen S. lincolnensis-Stimmen mit und ohne Plasmid.

Stamm S. lincolnensis CDC6 S. lincolnensis NRRL 2936
Plasmid ohne plJ6021 pUWL201 pMHW28 pMHW29 ohne
Lin A — — — + + ++

(-): keine Lin A-Produktion nachweisbar, (+): < 10 mg Lin A I'' Medium, (++): < 100 mg Lin A I'' Medium;
Werte oberhalb von 100 mg Lin A "' Medium wurden in keinem Fall erreicht.
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3.2 Heterologe Expression des Gens ImbC

Die Uberproduktion und Anreicherung von 18slichem und aktivem LmbC-Protein war von
besonderem Interesse, da die Aktivierung der Aminosdureuntereinheit als Aminoacyladenylat
den Initiationsschritt der Kondensationsreaktion zu NDL, der direkten Vorstufe des Lin A,

darstellen sollte (vgl. Abb.1-5).

3.2.1 Heterologe Expression des Gens ImbC in E. coli BL21(DE3)pLysS

Das Gen ImbC wurde mittels PCR aus genomischer DNA des Wildtyp-Lin A-Produzenten, S.
lincolnensis NRRL 2936, mit dem Primerpaar (MH11/MH12; vgl. Tab. 2-3) amplifiziert.
Durch den Primer MHI11 wurde am Translationsstartpunkt eine Ndel- und 120 bp
stromabwiérts des Stoppkodons eine BamHI-Schnittstelle mit Hilfe des Primers MH12 neu
eingefiihrt. Das so erhaltene 1,6 kb DNA-Fragment wurde in einen mit Hincll behandelten
pUCI18-Vektor ligiert, was zum rekombinanten Plasmid pMHW?22 fiihrte, und durch DNA-
Sequenzierung iiberpriift.

Zur heterologen Expression in einem E. coli-Wirtssystem wurde ImbC als Ndel/BamHI-
Fragment in die Ndel/BamHI-hydrolysierten Vektoren pET11a (pMHW23) bzw. pET16b
(PMHW24) kloniert.

Nach Transformation der Plasmide pMHW23 und pMHW24 in den Expressionsstamm E. coli
BL21(DE3)pLysS wurden die Zellen in LB-Medium unter Standardbedingungen kultiviert (s.
Kap. 2.13.1). Die Produktion von LmbC wurde durch Zugabe von IPTG induziert. Die
Gesamtzellextrakte sowie die zellfreien S30-Extrakte (s. Kap. 2.14) wurden anschlieBend mit
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) auf Uberproduktion und Loslichkeit der
Proteine LmbC bzw. His-tag-LmbC untersucht (s. Kap. 2.10). Die erwarteten Proteinbanden
von 53kDa (LmbC) bzw. 55,5kDa (His-tag-LmbC) konnten weder in den
Gesamtzellextrakten noch den 16slichen Fraktionen oder im Sediment nach Zellaufschluss
nachgewiesen werden. Die Reduktion der IPTG-Konzentration von 1 mM auf 0,4 mM bzw.
der Wechsel zum E. coli IM109(DE3) Expressionsstamm fiihrten ebenfalls nicht zu einer
sichtbaren Proteinproduktion. Erst durch die Zugabe von Betain und Sorbitol (Chen et al.,
1999) konnte sowohl das native LmbC als auch das His-tag-LmbC Fusionsprotein in den

16slichen Fraktionen der Zellaufschliisse nachgewiesen werden (Abb. 3-6 A).
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Abb. 3-6: Heterologe Produktion von LmbC in E. coli BL21(DE3)pLysS. (A): SDS-PAGE Analyse der
Gesamtzellextrakte (Spur 1-4) der E. coli-Expressionsstimme mit den Plasmiden pET11a (1), pET16b
(2), pMHW23 (3), pMHW24 (4). Zellfreie Extrakte wurden in Spur 5 (pMHW23) und Spur 6
(PMHW24) aufgetragen. Das SDS-PAA Gel (12.5%iges Trenngel) nach Laemmli wurde Coomassie-
gefarbt und es wurden ca. 40 g Protein je Spur aufgetragen. Die Pfeilspitzen markieren das His-tag
Fusionsprotein im Gesamtzellextrakt sowie in der 16slichen Fraktion. (B): 12.5% SDS-PAA Gel nach
Laemmli mit den zellfreien Extrakten (ca. 35 pg Protein je Spur) der Klone E. coli BL21(DE3)pLysS
pMHW23 (Spur 2 und 3) und pMHW24 (Spur 1 und 4) vor Induktion mit IPTG (Spur 1 und 2) und
zum Zeitpunkt der Zellernte (Spur 3 und 4). Die rekombinanten E. coli wurden bei 28°C in LB-
Medium mit Betain und Sorbitol kultiviert. Die Pfeilspitzen markieren die Banden mit LmbC und His-
tag-LmbC.

Wie ebenfalls aus Abbildung 3-6 A ersichtlich wird, war sowohl das native als auch das His-
tag-LmbC nur teilweise 16slich. Von den Banden der beiden iiberproduzierten Proteine mit
den Molekulargewichten von ca. 53 kDa und 55,5 kDa, die in den Gesamtzellextrakten als
deutlich iiberproduziert zu erkennen waren, konnte lediglich ein Bruchteil nach Zellaufschluss
in den 18slichen Uberstinden nachgewiesen werden. Der Anteil an 18slichem Protein konnte

bei einer Anzucht-Temperatur von 28°C jedoch deutlich erhoht werden (Abb. 3-6 B).

3.2.2. Anreicherung von His-tag-LmbC aus E. coli BL21(DE3)pLysS

Aus den Komplementationsexperimenten war bereits bekannt, dass die Lin A-Biosynthese in
der ImbC-Mutante erfolgreich durch Plasmid-kodiertes His-tag-LmbC wiederhergestellt
werden konnte, so dass fiir die in vitro Enzymassays angereichertes His-tag-Fusionsprotein

herangezogen werden sollte.
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Das His-tag-LmbC wurde aus den Rohextrakten von E. coli BL21(DE3)pLysS/pMHW24-
Zellen im ,Batch“-Verfahren durch Affinititschromatographie an Ni*-NTA Agarose
angereichert (s. Kap. 2.15). Die Elution erfolgte unter Verwendung eines Stufengradienten.
Nach Waschen der mit Protein beladenen Ni*-NTA Agarose mit 20 mm Imidazol im
Elutionspuffer wurden Fraktionen mit 45 mM, 140 mM, 250 mM und 500 mM Imidazol
gesammelt. Auf dem SDS-PAA Gel mit den Fraktionen der Anreicherung des His-tag-LmbC
war zu erkennen (Abb. 3-7), dass in der Fraktion, die mit 140 mM Imidazol im Elutionspuffer
von der Ni*’-NTA Agarose elutiert werden konnte, noch eine deutliche Verunreinigung durch

ein Protein der ungefahren Molekiilmasse von 24 kDa vorlag.

mM Imidazol

M 45 140 250
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Abb. 3-7: SDS-PAGE ausgewihlter Fraktionen der Ni**-Affinititschromatographie zur Anreicherung von His-
tag-LmbC. Die Pfeilspitzen markieren die Bande des His-tag Fusionsproteins.

In der Fraktion mit 250 mM Imidazol im Elutionspuffer war die Verunreinigung im
Coomassie-gefarbten SDS-PAA Gel nicht mehr sichtbar, sie wurde komplett im
vorangehenden Elutionsschritt entfernt, und es war nur noch die Bande des putativen His-tag-
LmbC-Fusionsproteins mit dem ungefahren Molekulargewicht von 55,5 kDa sichtbar. In der
Fraktion mit 500 mM Imidazol konnte schlieflich kein Protein mehr nachgewiesen werden

(nicht abgebildet).
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3.3 Nachweis der LmbC-katalysierten Enzymaktivitat

Die substratabhdngige ATP/PP;-Austauschreaktion (Lee und Lipmann, 1975) sollte als
Standardmethode zum Nachweis adenylylierender Enzyme angewendet werden, um die
Aktivitdt von LmbC als ATP-abhidngiges Enzym zu charakterisieren (s. Kap 2.15.1).

Der Enzymtest beruht dabei darauf, dass die Aktivierung als Aminoacyladenylat eine
reversible Reaktion darstellt. Durch Einsatz von radioaktiv-markiertem Pyrophosphat konnte
sich durch die Riickreaktion der Adenylylierung von PPL die radioaktive Markierung im ATP
anreichern und war somit ein Mal} der Substratmenge, die zuvor in der Hinreaktion aktiviert

worden war (Abb. 3-8).

0 o)

H J ATP  pp; H
N W k U N \\\\\Jk
OH ﬁ BNV
*

Abb. 3-8: Mechanismus der LmbC-katalysierten Aktivierung von PPL als Aminoacyladenylat. Das
Symbol (*) zeigt die mit [**P] radioaktiv markierten Substanzen an.

Da die Gesamtradioaktivitit der Stoffmenge an nicht-radioaktivem Pyrophosphat je Ansatz
proportional war, konnte aus gemessener Radioaktivitit die Stoffmenge an
Aminoacyladenylat berechnet werden. Die Stoffmenge des radioaktiv-markierten
Pyrophosphats wurde bei der Berechnung der Stoffmengen nicht beriicksichtigt, da sie im

Vergleich zum nicht radioaktiv-markierten Pyrophosphat vernachlédssigbar gering war.
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3.3.1 Qualitativer Nachweis der durch His-tag-LmbC-katalysierten
ATP/PP;-Austauschreaktion in Abhangigkeit von trans-4-n-Propyl-L-
prolin, L-DOPA und L-Tyrosin

Um den storenden Einfluss ATP-verbrauchender Fremdaktivititen, vor allem ATP-
hydrolysierender Enzyme, moglichst weitgehend zu unterdriicken, wurden die Tests mit
angereichertem His-tag-LmbC (s. Kap. 3.2.2) durchgefiihrt. Die ATP/PP;-Austauschreaktion
wurde wie in Kapitel 2.15.1 beschrieben durchgefiihrt und nach 15 min durch Zugabe von
Perchlorsdure und einem Uberschuss nicht-radioaktiven Tetranatriumpyrophosphats
abgestoppt.

Von den 1,26x10° cpm Gesamtradioaktivitit, die in Form von [**P]-Tetranatrium-
pyrophosphat im Testansatz mit 1 mM PPL eingesetzt wurden, konnten nach Abstoppen der
Reaktion 9,1x10* cpm (72% der Gesamtradioaktivitit) als [**P]-ATP an Aktivkohle gebunden
nachgewiesen werden. Bei Vergleichstestansdtzen ohne PPL beziehungsweise ohne ATP
blieben lediglich 526 cpm respektive 431 cpm in Form von unspezifisch-gebundenem [**P]-
Tetranatriumpyrophosphat an der Aktivkohle gebunden. Dass L-Tyrosin und L-DOPA durch
His-tag-LmbC adenylyliert wurden, konnte nicht nachgewiesen werden, da sich keine
wesentlichen Unterschiede in den Radioaktivititsmengen bestimmen lieBen, unabhédngig
davon, ob der Test mit oder ohne Substrat durchgefiihrt wurde (Tab. 3-1).

Damit konnte in einer ersten Charakterisierung LmbC als ein PPL-adenylylierendes Enzym
bestétigt werden. Hingegen konnten die Metabolite der PPL-Biosynthese L-Tyrosin und L-
DOPA als Substrate ausgeschlossen werden, da sie keinen ATP/PP;-Austausch zeigten.

3.3.2 Qualitativer Nachweis der His-tag-LmbC-katalysierten ATP/PP;-
Austauschreaktion in Abhangigkeit verschiedener Aminosauren mit
ringhaltigen und offenkettigen Seitengruppen

Nachdem His-tag-LmbC als ein PPL-AMP synthetisierendes Enzym identifiziert worden war,
wurden zur Aufkldrung des Substratspektrums weitere strukturverwandte Substanzen
(Abb. 3-9) im ATP/PP;-Austauschassay getestet. Durch die Auswahl der Aminosduren sollte
analysiert werden, welche Strukturelemente fiir eine in vitro Adenylylierung notwendig sind.

Fir den qualitativen Nachweis der Aminoacyl-AMP-Bildung wurden die verschiedenen
Substrate (vgl. Abb. 3-9) in einer Konzentration von 1 mM 15 min bei 28°C in Gegenwart von

His-tag-LmbC und ca. 1,3x10° cpm [**P]-Tetranatriumpyrophosphat inkubiert.
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Tab. 3-1: Absolute Radioaktivititsmengen der Aminosdure-abhidngigen ATP/PP;-Austausch-

reaktion.

Substrat" Ansatz mit Substrat ~ Ansatz ohne Substrat Relat. Umsatz

[*?P]-ATP [cpm]® [**P]-ATP [cpm]? (%)
L-Propylprolin (PPL) 91206 526 100”
L-Prolin 1176 355 0,9
trans-4-Hydroxy-L-prolin 704 361 0,4
N-Methyl-L-leucin 536 306 0,3
L-Pipecolinsdure 478 384 0,1
L-Acetidincarbonséure 508 466 0
Sarcosin 324 357 0
N-Methyl-L-valin 365 402 0
N-Methyl-L-isoleucin 388 426 0
L-Tyrosin 429 399 0
L-DOPA 502 489 0

" Die Substratkonzentration im Testansatz betrug jeweils 1 mm.

Y Radioaktivitit, die an Aktivkohle adsorbiert wurde. Die Messwerte wurden als Mittelwert aus drei
unterschiedlichen Testansdtzen berechnet.

?) Der relative Umsatz wurde fiir PPL mit 100% festgelegt.

Lediglich bei den Substanzen L-Prolin, trans-4-Hydroxy-L-prolin und N-Methyl-L-leucin
konnte eine hdhere Radioaktivititsmenge im Vergleich zum Kontrollansatz ohne Substrat
nachgewiesen werden (Tab. 3-1). Von den vier Substraten, PPL, L-Prolin, trans-4-Hydroxy-L-
prolin und N-Methyl-L-leucin, bei denen eine Substratabhingigkeit in der ATP/PP;-
Austauschreaktion nachgewiesen werden konnte, wurden jeweils kinetische Messungen bei

unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt.

3.3.3 Enzymkinetik und Substratspezifitat von His-tag-LmbC

Um die Substratspezifitit von His-tag-LmbC in vitro zu untersuchen, wurden die
Reaktionsgeschwindigkeiten in Abhéngigkeit verschiedener, geeigneter Substratkonzen-
trationen bestimmt.

Da bereits festgestellt wurde, dass die Umsatzraten mit PPL als Substrat um ein Vielfaches
hoher lagen als bei den anderen Aminoséduren (s. Kap. 3.3.2), wurde die Substratkonzentration
bei PPL in den Grenzen von 5 bis 100 pM variiert, wohingegen die Reaktionsge-
schwindigkeiten bei L-Prolin, Hydroxy-L-prolin und N-Methyl-L-leucin zwischen 1 und

10 mM bestimmt wurden.
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Abb. 3-9:  Strukturen der Aminoséduren, deren substratabhéngiger ATP/PPi-Austausch katalysiert durch His-
tag-LmbC untersucht wurde. Bei allen Substanzen handelte es sich um L- Aminoséuren. Die von der
Struktur des PPL abweichenden Strukturmerkmale sind grau gezeichnet.

Bei Betrachtung der Umsatzraten fiel auf, dass beim Substrat PPL schon in der geringsten
untersuchten Konzentration von 5 UM die Umsatzrate iiber den Zeitraum von 15 min nicht
linear zeitabhéngig verlief (Abb. 3-10). Da die Umsatzrate bei einer PPL-Konzentration von
100 pM zumindest iiber die ersten drei Minuten linear zeitabhingig verlief, wurden fiir alle
vier untersuchten PPL-Konzentrationen nur die ersten drei Minuten der kinetischen
Messungen beriicksichtigt. In einer separaten Probe wurde die gesamte im Assay eingesetzte
Radioaktivitdt mit 135000 cpm bestimmt, die einer Stoffmenge von 10 nmol Pyrophosphat
entsprach. Aus den gemessenen cpm-Werten konnten daher die Konzentrationen des
gebildeten Aminoacyladenylats und dessen jeweilige Bildungsgeschwindigkeit berechnet
werden (Tab. 3-2). Eine Vergleichsprobe ohne Substrat diente dazu die gemessenen
Radioaktivititswerte um den Wert zu bereinigen, der durch unspezifisch gebundenes [**P]-

Pyrophosphat verursacht wurde.
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100 1 —— ohne Substrat
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Abb. 3-10: His-tag-LmbC katalysierte Anreicherung von [**P] in ATP in Gegenwart von PPL als Substrat
in Abhéngigkeit von der Zeit und der Substratkonzentration. Im Inset sind die Symbole der
jeweiligen Messreihen mit den dazugehorigen Substratkonzentrationen aufgefiihrt.

Tab. 3-2: Zusammenfassung der fiir die Berechnung kinetischer Daten (Ky;, Vimax und ke,;) von PPL
als Substrat notwendigen Messdaten und den daraus berechneten Werten fiir 1/[S], V und

V.
[S] (PPL) 1/[S] [**P]-ATP" v W
[mM] [mM™'] [cpm] [nmol-min™'] [nmolmin]

0,005 200 19297 0,476 2,10

0,010 100 27742 0,687 1,46

0,050 20 33138 0,820 1,22

0,100 10 39952 0,987 1,01

Dgemessene Radioaktivitit nach 3 min Inkubationsdauer.

Bei der doppelt-reziproken Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die
Substratkonzentration nach Lineweaver-Burk (Abb. 3-11) wurde fiir die in Tabelle 3-2
aufgefiihrten Werte die Geradengleichung:

1 5.27x107 min% +1.01 nmol™ min
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0.984 berechnet. Aus dem Achsenabschnitt
berechnete sich daraus die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vy,.x von 9.87 nmol-min’.
Der Durchtritt der Gerade durch die x-Achse wurde mit —192 mm bestimmt, was dem

negativen, reziproken Betrag des Ky-Werts von 5.2 UM entsprach. Die Proteinkonzentration
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3.3 Ergebnisse

wurde nach Bradford mit 85 pg'ml™ bestimmt, so dass die Konzentration an His-tag-LmbC
152 pmol im Testansatz betrug. Aus der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit konnte der
Wert fur k.,: berechnet werden.

Da von analogen Enzymen bekannt ist, dass nur ein aktives Zentrum vorhanden ist, ergab sich
ein ke,-Wert von 65 min!. Dies entsprach einem Substratumsatz bei halber maximaler
Substratsdttigung von je einem PPL-Molekiil pro Enzymmolekiil und Sekunde unter der

Voraussetzung, dass alle His-tag-LmbC-Molekiile aktiv waren.
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Abb. 3-11: Lineweaver-Burk Auftragung der ATP/PP;-Austauschreaktion in Abhangigkeit von PPL als
Substrat.

Bei L-Prolin war der Umsatz nur fiir 1 und 2 mM iiber die 15 min Inkubationsdauer linear
zeitabhéngig, jedoch nicht fiir die Konzentrationen von 5 und 10 mM (Abb. 3-12). Daher
wurden auch bei Prolin nur die Werte der ersten drei Minuten fiir die Berechnung der
Reaktionsgeschwindigkeiten herangezogen. Bei diesen Assays wurde eine Gesamt-
Radioaktivititsmenge von 119500 cpm pro Assay eingesetzt. Nach drei Minuten Inkubation

wurden die in Tabelle 3-3 aufgefiihrten cpm-Werte fiir [**P]-ATP gemessen.
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Tab. 3-3: Zusammenfassung der fiir die Berechnung kinetischer Daten (Ky, Viax und k) fur
verschiedene Konzentrationen L-Prolin bestimmten Messwerte und den daraus berechneten

Werten fur 1/[S], V und 1/V.

[S] (Prolin) 1/[S] [**P]-ATP" v W
[mM] [mm™] [cpm] [nmol-min™'] [nmol™min]

1 1,0 2578 0,072 13,9

2 0,5 4222 0,118 8,47

0,2 9073 0,253 3,95

10 0,1 12513 0,350 2,86

Dgemessene Radioaktivitit nach 3 min Inkubationsdauer.

45 -
- ohne Substrat
40 4 @ 1 mM Prolin
A 2 mM Prolin
S 359 & 5mM Prolin
— .
%< 30 - B 10 mM Prolin
£ 254
L,
o 20 4
<
a 15 1
&
10 1
5 -
0 L] L] 1
0 5 . 10 . 15 20
Zeit t [min]

Abb. 3-12: His-tag-LmbC katalysierte Anreicherung von [¥P] in ATP in Gegenwart von L-Prolin als
Substrat in Abhéngigkeit von der Zeit und der Substratkonzentration. Im Inset sind die
Symbole der jeweiligen Messreihen mit den dazugehdrigen Substratkonzentrationen aufgefiihrt.

Aus der Lineveaver-Burk-Auftragung (Abb. 3-13) wurde fiir die in Tabelle 3.3 aufgefiihrten

Werte die Geradengleichung:

i =124 min% +1.73 nmol™ min

V
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0.997 berechnet. Daraus berechnete sich die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vy.x von 5.84x107! nmol-min'l, ein Ky-Wert von

7.3 mM und die Wechselzahl k., fiir die Adenylierung von L-Prolin von 3.84 min" bei
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3.3 Ergebnisse

maximaler Substratsittigung. Vorausgesetzt, dass alle His-tag-LmbC-Molekiile im Assay
aktiv waren, entsprach dies der Bildung von einem L-Prolin-AMP alle 16 Sekunden je

Enzymmolekiil.

[ —_ —_
[oe] (e o N
1 1 1 ]

v [nmol‘lmin]
*

(@)}
1

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Abb. 3-13: Lineweaver-Burk Auftragung der ATP/PP;-Austauschreaktion in Abhangigkeit von L-Prolin
als Substrat.

Fiir Hydroxy-L-prolin war auch bei der hochsten getesteten Substratkonzentration von 10 mm
der Verlauf der Umsatzrate iiber den gesamten Zeitraum linear zeitabhingig, so dass die
Reaktionsgeschwindigkeit aus dem Substratumsatz nach 15 min ermittelt werden konnte
(Abb. 3-14).

Nachdem die Reaktionsgeschwindigkeiten der Aminoacyl-AMP-Bildung fiir das Substrat
trans-4-Hydroxy-L-prolin, wie in Tabelle 3-4 zusammengefasst, bestimmt wurden, konnten
die kinetischen Werte berechnet werden. Aus der Lineweaver-Burk-Auftragung (Abb. 3-15)
mit der Geradengleichung:

1 52.97 min% +6.26 nmol™ min

\

und einem Korrelationskoeffizienten von 0.998 berechneten sich die Werte Ky, Vinax und Keat
mit 8,5 mM, 1,60x10" nmol'min” respektive 1,02 min. Bei trans-4-Hydroxy-L-prolin war
die Wechselzahl k., verglichen mit derjenigen fiir L-Prolin nochmals geringer. Es wurde nur

ein einziges Substratmolekiil je Minute zum Hydroxyprolin-Adenylat umgesetzt.
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Tab. 3-4: Zusammenfassung der fiir die Berechnung kinetischer Daten (Ky;, Ve und k) fiir die
Adenylylierung von trans-4-Hydroxy-L-prolin notwendigen Messdaten und den daraus
berechneten Werten fiir 1/[S], V und 1/V.

[S] 1/[S] [**P]-ATPV v IV

(Hydroxyprolin) [mm™] [cpm] [nmol-min™'] [nmol™"-min]
[mMm]

1 1,0 3178 1,71x107 58,4

2 0,5 5364 2,89x107 34,6

5 0,2 10868 5,85%10 17,1

10 0,1 18023 9,71x107 10,3

Dgemessene Radioaktivitit nach 15 min Inkubationsdauer.

= ohne Substrat

184 © ! mM Hydroxyprolin
A 2 mM Hydroxyprolin
4 5 mM Hydroxyprolin

B 10 mM Hydroxyprolin

2p_ATP [cpm] x 10°

S

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zeit t [min]

Abb. 3-14: Auftragung der im [**P]-ATP gemessenen Radioaktivitatsmenge mit trans-4-Hydroxy-L-prolin
als Substrat gegen die Inkubationsdauer in Gegenwart von His-tag-LmbC. In der Legende sind
die Symbole der jeweiligen Messreihen mit den dazugehdrigen Substratkonzentrationen aufgefiihrt.

Ein Vergleich der enzymkinetischen Daten der His-tag-LmbC-katalysierten Umsetzung der
drei Substrate ist in Tabelle 3-5 zusammengefasst. Dabei wurde PPL 17- bzw. 64-mal
schneller umgesetzt als L-Prolin respektive 4-Hydroxy-L-prolin. Aus den kinetischen Daten
ergab sich dariiber hinaus, dass fiir PPL die halbe maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei
einer um mehr als drei Grofenordnungen geringeren Substratkonzentration erreicht wurde als

fiir die beiden anderen Aminosduren. Es wurde daher geschlossen, dass PPL das natiirliche
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3.3 Ergebnisse

Substrat von His-tag-LmbC ist. Der k../Ky-Wert lag fiir das Substrat PPL 2.5x 10* fach hoher

im Vergleich zu L-Prolin und sogar 1x10’ fach héher als bei Hydroxy-L-prolin.

70
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Abb. 3-15: Lineweaver-Burk Auftragung fur die ATP/PP;-Austauschreaktion in Abhangigkeit von trans-
4-Hydroxy-L-prolin als Substrat.

Tab. 3-5: Zusammenfassung der kinetische Daten fiir den substratabhingigen ATP/PP;-Austausch
mit PPL, L-Prolin, 4-Hydroxy-L-prolin.

Substrat Vinax K Keat Keat/ K cV

[nmol-min™] [min™] [mint.mm™] [nkat-mg™]
PPL 9,87 5,2 UM 65 12500 19,5
L-Prolin 0,58 7,6 mM 3,84 0,51 1,2
4-Hydroxy-L-prolin 0,16 8,5 mM 1,02 0,12 0,3

Spezifische Aktivitdt C von His-tag-LmbC.

Fiir N-Methyl-L-leucin konnte die Adenylylierungsreaktion katalysiert durch His-tag-LmbC
nicht bestétigt werden, da auch bei der Substratonzentration von 10 mM keine Bildung von

[**P]-ATP nachgewiesen werden konnte.
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3.4 Das Gen ImbN

Vorliegenden Ergebnissen (Peschke et al., 1995 und Arnold, 2000) zufolge, umfasst der
offene Leserahmen ImMbN 828 bp und kodiert fiir ein Polypeptid einer Lénge von 275
Aminoséduren. Der GC-Gehalt iiber den gesamten Leserahmen wurde mit 71,9 % und an der
dritten Position eines jeweiligen Kodons mit durchschnittlich 93,1 % bestimmt, was jeweils
einem typischen Wert fiir Streptomycetengene entsprach. Jedoch nahm nach ca. 250 bp
stromabwirts des Genstarts der GC-Gehalt in der dritten Kodonposition deutlich ab, wie aus
der Abbildung 3-16 zu entnehmen ist. Die Leserasterverschiebung, auf die dieses Phdnomen
hindeutete, wiirde einen vorzeitigen Stopp verursachen, so dass sich ein deutlich verkiirztes

Protein bilden wiirde.

ImbN (828 bp)

-

= = = =
= = = =
e o v =
o~ o0 o] (o)
— — — —

Abb. 3-16: Darstellung des prozentualen GC-Gehalts in der dritten Kodonposition der DNA-Region um den
offenen Leserahmen ImbN (Accession Nummer: X79146, Basenpaare 17500-19000) erstellt mit
FramePlot 2.3.2. (Ishikawa, 1999). Der Pfeil iiber der Grafik zeigt die Linge und Orientierung des
ImbN-Leserahmens an. Die Pfeilspitze in der Grafik markiert die Position (bei ca. 18500) mit
ungewohnlich geringem GC-Gehalt in der dritten Kodonposition.

Weitere Hinweise dafiir, dass es sich bei dem annotierten Leserahmen ImbN;_gs um zwei
separate Gene handeln konnte, stiitzten sich im wesentlichen auf die Beobachtung, dass bei
der heterologen Expression von ImbN durch S. lividans 66 1326/pAAW9.11 ein zweites
Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 23 kDa neben dem erwarteten His-tag-LmbN
(31 kDa) durch Coomassie-Farbung einer SDS-PAGE nachzuweisen war (Arnold, 2000).

In der postulierten Lin A-Biosynthese wurde LmbN aufgrund seiner Aminoséure-

Sequenzhomologie die Funktion einer Zuckerphosphat-Isomerase zugewiesen (vgl. Abb. 1-3).
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Bei BLAST- bzw. FASTA-Sequenzanalysen (Altschul et al., 1990; Pearson und Lipman,
1988) war jedoch aufgefallen, dass LmbN N-terminal deutlich ldnger war als vergleichbare
Enzyme. Die 190 Aminosdurereste des Carboxyterminus wiesen eine signifikante Homologie
zu Phosphoheptose-Isomerasen des GmhA-Typs (Brooke und Valvano, 1996a u.b) auf (Abb.
3-18). Alle Enzyme dieses Typs besitzen das fiir Zuckerphosphat-Isomerasen
charakteristische Motiv (PF013080), welches iiber das Pfam-Doméanen-Suchprogramm
(Bateman et al., 2000) auch in der Sequenz von LmbN identifiziert werden konnte.

Des Weiteren konnte am N-Terminus von LmbN, der somit um ca. 85 Aminosiuren
gegeniiber dem der anderen Isomerasen des GmhA-Typs verldngert war, eine mogliche 4°-
Phosphopantethein (4°-Ppant)-Bindestelle (InterPro-Motiv: IPR003230) lokalisiert werden.
Die Aminosduresequenz der 4‘-Ppant-Bindestelle, wie sie im LmbN vorkommt, war
charakteristisch fiir D-Alanyl-Carrier-Proteine (Dcp) der Lipoteichonsdure-Biosynthese Gram-
positiver Bakterien (Abb. 3-17, vgl. Abb. 3-18) und unterschied sich geringfiigig von der aus
Acyl- (ACP), Aryl-(ArCP) oder Peptidyl-Carrierproteinen (PCP) des Primér- bzw.

Sekundirmetabolismus.

Konsensus ACP/PCP: D x FF x, LGG (HD) S (LI
Konsensus Dcp: D x, LF Ex GLL D S x

Abb. 3-17: Vergleich der 4‘-Ppant-Bindestellen von ACPs/PCPs (Marahiel et al., 1997); und Deps (Volkman et
al., 2001). Das Serin (unterstrichen) wird posttranslational mit 4‘-Ppant aus CoA modifiziert.

Ein zusitzlicher Hinweis darauf, dass die Domédne am N-Terminus durch einen separaten
Leserahmen kodiert sein konnte, war dadurch gegeben, dass es sich bei den D-Alanyl-
Carrierproteinen um kleine und vor allem eigenstindige Enzyme der Lidnge von ca. 80
Aminoséureresten handelt.

Es wurde daher {iberpriift, ob es sich bei der urspriinglich als ImbN;_g,s bestimmten Sequenz

tatsdchlich um zwei offene Leserahmen handelte.
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Abb. 3-18: Domanenstruktur von LmbN. Oberhalb der schematischen Darstellung der beiden Doménen von LmbN ist das Alignment der D-Alanyl-Carrierproteine mit den
ersten 79 Aminosduren von LmbN (LmbPCP) abgebildet. Accession Nummern: Q53663, Staphylococcus aureus Dep; Q9X2N6, Staphylococcus xylosus Dep;
Q9S389, Listeria monocytogenes Dcp; S39658, Bacillus subtilis Dcp; 070055, Streptococcus mutans GLG3; Q99ZAS8, Str. pyogenes GLG3; P55153, Lactobacillus
casei Dcp; Q9CG51, Lactobacillus lactis Dep. Die graue Schattierung markiert das konservierte Sequenzmotiv um den Serinrest, an den das 4'-Ppant posttranslational
gebunden wird. Unterhalb ist das Alignment der Phosphoheptose-Isomerasen (EC 5.-.-.-) mit dem C-Terminus von LmbN (aa 80-275) dargestellt. AAL19267,
Salmonella typhimurium GmhA; U70214, E. coli Yafl; CAC92478, Yersinia pestis GmhA; P57814, Pasteurella multocida GmhA; U17295, Haemophilus influenca
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YEYVFSRYVEAVGOKGDVLFG.STSGNSK- - - - - - NI LNAI KAAKEKGVKVI AMT GKDGGQVAG ADVEI RVPHFGYADRI QEI HI KVI HI LMVLI EFEMAKTE
YEYVFSRYVDAVGOKGDVLFG.STSGNSK- - - - - - NI LNAI EAAKTKGVKVI AMT GKDGGKVAGLADVEI RVPHFRYADRI QEI HI KVI HI LMVLI EFEMAKQA
YEYVFSRY| EAVGQTGDVLFG.STSGNSK- - - - - - NVLNAI NI AKEKGVKVI AL TGKDGGQVAGLADVEI RVPHFRYADRTQEI HI KVI HI LMVLI EFEMAKTA
YDYVFSRYVEAVGAKGDVLFG.STSGNSG- - - - - - NI LKAI EAAKAKGVKTI AL TGKDGGKMVAGLADVEI RVPHFGYADRI QEVHI KI | HI 11 QLI EKEMA- - -
. .. . * -k * * . * . - % . * . ke e

* cekk kk k. Kk k- okk

Isn; 087340, Haemophilus ducreyi GmhA ; Q9KPY?2, Vibrio cholerae GmhA.
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3.4 Ergebnisse

3.4.1 Sequenziuberprifung des Gens ImbN

Aufgrund von Sequenzédhnlichkeiten war davon auszugehen, dass das Gen ImbN fiir zwei
funktionell ganz verschiedene und sonst nicht in einem Protein vereinigte Doménen kodierte.
Daher lag nicht auf der Hand, ob der Leserahmen nur aufgrund eines Sequenzierungsfehlers
zu einer nur scheinbar vorhandenen Doménenfusion fiihrte. Der Klon pAAW9.1 wurde
bereits mit Cy5-markierten Primern sequenziert (s. Kap. 2.7.7). Die Sequenzierungsergeb-
nisse zeigten dabei eine Unsicherheit zwischen den Basenpositionen 244 und 245, wo ein
zusitzliches Cytosin nicht auszuschlieBen war (Arnold, 2000). Die durch die zusitzliche Base
hervorgerufene Leserasterverschiebung wiirde dann ein Stoppkodon nach 252 bp generieren.
Die Sequenzierung mit Cy5-markierten Didesoxynucleotiden (s. Kap. 2.7.8) neu isolierter
Klone aus chromosomaler Wildtyp-DNA sollte die Sequenz im Bereich des verringerten GC-
Gehalts in der dritten Kodonposition (vgl. Abb. 3-16) aufkléren.

Es wurden drei voneinander unabhidngige Klone pMHW33.1-3 mit dem Primerpaar
MHS1/MHS2 (vgl. Tab. 2-3) durch Amplifikation chromosomaler DNA von S. lincolnensis
NRRL 2936 erzeugt. Das aus der PCR resultierende 296 bp groBe DNA-Fragment des 5°-
Endes von ImbN wurde mit Hincll-hydrolysiertem pUCI18 ligiert, und drei der erhaltenen
Klone wurden jeweils doppelstriangig sequenziert. Alle untersuchten pMHW33-Klone wiesen
eine identische Sequenz auf, die an der fraglichen Position (zwischen bp 244 u. 245) kein
zusitzliches Cytosin besall, so dass es sich nach dem Ergebnis der Sequenzierung bei

ImbN,_g>5 um einen kontinuierlichen Leserahmen handelte.

3.4.2 Ist LmbN ein bifunktionelles Enzym?

Trotz des Ergebnisses der Sequenzierung musste noch gekliart werden, ob LmbN nicht
posttranslational durch eine Streptomyceten-spezifische Protease zwischen den zwei
Domiénen hydrolysiert wurde. Dazu wurde die Expression des Klons S. lividans 66
1326/pAAW9.11 ndher untersucht. Beim Versuch, His-tag-LmbN heterolog in S. lividans zu
produzieren, kam es zur Produktion eines zweiten, kleineren Polypeptids (ca. 23 kDa), das bei
der Uberproduktion in E. coli Wirtsystemen nicht beobachtet worden war (Arnold, 2000).

Bei den Versuchen, die Produktion der 23 kDa-Komponente zu reproduzieren, wurden die
Anzuchtbedingungen hinsichtlich des Mediums, des Zeitpunkts der Induktion und der
Zellernte variiert. Eine zusétzliche 23 kDa-Proteinbande konnte jedoch in keinem

Expressionsversuch im Vergleich zur Vektor-Kontrolle S. lividans 66 1326/plJ6021

73



3.4 Ergebnisse

nachgewiesen werden.

Stattdessen erbrachte die Uberproduktion von His-tag-LmbN in S. lividans 66
1326/pAAW9.11 nach der Induktion (36 h) eine zusitzliche Bande mit dem erwarteten
Molekulargewicht fiir His-tag-LmbN (31 kDa) im Vergleich zum Extrakt der Vektor-
Kontrolle S. lividans 66 1326/p1J6021 (Abb. 3-19 A; Abb. 3-21/1-4).

Da die Auspragung der putativen Carrierprotein- bzw. Isomerase-Funktion von LmbN nicht
durch Enzymassays bestitigt werden konnte, wurden die Extrakte in einer Affinitéts-
chromatographie an Ni*-NTA Agarose fraktioniert. Die jeweiligen Fraktionen der Elution
wurden einer SDS-PAGE unterzogen und anschlieBend in einer Western-Blot Analyse mit

anti-Penta-His-Antikorpern untersucht, um die Produktion eindeutig nachzuweisen.

A B

M M 1 2 M
kDa [T kDa
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Abb. 3-19: SDS-PAGE zur Uberprifung der Produktion von LmbN in S. lividans u. E.coli. (A)
Coomassie-gefarbtes, 12,5%iges PAA-Gel. Es wurden ca. 40 pg Protein je Spur aufgetragen. (1)
S30-Extrakt S. lividans 66 1326/plJ6021; (2)-(4), S. lividans 66 1326/pAAW9.11 induziert mit
10 pg:1”" Thiostrepton 12, 20 und 36 h nach Inokulation. (B) Coomassie-gefirbtes, 12,5%iges PAA-
Gel. Es wurden ca. 30 pg Protein je Spur aufgetragen. (1) S30-Extrakt E. coli BL21(DE3)pLysS/
pET20a; (2) E.coli BL21(DE3)pLysS/pMHW32; (M) Dalton Mark VII Protein-
Molekulargewichtsmarker.

Die Analyse des Western-Blots (Abb. 3-20 A u. B) =zeigte nur bei Fraktionen des
Uberexpressionsklons S. lividans 66 1326/pAAW9.11 die Anreicherung eines Proteins, die
mit einem Molekulargewicht von 31 kDa dem His-tag-LmbN entsprach und sich mit anti-

Penta-His-Antikorpern nachweisen lieB. Das Protein war zudem stark an die Ni*’-NTA
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3.4 Ergebnisse

Agarose gebunden und konnte erst mit einer Imidazol-Konzentration von 250 mM in der

Pufferlosung eluiert werden.

A 2 M3 4 5 6 7
'i
kDa
66— - ¥
3o | o'
9] =h e ! —
24| - — . 4
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Abb. 3-20: Western-Blot Analyse der Expression von His-tag-LmbN in S. lividans. (A) Die Spuren
enthielten: (1) S30-Extrakt von S. lividans 66 1326/plJ6021, (2) S30-Extrakt von S. lividans 66
1326/pAAWO.11, (3) Fraktion nicht-gebundener Proteine bei 20 mM Imidazol. Fraktion bei 40 mMm
(4), bei 100 mM (5), bei 250 mM (6) und bei 500 mM Imidazol (7) im Elutionspuffer. (M) Dalton
Mark VII Protein-Molekulargewichtsmarker. Die Pfeilspitzen markieren His-tag-LmbN. (B),
Western-Blot der Kontrolle. (1) u. (2) S30-Extrakt, (3)-(7) Fraktion der Ni*-NTA-
Affinitdtschromatographie entsprechend (A) aus S. lividans 66 1326/plJ6021-Extrakten. Die
Pfeilspitzen markieren die gleichen Positionen (in A).
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3.4 Ergebnisse

Aus dem S30-Extrakt des Kontrollstamms S. lividans 66 1326/plJ6021, der ebenso auf die
Ni*"-NTA-Agarose-Siule gegeben und mit denselben Elutionspuffern eluiert wurde, konnte
kein Protein mit dem Molekulargewicht von 31 kDa angereichert werden. (vgl. Abb. 3-20 B).

Die Gelspuren der zellfreien Extrakte aus S. lividans 66 1326/plJ6021 bzw. pAAW9.11 und
die jeweiligen Fraktionen der nicht-gebundenen Proteine der Affinitdtschromatographie
zeigten in der Western-Blot-Analyse ein nahezu identisches Bandenmuster (vgl. Abb. 3-20 A
und B, Spur: 1-3). Bei ca. 19, 25 und 32 kDa waren in allen oben genannten Spuren
dominante Banden zu sehen. In der Spur mit dem S. lividans 66 1326/pAAW?9.11-Extrakt war
die Bande bei 32kDa jedoch etwas intensiver und leicht zu einem geringeren
Molekulargewicht verschoben. Daraus wurde geschlossen, dass das His-tag-LmbN des
verwendeten Klons nur relativ schwach produziert worden war und sich unter der Bande mit
dem Molekulargewicht von 32 kDa verborgen hatte. Das Fusionsprotein lie sich jedoch gut
an Ni*"-NTA-Agarose anreichern.

Die dominanten Banden bei 19, 25 und etwa 32 kDa in den S30-Extrakten und den Fraktionen
der nicht-gebundenen Proteine auf beiden Western-Blots (vgl. Abb. 3-20 A u. B) wurde
offensichtlich durch unspezifische Kreuzreaktion mit den anti-Penta-His-Antikorpern
hervorgerufen, da sie in den Extrakten des Expressionsklons gleichermaB3en zu beobachten
waren wie in denjenigen des Kontrollstamms. Ein weiteres Penta-His-haltiges Polypeptid mit
etwa 11,5 kDa, wie es bei zwei separaten Genen bzw. bei proteolytischer Abspaltung des

Carrierproteins zu erwarten gewesen ware (vgl. Abb. 3-20, Spur 2 u. 3; Abb. 3-21), tauchte

nicht auf.
(1) His-tag-LmbN | 31kDa >
(2) His-tag-LmbPCP + LmbNygs ,,s L 115kDa> | 19 kDa >
3) Proteolysev. His-tag-LmbN | 11,5kDa : 19,5kDa >
4) LmbN { | 31kDa > }
LmbN, .y iirn | 23kDa >

Abb. 3-21: Schematische Darstellung der hypothetischen in einer SDS-PAGE bzw. im Western-Blot
nachweisbaren Proteine. Grau schattierte Polypeptide sind mit anti-Penta-His-Antikorpern
nachweisbar.
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3.4 Ergebnisse

Es erschien daher nach den Ergebnissen der Expressionsversuche als ausgeschlossen, dass das
(PCP-) LmbN-Protein posttranslational gespalten wurde (vgl. Abb. 3-19 A u. Abb. 3-21/3).
Auch die Produktion des frither in Extrakten von S. lividans 66 1326/pAAW9.11
beobachteten Proteins von 23 kDa (Arnold, 2000; vgl. Abb. 3-21/4), welches durch einen
alternativen Genstart erklart worden war, konnte nicht beobachtet werden. Somit sprach alles
dafiir, dass LmbN ein typisches bifunktionelles Fusionsprotein und moglicherweise an zwei
verschiedenen Biosyntheseschritten beteiligt ist.

Die Carrierprotein-Funktion, die zuvor im Biosynthesecluster noch unentdeckt war (Peschke
et al., 1995), sollte daraufhin ndher untersucht werden. Fiir eine Kondensationsreaktion nach
dem postulierten NRPS-dhnlichen Mechanismus (vgl. Abb. 1-5) zwischen PPL und MTL ist
ein solches Ubertrigerprotein (LmbPCP) mit der prosthetischen Gruppe 4°-Ppant zwingend
notwendig.

Da anfianglich noch keine ImbN-Deletions-Mutante vorlag, wurde versucht, diese
Enzymfunktion in in vitro Enzymansétzen nachzuweisen. Zu diesem Zweck sollte das Protein
zum einen in seiner natiirlichen Form (LmbN) und zum anderen nur die putative

Carrierprotein-Domine (LmbPCP) liberproduziert und angereichert werden.

3.4.3 Expression von ImbN

In den vorliegenden Klonen S. lividans 66 1326/pAAW9.11 und E. coli IM109/pAAW9.22
(Arnold, 2000) lag ImbN,_gg bereits isoliert und kloniert vor. Zudem wurde LmbN mit Hilfe
beider Klone bereits heterolog produziert, so dass diese auch fiir die weiteren

Uberproduktionsversuche herangezogen wurden.

3.4.3.1 Expression von ImbN in E. coli

Bei der Produktion von LmbN in E. coli IM109/pAAW9.22 stand ImbN unter der Kontrolle
des Rhamnose-induzierbaren Promotors Prasep. Nachdem die Kulturen unter
Standardbedingungen angezogen wurden, liel sich keine Produktion des nativen LmbN-
Proteins in den zellfreien Extrakten in einer SDS-PAGE nachweisen, worauthin ein Klon
konstruiert wurde, durch den LmbN mit Hilfe des T7-Expressionssystems mit einem C-
terminalen His-tag fusioniert produziert wurde.

Dazu wurde ImbN mit dem Primerpaar MH27/MH30 (vgl. Tab. 2-3) von chromosomaler
Wildtyp-DNA amplifiziert und in einen Ndel/Sstl-hydrolysierten pUCPU21 ligiert, was zum
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3.4 Ergebnisse

Plasmid pMHW31 fiihrte. Das ca. 0,8 kb groBe DNA-Fragment wurde anschlieend in einen
entsprechend vorbereiteten pET20a-Vektor kloniert, wodurch das Plasmid pMHW32
entstand.

Im zellfreien Extrakt des Expressionsklons E.coli BL21(DE3)pLysS/pMHW32, der zur
Produktion von LmbN-His-tag herangezogen wurde, konnte ein Protein mit dem erwarteten
Molekulargewicht von ca. 31 kDa auf einer SDS-PAGE nach Coomassie-Firbung
nachgewiesen werden (Abb. 3-19B). In der Gelspur des zellfreien Extrakts des
Kontrollstamms E. coli BL21(DE3) pLysS/pET20a konnte dieses Protein nicht beobachtet

werden.

3.4.3.2 Expression von ImbN in S. lividans

Wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, konnte mit dem rekombinanten Klon S. lividans 66
1326/pAAWO9.11 16sliches His-tag-LmbN fiir in vitro Enzymtests iiberproduziert und

angereichert werden.

3.4.4 Expression von ImbPCP

Die mdglicherweise fiir die Carrierprotein-Funktion im postulierten Mechanismus der
Kondensationsreaktion verantwortliche Domidne LmbPCP (kodiert durch ImbN;37) sollte
separat von der Zuckerphosphat-Isomerase-Domine heterolog iiberproduziert werden, um die
Funktion in vitro nachzuweisen. Zuerst wurde aus chromosomaler DNA des Wildtyp-Lin A-
Produzenten das Carrierprotein-kodierende Fragment amplifiziert. Das in der PCR
verwendete Primerpaar MH22/MH23 (vgl. Tab. 2-3) generierte eine Ndel-Schnittstelle am
Genstart, und durch die Einfithrung der BclI-Schnittstelle wurde der Leserahmen durch ein
neues Stoppcodon auf 237bp verkiirzt. Das PCR-Produkt wurde mit den
Restriktionsenzymen Ndel und Bcll hydrolysiert und in entsprechend vorbereitete
Vektorplasmide kloniert. Durch Ligation mit dem Vektor pUCPU21 entstand das Plasmid
pMHW41, und mit den Vektoren pET11a und pET16b entstanden die Expressionsplasmide
pMHW42 bzw. pMHW43. Die Sequenz des PCR-Produkts wurde anhand der Sequenzierung
von pMHW41 iiberpriift.

Die Plasmide pMHW42 und pMHW43 wurden zur Produktion der Carrierprotein-Doméne in
E. coli-Wirtsstimme BL21(DE3) und BL21(DE3)pLysS transformiert und jeweils bei

Standardbedingungen angezogen. In beiden E. coli-Wirtsstimmen fiel auf, dass das native
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3.4 Ergebnisse

Protein sehr stark iiberproduziert wurde (Abb. 3-22). Das His-tag-Fusionsprotein hingegen
wurde nur schwach iiberproduziert und konnte im Coomassie-gefairbten PAA-Gel im
Vergleich zur Kontrolle nicht nachgewiesen werden. Es konnte jedoch aus zellfreien
Extrakten von E. coli BL21(DE3)/pMHW43 durch Affinititschromatographie an Ni*'-NTA
Agarose angereichert werden (Abb. 3-24 A-C).

Bei der Positionierung des vorzeitigen Genstopps in den ImbN-Leserahmen wurde die
Sekundérstruktur der Carrier-Doméne im Vergleich zu anderen Carrierproteinen des Dcp-
Typs beriicksichtigt. Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe des PHDsec-Algorithmus (Rost und
Sander, 1993) die Sekundirstruktur der Proteine berechnet. Die Tertidrstruktur des apo-D-
Alanyl-Carrier Proteins aus Lactobacillus casei war von Volkman et al. (2001; PDB-Eintrag:
1DVS5) durch NMR-Experimente aufgeklart worden. Alle D-Alanyl-Carrierproteine, die in
Abbildung 3-23 verglichen wurden, besitzen C-terminal eine dritte bzw. vierte a-Helix, die
sowohl in der Lange als auch in ihrer Position in dieser Enzymfamilie wenig variiert. Das
Stoppkodon wurde dementsprechend so im Leserahmen von ImbN positioniert, dass auch die

o-Helix im verkiirzten Protein (LmbPCP) komplett kodiert wurde.
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Abb. 3-22: SDS-PAGE zur ImbPCP-Expressionskontrolle in E. coli. Coomassie-gefarbtes 10%iges PAA-Gel
(nach Schégger u. von Jagov) Die Spuren enthielten: (1) E. coli BL21(DE3)pLysS/pET11a; (2)/(3)
E.coli BL21(DE3)pLysS/pMHW42; (4)/(5), E.coli BL21(DE3)/pMHW42; (6)/(7), E. coli
BL21(DE3)/pMHW43; (8)/(9), E. coli BL21(DE3)pLysS/pMHW43; (M) Dalton Mark VII Protein-
Molekulargewichtsmarker (Sigma).
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Abb. 3-23: Vergleich der Priméar- und Sekundarstruktur der putativen Carrierprotein-Doméne am N-Terminus von LmbN mit b-Alanyl-Carrierproteinen
aus verschiedenen Gram-positiven Bakterien.
(A) ClustalX- Alignment von (1) LmbPCP mit Dcp-Carrierproteinen aus (2) Staph. aureus ssp.aureus N', (3) Staph. xylosus, (4) B. subtilis, (5) Listeria
monocytogenes, (6) Lactobacillus casei , (7) Streptococcus pyogenes, (8) Str. mutans, (9) Lac. lactis ssp. lactis. (B) Vergleich der Sekundérstrukturen der

Proteine aus Anach PHD sec (Rostu. Sander, 1993). Die schematische Darstellung Sekundarstruktur der Proteine ist am Alignment in A ausgerichtet.
"Die Sekundirstruktur des Dcp-Proteins aus Lac. casei basiert auf NMR-Daten (Volkman etal.,2001).
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Abb. 3-24: SDS-PAGE Analyse der Anreicherung von His-tag-LmbPCP mit Hilfe von Ni*-NTA Agarose aus
E. coli BL21(DE3)pLysS/pMHW43 Kulturen. (A) Coomassie-gefarbtes 12,5%iges SDS-PAA Gel
nach Laemmli. Zellfreie Extrakte von E. coli BL21(DE3)pLysS/pMHW43 (1) und pET16b (2);
Fraktionen der Elution mit: 20 mM (3), 40 mM (4), 100 mM (5), 250 mM (6) und 500 mM (7)
Imidazol im Elutionspuffer. (B) Coomassie-gefarbtes 10%iges SDS-PAA Gel nach Schégger u. von
Jagov. (1)-(7) s. (A). (C) Coomassie-gefarbtes 10%iges SDS-PAA Gel nach Schiagger u. von Jagov.
(1) Angereichertes His-tag-LmbPCP nach Gelfiltration an Sephacryl S-100 HR u. (2) angereichertes
His-tag-LmbC. (M) Dalton Mark VII Protein-Molekulargewichtsmarker. Durch die Pfeilspitzen
werden jeweils die angereicherten Proteine markiert.
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3.4.4.1 Posttranslationale Modifikation von His-tag-LmbN und His-tag-LmbPCP mit
[*H]-4‘-Ppant

Fiir die Funktionsaufklirung war entscheidend zu wissen, ob die Carrierprotein-Doméne in
LmbN/LmbPCP tatsdchlich posttranslational mit 4°‘-Ppant modifiziert werden kann. Nur
durch diese prosthetische Gruppe wire das Protein in der Lage, das als Aminoacyl-AMP-

aktivierte PPL in Form eines Thioesters zu binden.

3',5-ADP

PPTase

apo-LmbN bzw.
apo-LmbPCP.

holo-LmbN bzw.
holo-LmbPCP.

Abb. 3-25: Mechanismus der durch PPTasen katalysierten posttranslationalen Modifikation der apo-Form von
LmbN bzw. LmbPCP zur holo-Form.

Die Konversion der inaktiven apo-Form in die aktive holo-Form wurde in einem Assay mit
[*H]-CoA und den 4‘-Phosphopantethein-Transferasen (PPTasen) AcpS und Sfp (Lambalot et
al., 1996) durchgefiihrt (Abb. 3-25). AcpS (B. subtilis), welches in der Fettsdure-Biosynthese
(Lambalot und Walsh, 1995) ACP-Proteine modifiziert, wurde eingesetzt, da bekannt war,
dass es in der Lage ist, auch D-Alanyl-Carrier-Proteine zu modifizieren. Und das die PCP-
Domaénen der Surfactin-Biosyntheseproteine phosphopantetheinylierende Sfp aus B. subtilis
wurde in den Assays verwendet, weil es die Synthese der holo-Form von Carrierproteinen des
ACP-, ArCP- und PCP-Typs eines sehr breiten Substratspektrums katalysiert (Lambalot et al.,
1996).

In den Enzymansitzen wurde sowohl His-tag-LmbN als auch His-tag-LmbPCP alternativ
eingesetzt. Als Positivkontrolle diente jeweils apo-ACP aus der Fettsdure-Biosynthese von
B. subtilis, welches mit Hilfe beider PPTasen modifiziert werden konnte (Mootz et al., 2001;
Tab. 3-6).

Wurde His-tag-LmbN in Gegenwart von AcpS oder Sfp mit ["H]-CoA inkubiert, so ergab sich
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kein Unterschied in der an Protein gebundenen Radioaktivitit im Vergleich zur
Negativkontrolle, die ohne Zugabe einer PPTase durchgefiihrt wurde. Fiir His-tag-LmbN
konnte somit eine posttranslationale Modifikation durch keine der beiden verwendeten
PPTasen erzielt werden. Die messbare Protein-gebundene Radioaktivitit war unabhdngig
davon, ob dem Testansatz eine PPTase hinzugegeben wurde, und sie konnte auch nicht durch
Erhohung der eingesetzten His-tag-LmbN Enzymmenge gesteigert werden. Bei der
gemessenen Radioaktivitit konnte es sich demnach nur um eine unspezifische Bindung
zwischen ["H]-CoA und His-tag-LmbN gehandelt haben.

Durch Zugabe der PPTase Sfp konnte auch fiir LmbPCP keine Phosphopantetheinylierung
nachgewiesen werden. Mit AcpS jedoch konnte die durch posttranslationale Modifikation von
LmbPCP nachweisbare Radioaktivitdt deutlich iiber den Wert der Negativkontrolle
angehoben werden. Die an LmbPCP gebundene Radioaktivitdt entsprach dabei, relativ zur
eingesetzten Proteinmenge von 50 pmol je Ansatz, ca. 8% der ACP-gebundenen
Radioaktivitdt. Dies gilt unter der Annahme, dass das apo-ACP unter den gewéhlten
Reaktionsbedingungen zu 100% zu holo-ACP modifiziert worden war. Die Ergebnisse der
Szintillationsmessungen sind in Tabelle 3-6 zusammengefasst.

Dieses Ergebnis lieB sich wie folgt interpretieren: Da AcpS auch wihrend der Expression in
E. coli im Cytosol zugegen war, wurde das His-tag-LmbPCP bereits wihrend der Expression
in die holo-Form iiberfiihrt, so dass lediglich ein Bruchteil der eingesetzten Proteinmenge
tiberhaupt in Form von apo-His-tag-LmbPCP vorlag und noch phosphopantetheinyliert

werden konnte.

Tab. 3-6: Absolute, Protein-gebundene Radioaktivitit durch posttranslationale Modifikation mit
[*H]-Ppant katalysiert durch AcpS bzw. Sfp.

Protein + AcpS? (B. subtilis)  + Sfp” (B. subtilis) — PPTase
apo-His-tag-ACP" 94306 dpm 35143 dpm 795 dpm
His-tag-LmbN 929 dpm 743 dpm 1197 dpm
His-tag-LmbPCP 7468 dpm 1460 dpm 1437 dpm

Es wurden jeweils drei Messungen unterschiedlicher Enzymansitze durchgefiihrt. V gereinigtes apo-
His-tag-ACP u. ? His-tag-AcpS (R. Finking). * gereinigtes His-tag-Sfp (M. Mofid)
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3.4 Ergebnisse

3.4.5 Beladung von His-tag-LmbN und His-tag-LmbPCP mit [*H(U)]-PPL

Nachdem aus den Ergebnissen der Experimente zur posttranslationalen Modifikation nicht
auszuschlieen war, dass LmbN und LmbPCP schon wéhrend der Expression vollstindig,
respektive groBtenteils, in die holo-Form tiberfiihrt worden war, sollte die Beteiligung des
Carrierproteins an der Lin A-Biosynthese nachgewiesen werden. Der Beweis der postulierten
Funktion durch Beladen des jeweiligen holo-Enzyms mit [*H]-markiertem PPL erbracht
werden.

Zu diesem Zweck wurden die Experimente parallel sowohl mit den gereinigten Enzymen,
His-tag-LmbC und His-tag-LmbN bzw. His-tag-LmbPCP, als auch mit LmbC-/LmbN-
haltigen Rohextrakten durchgefiihrt. Die gereinigten bzw. angereicherten Enzyme wurden
gemeinsam mit ["H]-PPL und ATP eingesetzt, so dass PPL in situ aktiviert wurde, bevor es

auf das Carrierprotein iibertragen werden konnte (s. Kap. 2.15.3; Abb. 3-26).

AMP

HS * S

AMP

holo-LmbPCP holo-LmbPCP
bzw. holo-LmbN bzw. holo-LmbN

Abb. 3-26: Mechanismus der Thioester-Bildung zwischen Aminoacyl-AMP-aktiviertem PPL und holo-LmbN
bzw. -LmbPCP. (*) symbolisiert die [3H]—Markierung des PPL.

3.45.1 In vitro-Beladung des gereinigten His-tag-LmbN bzw. His-tag-LmbPCP mit
[*H(U)]-PPL

Zum einen sollte der Nachweis anhand des sedimentierten, mit [3H]-PPL-beladenen Proteins
nach Inkubation des jeweiligen Carrier-Enzyms mit [’H]-PPL, LmbC sowie ATP in
Szintillationsmessungen erfolgen. Und zum anderen sollte die am Carrierprotein spezifisch-

gebundene Radioaktivitit nach in einer SDS-PAGE auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht
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3.4 Ergebnisse

werden.

Jedoch konnte auch hierbei in keinem Enzymansatz eine nennenswerte Anreicherung der
Radioaktivitit im sedimentierten Protein nachgewiesen werden. Auch durch Vorinkubation
des His-tag-LmbPCP mit CoA und AcpS zur vollstindigen Phosphopantetheinylierung lief3
sich die Protein-gebundene Radioaktivitdt nicht steigern.

Der Nachweis Protein-gebundenen [*H]-PPLs durch SDS-PAGE und anschlieBende
Rontgenfilm-Exposition brachte ebenso wenig einen Beweis fiir eine erfolgreiche Beladung

mit PPL.

3.4.5.2 In vitro Protein-Beladung mit [*H(U)]-PPL in Extrakten LmbC- und LmbN-
produzierender E. coli

Des Weiteren wurden E.coli- und S. lividans-Stimme erzeugt, die LmbN und LmbC
gleichzeitig heterolog produzieren, um die Beladungsassays mit ["H]-PPL direkt mit
dialysierten S30-Extrakten dieser Zellen durchfiihren zu kdnnen.

Fiir die Produktion beider Enzyme in E. coli JM109 (DE3) wurde der Klon mit pAAW9.22
bzw. pJOE2702 (Kontrolle) zusdtzlich mit p MHW30 transformiert. In diesem rekombinanten
Stamm stand ImbC unter der Kontrolle des T7-Expressionsystems, und die Produktion von
LmbN war Rhamnose-induzierbar. Bevor die Extrakte im Beladungsassay eingesetzt wurden,
wurde die Expression mit Hilfe einer SDS-PAGE {iberpriift, wobei nur die Produktion von
LmbC jeweils sichtbar war (ohne Abb.). LmbN konnte in den Extrakten dieses Klons nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Trotzdem wurden die Extrakte in den Testansdtzen zur PPL-
Beladung eingesetzt, da selbst bei einer geringen LmbN-Produktion, aufgrund der
Empfindlichkeit des Nachweissystems, die kovalente Bindung des [H]-PPLs ans Enzym
hitte nachzuweisen sein miissen.

Allerdings lieB sich keine Beladung von Proteinen mit dem radioaktiv-markierten PPL auf der
nach Beendigung des Assays durchgefiihrten SDS-PAGE durch Exposition eines
Rontgenfilms nachweisen. Dies lief sich auch durch den Zusatz von S. lincolnensis-Extrakt
und CoA zum Assay, um moglicherweise inaktives LmbN durch die S. lincolnensis-eigene
PPTase zu modifizieren, nicht dndern.

Die Enzymansdtze wurden ebenfalls gefillt und die Protein-gebundene Radioaktivitidt wurde
vermessen. Auch beim Nachweisversuch Protein-gebundener Radioaktivitidt bestand kein

Unterschied zwischen den Ansédtzen mit (pAAW9.22) bzw. ohne LmbN (pJOE2702).
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3.4 Ergebnisse

3.4.53 In vitro-Beladung mit [*H(U)]-PPL in Extrakten LmbC- und LmbN-
produzierender S. lividans

Analog wurde ein LmbN-/LmbC-produzierender S. lividans generiert, da angenommen
wurde, dass LmbN in diesem Wirt wihrend der Produktion vollstindig phosphopantetheiny-
liert werden wiirde (Pfennig et al., 1999).

Fir die Entwicklung eines solchen S. lividans-Stamms wurde zuerst ImbC mit Hilfe des
Vektors pMH8a (Motamedi et al., 1995) durch gerichtete Rekombination in die att-Site fiir
das ,,mini-circle” Integrationselement (Lydiate et al., 1986) ins Chromosom integriert. Die
Integration von ImbC wurde anschlieBend durch Southern-Hybridisierung (Abb. 3-27)
chromosomaler DNA bestitigt, bevor der Stamm nachtraglich mit dem Plasmid pAAW?9.11
transformiert wurde.

Fiir die Southern-Hybridisierung wurde sowohl pMHW63-Plasmid-DNA und chromosomale
DNA von S. lividans 66 1326 und der sechs isolierten Hygromycin B-resistenten Klone einer
Bglll-Hydrolyse unterzogen. Als Sonde diente das Ndel/BamHI-Fragment mit ImbC aus
pMHW22.

IM234567 8M IM23456 7 8M

9,0

LLL B L

760 71kb
. .'; 0

Hi

&

(=

/Sa

4,0

>

3,6 kb

{ € (000

S 2 0

(W

1,6
1,0

Abb. 3-27: Southern Hybridisierung zum Nachweis der ImbC-Integration ins S. lividans-Chromosom.
Agarosegel der Bglll-Hydrolyse (links) und Southern-Hybridisierung mit der ImbC-Sonde aus
pMHW22 (rechts). Die Spuren enthielten: pMHW®63 (1), S. lividans 66 1326 (2), S. lividans 66
1326::ImbC (3)-(8). 1 kb ladder (M, Sigma). Die Pfeilspitzen markieren die spezifischen
Hybridisierungssignale.
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Auf dem Rontgenfilm der Hybridisierung war ein sehr starkes Signal in der Spur mit Plasmid-
DNA zu sehen. Mit einer GroBe von ca. 7,1 kb entsprach es der des ImbC-beinhaltenden
Fragments aus der BglII-Hydrolyse. In den Spuren der S. lividans mit integriertem pMHW63
war jeweils ein hybridisierendes Fragment mit der GréBe von ca. 3,6 kb zu erkennen. In der
Kontrolle mit S. lividans 66 1326-DNA war dieses Signal jedoch nicht zu beobachten, so dass
es weder von freiem Plasmid noch durch unspezifische Hybridisierung verursacht worden
sein konnte (vgl. Abb. 3-27). Das Hybridisierungssignal wurde somit durch das integrierte
ImbC ins S. lividans-Chromosom hervorgerufen. Da der verwendete ,,mini-circle“~-kodierende
Vektor pHMS8a neben der intergrierten Form ebenso auch als freies Plasmid vorliegen kann,
jedoch in einer Kopienanzahl von weniger als eins je zehn Chromosome (Motamedi et al.,
1995), war diese Bande wegen der geringen DNA-Menge in der Southern-Analyse vermutlich
nicht sichtbar. Bemerkenswerterweise hatten alle untersuchten Hygromycin B-resistenten
Klone das ImbC-tragende Plasmid ins Chromosom integriert.

Einer der Stamme S. lividans 66 1326::ImbC wurde protoplastiert und mit pAAW9.11 bzw.
plJ6021 (Kontrolle) transformiert. Die dialysierten S30-Extrakte wurden entsprechend
Kapitel 3.4.4.2 anschlieBend in Beladungsassays eingesetzt. Doch auch bei diesen
Experimenten lie sich keine von LmbN abhingige Erhohung der Protein-gebundenen

Radioaktivitit nachweisen.

3.4.6 Versuche zur in vitro NDL-Synthese aus PPL und MTL

Um zu untersuchen, ob die beiden Enzyme LmbC und LmbN ausreichen wiirden, um die
Untereinheiten PPL und MTL zu kondensieren, wurde versucht, NDL in vitro zu
synthetisieren. Dabei wurden zum einen die iiberproduzierten und angereicherten Proteine
eingesetzt, und zum anderen wurden Extrakte der rekombinanten E. coli und S. lividans, die
beide Biosynthesegene trugen, verwendet. Als Positivkontrolle diente das NDL, das aus einer
Kultur der ImbJ-Deletionsmutante S. lincolnensis JM11.3 (Stiihler, 1999) extrahiert wurde
(vgl. Abb. 3-5). Bei keinem der zahlreichen durch Bioautographie (o. Abb.) untersuchten
Testansdtzen wurde die Bildung von NDL nachgewiesen. Dabei war es unerheblich, ob das
vermutete Carrierprotein mit den PPTasen AcpS und Sfp oder dialysiertem S. lincolnensis
NRRL 2936-Extrakt und CoA vorinkubiert wurde, um es vollstindig in die holo-Form zu
tiberfiihren. Die Ergebnisse der Bioautographie konnten durch HPLC-Analysen (s. Kap.
2.6.4) der Testansitze bestitigt werden, denn auch hierbei wurde in keinem Ansatz die

Bildung von NDL nachgewiesen.
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3.4 Ergebnisse

Dieses Ergebnis zusammen mit den erfolglosen Versuchen LmbN bzw. LmbPCP mit [*H]-
PPL zu beladen, lieB folgende Schlussfolgerungen zu: (i) Die Proteine LmbC und LmbN sind
nicht ausreichend, um NDL synthetisieren zu konnen, und es gehdren noch weitere
Biosyntheseproteine zum Multienzymkomplex der NDL-Synthetase, oder (ii) die Peptide sind
in vitro nicht aktiv.

Da alle Experimente, [’H]-PPL in vitro kovalent an LmbN oder LmbPCP zu binden oder
NDL in vitro aus PPL und MTL zu synthetisieren, erfolglos waren, wurde versucht die

Biosynthese-Funktion in vivo mit Hilfe einer InbN-Mutante zu untersuchen.
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3.5 Erzeugung einer ImbN-Deletionsmutante

Da das Gen ImbN Bestandteil einer groBeren Transkriptionseinheit sein konnte, wurde das
komplette ImbN-Gen gegen dasjenige der Aminoglycosid-3-Acetyltransferase IV (aacC4)
ausgetauscht, um durch Einfiihrung der Mutation keine polaren Effekte in den stromabwérts
lokalisierten Genen zu verursachen. Dafiir wurden in drei PCR-Ansétzen die DNA-Fragmente
ImbZ, aacC4 und ImbML* amplifiziert und entsprechend der in den Abbildungen 3-28 und 3-

29 dargestellten Anordnung miteinander fusioniert.

3.5.1 Konstruktion des Suizid-Vektors pMHW16

Die Primer wurden so konstruiert, dass die Fusion der DNA-Fragmente in der Art erfolgen
konnte, dass das Leseraster der jeweiligen Gene nicht verdndert wurde. Bei den Genen ImbZ
und ImbN {iberlappten Stopp- und Startkodon, so dass, um das natiirliche Stoppkodon von
ImbZ zu erhalten, die Sequenz des aacC4-Gens in der ersten Kodonposition des zweiten
Kodons von Cytosin nach Adenin geédndert werden musste. Dadurch ergab sich ein Austausch
des Aminosdurerests Glutamin gegen Lysin. Zur Einfiihrung der Ndel-Restriktionsschnitt-
stelle am Startkodon von ImbN wurde das Kodon fiir den letzten Aminoséurerest in LmbZ
von Prolin nach Isoleucin verdndert. Die Bcll-Restriktionsschnittstelle hingegen konnte
eingefiihrt werden, so dass lediglich Basenaustausche im intercistronischen Bereich zwischen
ImbN und ImbM vorgenommen werden mussten und keine Verdnderungen auf Proteinebene

resultierten.

HindIII Ndel Bcll EcoRI
| 1,0 kb | 0,8 kb [ 1,3 kb |

ImbZ > aacC4»| ImbM > L

5’-CCTGGGAGAACATATGAAATACGAAT GG » e e e e CTGAGCTCATGATCATGGAGAAGG-13bp-ATG-3’

ImbZ aacC4 ImbM

Abb. 3-28:  Darstellung der Fusionsstellen zwischen den Genen ImbZ und aacC4 sowie zwischen aacC4 und
ImbN. Unterhalb der schematischen Darstellung ist die DNA-Sequenz an den Geniibergingen
gezeigt. Basen, die fiir die Einfithrung der Restriktionsschnittstellen Ndel und Bcll geéndert
wurden, sind fett hervorgehoben. Die Startkodons sind in der Abbildung unterstrichen und die
Stoppkodons wurden durch einen Strich oberhalb der Sequenz markiert.
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3.5 Ergebnisse

Das ca. 1 kb groB3e ImbZ-PCR-Produkt (Primerpaar MH5/6) wurde mit dem Restriktionsen-
zym HindIlll hydrolysiert und mit dem HindIII/ECORV-hydrolysierten Vektor
pBluescript II KS+ ligiert (pMHW13). Das 0,8 kb groe DNA-Fragment mit dem aacC4-
Gen, das durch PCR vom Plasmid pEFBA mit dem Primerpaar MH7/8 amplifiziert worden
war, wurde an das ImbZ-Gen fusioniert, indem das PCR-Produkt nach Ndel-Hydrolyse mit
dem Plasmid pMHW 13/Ndel/Smal ligiert wurde (pMHW14). Das Plasmid pMHW 14 wurde
daraufhin mit den Enzymen HindIIl und BamHI hydrolysiert und das 1,8 kb grole DNA-
Fragment (ImbZ-aacC4) wurde in einen entsprechend vorbereiteten pUC18-Vektor kloniert
(pPMHW 15). SchlieBlich wurde das Produkt der PCR des Primerpaars MH9/10 (ImbML*) nach
Bcll/EcoRI-Hydrolyse stromabwirts des aacC4-Resistenzgens in pMHW15/Bcll/EcoRI
kloniert, so dass das Plasmid pMHW 16 entstand. Die rekombinanten E. coli-Zellen zeigten
jedoch nicht die erwartete Apramycin- bzw. Tobramycin-Resistenz. Dies konnte dadurch
erklart werden, dass das aacC4-Gen unter der Kontrolle des wahrscheinlich in E. coli nicht
funktionellen ImbN-Promotors stand. Analog zur Erzeugung der ImbC-Mutante in
S. lincolnensis NRRL 2936 (s. Kap. 3.1.2) wurden Protoplasten des Wildstamms mit

pMHW 16 transformiert, wobei keine Apramycin-resistenten Klone isoliert werden konnten.

3.5.2 Konstruktion des Suizid-Vektors pMHW17

SchlieBlich wurde eine zweistufige Strategie verfolgt, um die gewiinschte ImbN-
Deletionsmutante zu erhalten. Zuerst wurde auf ein Einzelcrossover-Ereignis selektiert. In
einem zweiten Schritt wurde dann auf Doppelcrossover-Mutante untersucht, was jedoch
neben der Apramycin-Resistenz einen zweiten Plasmid-kodierten Selektionmarker notwendig
machte. Dafiir wurde das ca. 3,1 kb groBe EcoRI/HindIIl DNA-Fragment aus pMHW 16 in
einen entsprechend vorbereiteten, Thiostrepton-Resistenz-vermittelnden pUWL218Aori-

plJ101 kloniert, wodurch der Suizid-Vektor pMHW 17 entstand (Abb. 3-29).
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Abb. 3-29: Konstruktion des Suizid-Vektors pMHW17 zur Erzeugung einer ImbN-Mutante. (I), PCR mit dem Primerpaar MH5/6 (P 1u. P2) und chromosomaler S. lincolnensis NRRL2936-DNA als
Template; Hydrolyse des PCR-Produkts mit HindIII und Ligation mit pBluescript II KS+/HindIII/EcoRV. (II), PCR mit dem Primerpaar MH7/8 (P3 u. P4) mit pEFBA Plasmid-DNA als
Template; Hydrolyse des PCR-Produkts mit Ndel und Ligation mit pMHW 13/Ndel/Smal. (IIT), Klonierung des HindIIl/BamHI-DNA-Fragments aus pMHW 14 in pUC18/HindIIl/BamHI

(IV), PCR mit dem Primerpaar MH9/10 (P5 u. P6) und chromosomaler S. lincolnensis NRRL2936-DNA als Template; Hydrolyse des PCR-Produkts mit BclI/EcoRI und Ligation mit
pMHW15/Bcll/EcoRI. (V), Klonierung des ECORI/HindIII-DNA-Fragments aus pMHW 16 in pUWL218Aori-plJ101/EcoRI/HindIIl.
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3.5 Ergebnisse

3.5.3 Isolierung und genetische Charakterisierung der ImbN-
Deletionsmutante

Die S.lincolnensis NRRL 2936-Protoplasten wurden mit alkalisch denaturierter,
einzelstringiger pMHW17-DNA transformiert und auf Thiostrepton-Resistenz selektiert.
Dieser Phdnotyp sollte fiir eine Plasmidkointegration per Einzelcrossover-Ereignis

charakteristisch sein. Es wurden etwa 100 Transformanden mit diesem Phénotyp selektiert.

chrom. DNA von
S. lincolnensis NRRL 2936 — X K KK _K_F

K L M ImbN Z P

D

Einzelcrossover

I")
:" L M aaC4 Z
: pMHW 17
I ; i Homologe Rekombination
| ;
i K L M aacC4 Z

Homologe Rekombination

II

R CEETEETEEEEEE CEEEH

ImbN-Doppelcrossover-Mutante
K L M  aacCc4 Z P

Abb.3-30: Genanordnung im  Wildtyp, in der Einzelcrossover- (nach dem  ersten
Rekombinationsereignis) und der Doppelcrossover-Mutante.  Wenn das  zweite
Rekombinationsereignis wie in (I) dargestellt erfolgte, wurde das Wildtyp-Genom erhalten. Bei
einer Rekombination nach (II) wurde die ImbN-Deletionsmutante erhalten.
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Ein rekombinanter Klon wurde anschlieBend iiber mehrere Zyklen des Inokulierens von
sporulierten Zellen ohne Selektionsdruck kultiviert. Nach jedem Zyklus wurde iiberpriift, ob
Thiostrepton-sensitive Klone in der Kultur vorhanden waren. Durch ein zweites
Rekombinationsereignis konnte entweder der Genotyp des Wildtyps wiederhergestellt bzw.

der der gewiinschten ImbN-Deletionsmutante erzeugt werden (Abb. 3-30). Nach einem

A M12345678M B 1 M234567

C M12345678M

Abb. 3-31: Southern-Hybridisierung der potentiellen ImbN-Mutanten. Die Spuren auf den Membranen
enthalten: (A): (2) S. lincolnensis NDCI1, (3) NDC2, (4) NDC4, (5) NDCS5, (6) NDC7, (7) NDC9
und (8) NDCI10. (B): (2) S. lincolnensis NDC3, (3) NDC6, (4) NDC8, (5) NDC11, (6) NDC12 und
(7) NDC13. Zur Kontrolle wurde jeweils (1) S.lincolnensis NRRL 2936 verwendet. Die
Membranen A und B wurden mit einer ImbN-Sonde hybridisiert. (C): Die Membran A wurde
nachtriglich mit einer aacC4-Sonde hybridisiert.. (M) 1 kb ladder (Sigma).
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Screening von insgesamt etwa 5000 Klonen konnten 13 isoliert werden, die keine
Thiostrepton-Resistenz mehr zeigten. Die Genome aller 13 Thiostrepton-sensitiven Klone
wurden zundchst durch Southern-Hybridisierung mit dem ImbN-umfassenden Ndel/BamHI-
Fragment aus pAAWO9.22 als Sonde genetisch charakterisiert (Abb. 3-31). Von den 13
untersuchten Klonen konnte in vier Genomen kein Hybridisierungssignal mit der ImbN-Sonde
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3-31 A u. B). In den anderen neun Klonen wurde daher der
Genotyp des Wildstamms wiederhergestellt (vgl. Abb. 3-30).

Die Membran aus Abb. 3-31 A wurde zusitzlich mit einer aacC4-Gensonde hybridisiert
(Abb. 3-31 C). Lediglich der Klon in Spur (7), zeigte das nach der ersten Hybridisierung zu
erwartende Signal mit der aacC4-Gensonde. Die in Abbildung 3-31 B dargestellte Membran
wurde nachtriglich nicht mehr mit der aacC4-Sonde hybridisiert, da mit S. lincolnensis
NDC9 bereits die angestrebte ImbN-Deletionsmutante zur weiteren Untersuchung isoliert
worden war und das Hybridisierungsergebnis mit der ImbN-Sonde eindeutig den Genotyp der

drei anderen Mutanten nachwies.

3.5.4 Biochemische Charakterisierung und Komplementation der ImbN-
Mutante

Die ImbN-Deletionsmutante S. lincolnensis NDC9 wurde weitergehend untersucht. In der
Bioautographie besa3 diese Mutante den erwarteten Lin A™-Phénotyp (Abb. 3-32). Dieses
Ergebnis lieB nur die Schlussfolgerung zu, dass zumindest eine der von ImbN kodierten
Funktionen fiir die Lin A-Biosynthese notwendig war.

Um zu iiberpriifen, ob beide moglichen Funktionen von LmbN fiir die Lin A-Biosynthese
benotigt wurden, sollten unterschiedliche trans-Komplementationen durchgefiihrt werden.
Dazu wurden die Gene ImbN (pMHW64) und ImbPCP (pMHW65) jeweils als Ndel/HindIII-
Fragment in den entsprechend hydrolysierten Vektor pPWW49 ligiert, bei dem die
Genexpression jeweils unter der Kontrolle des Permex-Promotors stand. Beide Plasmide und
zusétzlich pAAWO.11 wurden in Protoplasten der Mutante NDC9 transformiert. Die isolierten
Transformanden wurden jeweils auf festem Medium angezogen. Der Agar der Kulturen
wurde dem Extraktionsverfahren zur Lin A-Isolierung unterzogen und erneut in einer

Bioautographie (Abb. 3-32; s. Kap. 3.1.4) eingesetzt.
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Abb. 3-32: Bioautographie der trans-Komplementationen von S. lincolnensis NDC9 mit den Plasmiden
pMHW64/65 und pAAWO9.11. Die dunklen ovalen Flichen entsprechen Hemmhofen im
Bakterienrasen von M. luteus DN218, die eine Lin A-Produktion anzeigen. Lin A-Reinsubstanz
wurde als Standard eingesetzt.

Bei der Analyse der Bioautographie (vgl. Abb. 3-32) fiel auf, dass die ImbN-Mutante durch
alle eingesetzten Plasmide komplementiert wurde und das lediglich fiir die Carrierprotein-
Doméine LmbPCP kodierende Plasmid ausreichte, um die Lin A-Produktion
wiederherzustellen. Auch bei der plasmidkomplementierten ImbN-Mutante (NDC9) war die
Lin A-Produktion deutlich geringer als im zum vergleich herangezogenen Wildtyp. Die aus
dem Kulturagar isolierbaren Lin A-Konzentrationen lagen bei ca. 0,5-1,0 mgD'. Aus
Wildtyp-Medium konnte dagegen ca. 40-50 mgDl' Lin A extrahiert werden. Das entspricht in
etwa dem Ergebnis, was auch schon fiir die ImbC-Mutante erhalten worden war, jedoch mit
dem Unterschied, dass bei der ImbN-Deletionsmutante die Bildung von Revertanten

ausgeschlossen war.
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4 Diskussion

4 Diskussion

Die bisherigen Untersuchungen zur Biosynthese des Lincomycins (Lin A) mit seinen
biochemisch ungewdhnlichen Untereinheiten, Methylthiolincosaminid (MTL) und
Propylprolin (PPL), sowie deren Kondensation zum N-Demethyllincomycin (NDL) lieBen
viele Fragen offen. In den bei der Fa. Upjohn durchgefiihrten, frithen Experimenten zum
Kondensationsprozess (Argoudelis et al., 1965; Hausknecht et al., 1986; Hausknecht und
Wolf, 1987) blieb vor allem ungekldrt, nach welchem Mechanismus die Verkniipfung
zwischen den beiden Untereinheiten stattfindet und welche Enzyme daran beteiligt sind. Die
Experimente waren ausnahmslos in vivo bzw. in vitro mit Gesamtzellextrakten durchgefiihrt
worden. Insbesondere die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung der Tn4556-
Transposon-induzierten Mutanten von Chung et al. (1997) konnten wegen des Mangels an
['*C]-markierten Substanzen und der sehr ungeniigenden Dokumentation in der Literatur nicht
reproduziert werden. Da jedoch die Sequenzdaten des Lin A-Biosyntheseclusters komplett
vorlagen und LmbC bereits als mdgliches Adenylat-formendes Enzym aufgrund der
Sequenzéhnlichkeit der abgeleiteten Aminosduresequenz postuliert worden war (Peschke et
al., 1995), wurde die Aufklidrung des Mechanismus der Bildung der Amidbindung und die
Suche nach weiteren dazu notwendigen Biosynthese-Funktionen in S. lincolnensis NRRL
2936 erneut aufgegriffen.

In den modular aufgebauten nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) ist fiir gewohnlich
eine Carrierproteindomine [Peptidyl-Carrierprotein (PCP)- bzw. Thiolation (T)-Doméne] an
den C-Terminus der Adenylylierungsdoméine (A-Doméne) fusioniert (Marahiel et al., 1997).
Jedoch war weder stromabwirts noch stromaufwirts von ImbC ecine Basensequenz
identifiziert worden, die fiir ein mdgliches Carrierprotein kodierte. Statt dessen wurden in der
direkten Nachbarschaft nur Gene fiir mogliche oder bekannte Biosyntheseenzyme der PPL-
Synthese gefunden (Peschke et al., 1995). Da LmbC in seiner Aminosauresequenz kein Motiv
fiir eine 4‘-Phosphopantethein (Ppant)-Bindestelle enthielt, lag eine Zuordnung zur Gruppe 11
(s. Kap. 1.3.3.1) der Adenylat-formenden Enzyme nahe, obgleich die Sequenz eine deutlich
ausgeprigtere Homologie zu den A-Doménen der modular aufgebauten NRPS-Systeme
(Gruppe I) aufwies. LmbC-dhnliche Enzyme ohne Carrierproteindoménen mit einer 4°-Ppant-
Bindestelle sind jedoch aus diversen Peptidantibiotika-Produzenten bekannt und katalysieren
die Aktivierung der diversen Startereinheiten mit aromatischen Seitengruppen. Beispielsweise
werden 2,3-Dihydroxybenzoat (2,3-DHB) in der Enterobactin-Biosynthese durch EntE
(Rusnak et al., 1989) oder 4-Methyl-3-hydroxyanthranilsdure (4-MHA) in der Actinomycin-

96



4 Diskussion

Biosynthese durch ACMS I als Aminoacyladenylat aktiviert und auf Carrier-Enzymproteine
einer separaten Polypeptidkette (trans) tibertragen, die wie im bifunktionellen EntB (Gehring
et al., 1997) entweder mit einer zusétzlichen Funktion (Isochorismat-Lyase) fusioniert sind
oder als eigenstiandige Carrierproteine (AcmACP; Pfennig et al., 1999) vorkommen.

Im Verlauf dieser Arbeit gelang es, die von Peschke et al. (1995) vermutete Funktion des
Enzyms LmbC innerhalb der Lin A-Biosynthese zu bestitigen und sein Substratspektrum
aufzukldaren. Dariiberhinaus wurde ein mogliches Aminoacyl-Carrierprotein am N-Terminus
von LmbN identifiziert. Dieses potentielle Carrierprotein besall erstaunlicherweise die
Eigenschatft, dass die Signatur in der Primérstruktur der Bindestelle der prosthetischen Gruppe
derjenigen eines D-Alanyl-Carrierproteins entsprach. Die Carrierproteine dieses Typs waren
bisher ausschlieBlich aus der D-Alanylylierung der Lipoteichonsdure (LTA) Gram-positiver
Bakterien als etwa 9-10 kDa grofle, eigenstindige Polypeptide bekannt. Die Besonderheit
bestand somit darin, dass das Lmb-Carrierprotein an eine andere Biosynthesefunktion
fusioniert war und in dieser Form noch aus keiner weiteren Sekunddrmetabolit-Biosynthese
bekannt war.

Es galt daher die Beteiligung dieses Carrierproteins an der Lin A-Biosynthese zu beweisen.
Dies gelang aufgrund seines einzigartigen Charakters im Verlauf dieser Arbeit nicht
zweifelsfrei. Allerdings schlossen die Hinweise, die sich aus den durchgefiihrten
Experimenten ergaben, die Beteiligung an der Biosynthese auch nicht aus. Die Ergebnisse, die
sich bei den Untersuchungen zur Funktion der beiden Leserahmen, ImbC und ImbN, ergaben,

werden im Folgenden eingehend diskutiert.

Als Grundlage der Diskussion soll die in Abbildung 4-1 A dargestellte, detaillierte
Arbeitshypothese zur Zusammensetzung des Kondensationskomplexes sowie zum
Mechanismus der NDL-Synthese dienen. Bei der Entwicklung dieser Modellvorstellung
wurden die Ergebnisse, die wihrend dieser Arbeit erbracht wurden, kombiniert mit den
Analogien, die zu den Mechanismen der Peptidbindungsbildung an NRPS (Abb. 4-1 B) sowie
zu der Nikkomycin-Biosynthese (Abb. 4-1 C) existieren. Ausgangspunkt der Untersuchung
des NDL-Synthetase-Komplexes war das PPL-AMP-bildende Enzym LmbC.
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Abb. 4-1: Vergleich der Mechanismen bei der: (A), NDL-Synthese durch Lin A-Biosyntheseenzyme
(hypothetisch), (B) Bildung eines Dipeptids an einer modularen NRPS, (C) der Kondensationsreaktion
der beiden Untereinheiten in der Nikkomycin-Biosynthese (Peptidyl-Nucleosid Antibiotikum). A-
Doménen sind dunkelgrau und PCP-Doménen hellgrau schattiert. AT, Aminotransferase.
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4.1 LmbC, die PPL-Adenylat Synthetase

Erste Versuche zum Nachweis einer PPL-aktivierenden Funktion von LmbC waren erfolglos
gewesen, und das heterolog in E. coli produzierte LmbC hatte trotz starker Uberproduktion an
16slichem Enzym nicht die erwartete Aktivitat gezeigt (Peschke et al., 1995). In Abhangigkeit
keines der daneben untersuchten analogen Substrate, L-DOPA, L-Tyrosin bzw. PPL, war ein
ATP/PP;-Austausch messbar gewesen.

Dariiberhinaus war vor dieser Arbeit kein Gen fiir ein Carrierprotein im Imb-Gencluster
identifiziert worden. Folglich konnte ein Mechanismus fiir die Kondensationsreaktion nicht
ausgeschlossen werden, wie er aus der Novobiocin-Biosynthese bekannt war (Steffensky et
al., 2000). Im Aminocoumarin Novobiocin werden 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoat und 3-
Amino-4,7-dihydroxy-8-methylcoumarin durch ein einziges Enzym, die Novobiocinsdure-
Synthetase NovL, in einer ATP-abhéngigen/CoA-unabhidngigen Reaktion ohne Beteiligung
einer Carrierprotein-Funktion iiber eine Amidbindung miteinander verkniipft. NovH, das als
weiteres potentiell Adenylat-formendes Enzym im Novobiocin-Biosynthesecluster in Frage
kam, jedoch im Unterschied zu NovL eine Carrierproteindoméne (Gruppe I) besaB, erfiillte
keine Funktion bei der Kondensation der beiden Untereinheiten. Durch Chung et al. (1997)
waren indes fiir die Lin A-Biosynthese Hinweise daflir publiziert worden, dass die
Kondensation zum NDL durch einen Komplex (,,NDL-Synthetase®) aus mehreren nicht-
identischen Untereinheiten vermittelt wurde, was einem entsprechenden Mechanismus
widersprach.

Folglich mussten fiir den Initiationsschritt der Kondensation, die PPL-Aktivierung, zwei
alternative Mechanismen in Betracht gezogen werden, die im Einklang mit dem Befund eines
Multienzymkomplexes standen. Zum einen war der ,,CoA-Ligase“-Mechanismus (Admiraal
et al., 2001) zu beriicksichtigen, wie er fiir die Aktivierung der 3-Amino-5-hydroxybenzoat-
Startereinheit des Ansamycins in der Rifamycin-Biosynthese in Amycalotopsis mediterranei
(Schupp et al., 1998; August et al., 1998; Ghisalba und Niiesch, 1981) postuliert wurde.
Diesem Mechanismus entsprechend (Abb. 4-2 A) miisste PPL zuerst als Aminoacyladenylat
aktiviert werden, um darauf folgend einen freien CoA-Ester bilden zu kdnnen. SchlieBlich
wiirde das CoA durch den Cysteamin-Rest der 4‘-Ppant-Gruppe substituiert, so dass ein
Thioester mit dem Carrierprotein (LmbN) entstehen wiirde. Da jedoch bei keiner der
vorangegangenen Untersuchungen festgestellt worden war, dass CoA als essentieller Cofaktor
am Kondensationsprozess beteiligt war, wurde dieser Mechanismus nicht vorrangig

untersucht.
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Somit war nach wie vor ein NRPS-dhnlicher Mechanismus (Abb. 4-2 B), bei dem es nach der
PPL-Adenylatbildung durch nukleophilen Angriff der prosthetischen Gruppe 4°‘-Ppant direkt
zum Transfer auf das Carrierprotein kommen wiirde, der einzige naheliegende Mechanismus.

Der Zweck der Herstellung einer ImbC-Knock-out-Mutante bestand daher zunéchst darin, die
Beteiligung von LmbC an der Lin A-Biosynthese zu bestdtigen. Die in dieser Arbeit erzeugte
ImbC-Mutante (s. Kap. 3.1) zeigte den dafiir erwarteten Lin A’-Phanotyp; ferner lie3 sich die
Mutante anschlieBend durch Plasmid-kodiertes ImbC komplementieren, was bewies, dass
durch die Integration der Q-Kassette (Qaac) auch keine polaren Effekte induziert wurden. Ein
Einfluss auf die stromabwarts lokalisierten Gene war auch nicht zu erwarten gewesen, da es

sich bei ImbC um ein monocistronisches Gen handelte.

I3 H ATP PP, T3 CoA AMP I CoA | ‘
N oH LJ» N LLAMP LZ, N \-“\\LLS—COA ,Z, N “\\\\LS_LmbN
A LmbC LmbN
CH, O CH, O
73 I ATP PP, 73 AMP 3
N ““OH L_L N \\\‘LLAMP J» N o LLS LmbN
B LmbC LmbN

Abb. 4-2:  Gegeniiberstellung der moglichen Mechanismen der PPL-Aktivierung: (A) ,,CoA-Ligase*-
(Admiraal et al., 2001) und (B) NRPS-dhnlich (Marahiel et al., 1997).

Dennoch tiberraschte es, dass in Kulturen der komplementierten ImbC-Mutante S. lincolnensis
CDC6/pMHW28 bzw. pMHW29, trotz erhohter ImbC-Gendosis, eine deutlich reduzierte
Lin A-Produktion nachzuweisen war. Da jedoch die Expression des Plasmid-kodierten
LmbC-Proteins nicht durch SDS-PAGE {iberpriift worden war, wére es moglich, dass die
effektiv produzierte LmbC-Enzymkonzentration deutlich unter der des Wildtyps lag. Die
beiden fiir die Komplementationsplasmide verwendeten Promotoren Pgpa und Permex waren
zuvor nur qualitativ in S. lincolnensis getestet worden (Arnold, 2000); wobei in diesen
Untersuchungen keine Aussagen iiber die Stirke der Promotoren gemacht werden konnten.
Beide Promotoren mussten in diesen Komplementationsexperimenten erkannt worden sein, da

alternative Promotorstrukturen fiir eine Antibiotika-Produktion kaum in Frage kamen.
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Ansonsten hitte das nachgewiesene Lin A nur durch ,Revertanten® produziert werden
konnen, die den ImbC-Leserahmen wieder exakt einrekombiniert hatten. Dies erscheint
jedoch unwahrscheinlich, da keine homologen Regionen flankierend zum ImbC-Gen mehr auf
den Plasmiden pMHW28 und pMHW29 vorhanden waren. Auch unter der Voraussetzung,
dass die Revertanten- und Wildtyp-Zellen gleiche Lin A-Produktionsraten besaflen, hétte es
sich in den Fermentationskulturen bei ca. 2-3% der Zellen um Revertanten handeln miissen,
was fiir eine Rate illegitimer Rekombination nicht in Frage kam. Die Beteiligung von LmbC
an der Lin A-Biosynthese konnte somit zweifelsfrei bewiesen werden.

Das Genprodukt LmbC war von Beginn an der wichtigste Kandidat fiir ein PPL-aktivierendes
Enzym im Lin A-Biosynthesecluster gewesen. Durch den Nachweis des PPL-abhédngigen
ATP-Verbrauchs konnte diese Vermutung experimentell bestitigt werden. Es erschien im
Folgenden sinnvoll das Substratspektrum von LmbC zu analysieren.

Dem n-Propylrest an C4-Position des PPL kommt eine entscheidende Rolle bei der
Differenzierung zwischen dem natiirlichen Substrat PPL und dem ebenfalls intrazellulér
vorhandenen L-Prolin zu. Dies zeigte sich am deutlichen Unterschied in der enzymatischen
Effizienz, gemessen in ke &y Durch die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen dem n-
Propylrest und den Aminosdureresten in der Substrattasche des Enzyms LmbC kommt es
wahrscheinlich im Verhéltnis zu stark voneinander abweichenden Bindungsenthalpien
zwischen PPL und L-Prolin. Dieser Unterschied verlagert die enzymatische Effizienz
offensichtlich extrem zugunsten des natiirlichen Subtrats. Um diese Vermutung zu
unterstiitzen, wurde die Substratbindetasche von PPL mit denjenigen aus bekannten NRPS der
drei Substrate und L-Prolin, L-Pipecolinsidure und L-Tyrosin verglichen (Abb. 4-3).

Aus der Kristallstruktur der Phenylalanin-aktivierenden Doméne der Gramicidin S-Synthetase
GrsA (Conti et al, 1997) waren die zehn Aminosdurereste bekannt, die die
Substratbindetasche formen und an der Ausrichtung des Substrats beteiligt sind. Aus den
Aminoséduresequenzdaten von 160 A-Dominen wurde daraufthin eine Signatur abgeleitet, auf
dessen Grundlage sich die zu aktivierende Aminosdure in verwandten, aber bisher
unbekannten A-Doméinen allein anhand der Primérstruktur bereits herleiten ldsst (Stachelhaus
et al., 1999). Challis et al. (2000) gingen bei ihrer Analyse der Substratbindetasche noch
einen Schritt weiter: Sie berechneten die Tertidrstrukturen mit dem jeweilig entsprechenden
Substrat, um die Spezifitit der A-Domidnen anhand der dreidimensonalen Anordnung zu
verdeutlichen (vgl. Abb. 4-3). Die Reste Aspartat (D;35) und Lysin (Ks;7), die an der
Ausrichtung der zu aktivierenden Aminosdure durch elektrostatische Wechselwirkungen

beitragen, sind dabei invariant.
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Tabelle 4-1: Die Selektivitat-vermittelnde Signatur der A-Doménen fiir PPL, L-Prolin, L-Pipecolin-
sdure und L-Tyrosin.

Domaéne Position" NRPS

235 236 239 278 299 301 322 330 331 517

PPL D \Y% A L \Y% A I G C K LmbC

Pro D Q L | A H \Y K  GrsB, FenA, Pps4, SnbDE, TycB
Pip D F Q L L G vV A \% K FkbP, RapP, SnbA, SnbDE
Tyr(1) D G T I T A E V A K FenA, Pps2, Pps4

Tyr(2) D A L VvV T G A V V K TyBTyC

Tyr(3) D A S T \ A A \% C K BacC, CepA, CepB

Y Die Positionen der angegebenen Aminosiurereste bezichen sich auf die Sequenz der PheA-Domine im GrsA
(Conti et al., 1997). Die Zuordnung der anderen Reste beruht auf deren Position in Bezug auf die in A-
Dominen hochkonservierten Sequenzmotive (vgl. Tab. 1-3).

Voraussichtlich am stérksten diskriminierende Reste in LmbC sind grau hinterlegt.

Vergleicht man die Zentren der Substratbindung der PPL- mit derjenigen von L-Prolin-, L-
Pipecolinsdure- und L-Tyrosin-aktivierenden Domaénen, so ist augenfillig, dass die variablen
Reste um das PPL im LmbC hydrophob oder neutral sind (vgl. Tab. 4-1 u. Abb. 4-3). Die
Substratbindetaschen in den A-Domidnen von L-Prolin- und L-Pipecolinsdure-aktivierenden
Enzymen sind dagegen deutlich hydrophilerer Natur, vor allem durch die Reste in den beiden
Positionen 239 und 322, was wahrscheinlich die Polaritét ihrer Substrate reflektiert (Challis et
al., 2000). Dies konnte auf die Ausbildung zusdtzlicher Wasserstoftbriicken bei der
Substratbindung hinweisen.

Das bei der S. lincolnensis-Fermentation zusitzlich anfallende Nebenprodukt Lin B
(Depropyl-ethyl-Lin A) wird der postulierten Biosynthese entsprechend als Folge eines
fehlenden Methylgruppentransfers gebildet (Chung et al., 1997). Offensichtlich ist daher
LmbC nicht in der Lage strikt zwischen trans-4-Ethyl-L-prolin (EPL) und PPL zu
differenzieren, denn im Gegensatz zu den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen besitzen A-
Dominen keine sogenannte ,,Proof-reading“-Funktion, so dass es immer auch zu
Fehlerkennungen kommen kann, wenn ein nahe verwandtes Analogsubstrat vorliegt. Ob nun
der geringe prozentuale Anteil des Nebenprodukts Lin B bei der Lin A-Produktion darauf
zuriickzufiihren ist, dass die intrazelluldre EPL-Konzentration deutlich geringer ist als die des
PPL, oder nur durch den Unterschied in der Bindungsenthalpie verursacht wird, miisste durch
entsprechende Experimente gekldrt werden. In diesem Zusammenhang wére es u.a. auch
interessant, ob auch (Methyl-, Ethyl- etc.) Ether des 4-Hydroxy-L-prolins durch LmbC

adenylyliert werden konnen.
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Abb. 4-3: Schematische Darstellung der Bindetaschen in den aktiven Zentren verschiedener NRPS Aktivierungsdoménen. (A) PPL A-Doméne in
LmbC; (B) L-Pro A-Doméne in Pps4-M1; (C) L-Tyr A-Doméne in FenA; (D) L-Pipecolinsdure A-Doméne in SnbDE. (B)-(D) sind 2-
dimensionale Darstellungen von Challis et al. (2000), die aus den Tertidrstrukturen entwickelt wurden. (A) Die PPL Substrat-Bindetasche wurde
in Anlehnung an (B)-(D) unter Beriicksichtigung der Daten aus Tab. 4-1 konstruiert.
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Die kinetischen Untersuchungen an LmbC zeigten, dass die Hydroxyl-Gruppe des 4-
Hydroxy-L-prolins die hydrophoben Wechselwirkungen mit LmbC noch stirker beeintrichtigt
als dies beim L-Prolin bereits der Fall war, infolgedessen wurde das 4-Hydroxy-L-prolin
praktisch nicht umgesetzt.

Mit Hilfe der zyklischen Aminoséuren, Pipecolinsdure und Acetidincarbonsiure, konnte
eindeutig unter Beweis gestellt werden, dass die Erkennung des Strukturelements
Pyrrolidinring am Enzym optimiert wurde. Ringsysteme anderer Gro3en, wie beispielsweise
Acetidin bzw. Piperidin, besitzen dagegen keine geeigneten Passformen. Fiir Pipecolinsdure
lasst sich dies moglicherweise anhand der sterisch anspruchsvolleren Reste Iles;; und Alasg,
im LmbC im Vergleich zu Vals;; und Glysp; im SnbDE nachvollziehen (vgl. Abb. 4-3). Bei
der Analyse der LmbC-Substratspezifitit fiir die aliphatischen N-Methyl-Aminosduren,
Sarkosin, N-Methyl-L-valin, N-Methyl-L-isoleucin und N-Methyl-L-leucin, fiel auf, dass
offensichtlich keiner der Aminosédurereste eine geeignete Konformation einnehmen konnte,
um hydrophobe Wechselwirkungen mit den tieferliegenden Resten der LmbC-Bindungstasche
auszubilden. Thnen gegeniiber konnte somit effektiv differenziert werden, wobei z.T. sicher
auch sterische Hinderung eine Rolle spielte. In einer dem PPL nachempfundenen, idealen
Konformation befanden sich die Methylgruppen der verzweigten aliphatischen Reste im N-
Methyl-L-valin und —isoleucin in einer pseudo-C3 Position. Hingegen wire die entsprechende
Methylgruppe im N-Methyl-L-leucin in der entsprechenden pseudo-C4 Position (Abb. 4-4).
Bei der Betrachtung der theoretisch moglichen Konformation des N-Methyl-L-leucins war es
daher iiberraschend, dass es von LmbC nicht zum Aminoacyladenylat umgesetzt wurde,

obwohl es deutlich ein ,,molekulares Mimikry* zum natiirlichen Substrat PPL zeigt.

ZT
ZT

OH OH OH
C3 C3 C4

N-Methyl-L-valin N-Methyl-L-isoleucin N-Methyl-L-leucin

Abb. 4-4: Darstellung der fiir die Aminosduren N-Methyl-L-valin, -isoleucin und -leucin moglichen
Konformationen zur Illustration des ,,molekularen Mimikrys“ von N-Methyl-L-leucin als pseudo-4-
Methyl-L-prolin.
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Bei einem Vergleich der Ky-Werte der durch A-Dominen katalysierten Aktivierungs-
reaktionen an proteinogenen Aminosduren mit denen fiir Sekunddrmetabolit-spezifische
Substrate (Tab. 4-2) scheinen erstere um einige GroBenordnungen hoher zu liegen. Dies
konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die proteinogenen Aminosduren intrazelluldr unter
den Bedingungen der Sekundirmetabolit-Produktion in deutlich hoheren Konzentrationen
vorliegen. Da die Edukte der durch modulare NRPS-Systeme produzierten Antibiotika z.T.
identisch sind mit denjenigen, die fiir die ribosomale Peptidsynthese verwendet werden, ist
moglicherweise ein hoher Ky-Wert zwingend notwendig und Folge der Selektion bei der
Etablierung der NRPS in den produzierenden Organismen. Wiahrend der vegetativen
Produktionsphase fiir Antibiotika konkurrieren Polymer- (d.h. Translations-) und
Sekundirmetabolismus um die Aminosdurepools. Wenn jedoch die Zellen in die stationire
Wachstumsphase {ibergehen und der Bedarf an Protein-Neusynthese nachldsst, stehen
vermutlich die Aminoséuren als Substrate fiir die Produktion der Sekundidrmetabolite
verstarkt zur Verfligung. Bei der von LmbC in S. lincolnensis katalysierten Reaktion wird
indes die zu aktivierende Aminosdure PPL ausschlieBlich fiir die Lin A-Biosynthese bendtigt.
Die in vitro L-Prolin-Aktivierung, durch LmbC katalysiert, findet unter den in vivo
Bedingungen wahrscheinlich wegen der dort zu geringen L-Prolin-Konzentration nicht statt.
Bislang wurden jedenfalls keine entsprechenden Lincomycin-Derivate beobachtet.

Von einigen NRPS A-Dominen ist allerdings bekannt, dass sie auch in vivo verschiedene
Aminosduren aktivieren und ins wachsende Oligopeptid einbauen. Dadurch entstehen
unterschiedliche Derivate der biologisch-aktiven Substanz. Den Einfluss des Austauschs
Substrat-differenzierender Aminosaurereste erkennt man an der entspannten Substratspezifitit
der L-Tyrosin-aktivierenden Doménen in den Tyrocidin-Synthetasen TycB und TycC (vgl.
Tab. 4-1) im Vergleich zur entsprechenden A-Domine in der Fengycin-Synthetase FenA.
TycB und TycC besitzen beide eine deutlich hydrophobere Enzymtasche (V39 und Ajpy), so
dass es nicht weiter verwunderlich ist, dass sie auch in der Lage sind, L-Trytophan anstelle
von L-Tyrosin zu aktivieren. Die L-Tyrosin-aktivierende Domine des FenA-Proteins ist
umgeben von den drei polaren Resten Threonin (T230/Ta99) und Glutamat (Esp;), die
Wasserstoftfbriicken mit der Hydroxylgruppe des L-Tyrosins ausbilden konnen, so dass das
Enzym strikt gegeniiber strukturverwandten, hydrophoben Substraten wie beispielsweise L-
Tryptophan oder L-Phenylalanin differenzieren kann.

Vergleicht man die katalytische Effizienz (ke ®n™") der einzelnen A-Doménen miteinander,
so féllt auf, dass diejenigen, die Sekundirmetabolit-spezifische Substrate aktivieren,

durchschnittlich eine um etwa eine GroBBenordnung hohere Effizienz besitzen (vgl. Tab. 4-2).
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Dies kann als Bestitigung der obigen Hypothese angesehen werden. Da auch der fiir das
Enzym LmbC und sein Substrat PPL gemessene Wert in diesen Rahmen fiel und fiir die
anderen bisher getesteten Substrate dagegen keine Aktivierungen in vivo — falls die
Substanzen {iberhaupt vorkommen - in Frage kommen konnte, da ihre intrazelluldren
Konzentrationen zu gering wéren, wurde die Annahme bestétigt, dass PPL das eigentliche

Substrat der NDL-Synthetase ist.

Tabelle 4-2: Vergleich der kinetischen Daten von LmbC mit A-Domédnen verschiedener NRPS,
deren Substrate proteinogene Aminosduren bzw. Sekunddrmetabolismus-spezifische
Substanzen sind.

A-Doméne Keat Kwm Keat Bn™! Literatur
(Substrat) [min™'] [UM] [min"'M"]

proteinogene GrsA (L-Phe) 690 70 9,9 Luoetal, 2001

Aminosduren HMWP2 (L-Cys) 560 310 I  Keating et al., 2000
VibF (L-Thr) 920 2200 0,4  Keating et al., 2000
EntF (L-Ser) 670 600 1,1  Ehmannetal., 2000
PchF (L-Cys) 415 537 0,8  Quadrietal., 1999
PchE (L-Cys) 38 110 0,4  Quadrietal., 1999

‘Sek.-metabolismus- PchD (Salicylat) 74 28 27  Quadrietal, 1999

spez. Substrate YbtE (Salicylat) 230 4,6 50  Gehringetal., 1998
EntE (2,3-DHB) 330 2,7 122 Rusnaketal., 1989
VibE (2,3-DHB) 138 0,46 63,5  Keating et al., 2000
LmbC (PPL) 65 5,2 12,5  Diese Arbeit
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4.2 LmbN/LmbPCP, eine Domanenfusion an ein Fremdprotein?

Als zweite Komponente in dem unbekannten Enzymkomplex der NDL-Synthetase (vgl. Abb.
4-1 A) kam ein Aminoacyl-Carrierprotein (PCP) bzw. eine entsprechende Doméne in Frage,
die in ersten Analysen der durch die Imb-Gene kodierten Proteine des Lin A-Clusters nicht
entdeckt worden war (Peschke et al., 1995). Erst die durch jiingere Daten vermehrten
Vergleichsmoglichkeiten erlaubten es im Rahmen dieser Arbeit eine mogliche Carrierprotein-
domine als N-terminalen Bestandteil des zuvor als LmbN bezeichneten Genprodukts zu
identifizieren (s. Kap.3.4), so dass sich die Hinweise auf einen NRPS-dhnlichen
Kondensationsmechanismus katalysiert durch einen Komplex mit entsprechenden
Enzymfunktionen verdichteten.

Acyl-Carrierproteine (ACPs) mit der prosthetischen Gruppe 4‘-Ppant waren urspriinglich im
Primédrmetabolismus bei der Fettsduresynthese (FAS) entdeckt worden (Larrabee et al., 1965).
Spéater jedoch wurden FAS-ACP-Homologe auch in anderen modular aufgebauten
,Biosynthese-Maschinerien wie den Polyketidsynthasen (PKS) als Acyl-Carrierproteine
(ACPs) und den NRPS als Peptidyl-Carrierproteine (PCPs; Stachelhaus et al., 1996)
nachgewiesen. SchlieBlich wurde der Dcp-Carrierprotein-Typ (Perego et al. 1995; Kiriukhin
und Neuhaus, 2001; Debabov et al., 1996) nachgewiesen, der in der Lipoteichonsdure-
Biosynthese bei der D-Alanylylierung als Tragerpeptid des D-Alanylrests diente. Dcps stellen
insofern eine spezialisierte Form der ACPs dar und werden wie auch FAS-ACP
posttranslational von der Phosphopantethein-Transferase (PPTase) der Fettsdurebiosynthese,
AcpS, zur aktiven holo-Form modifiziert (Lambalot und Walsh, 1995 und 1997; Debabov et
al., 1996). Die Homologie von Dcp zu ACP wurde zuséitzlich dadurch untermauert, dass die
aktiven holo-Formen beider Carrierproteine in Gegenwart von Dcl (Ligase) mit D-
Alanylresten beladen werden konnten. Jedoch war im Anschluss nur D-Alanyl-Dcp fahig, den
D-Alanylrest auf membrangebundene LTA zu iibertragen (Volkman et al., 2001; Abb. 4-5).
Abgesehen von den Dcps waren bislang alle Carrierprotein-Typen entweder als integrale
Dominen multifunktionaler Polypeptide (in PKS und NRPS vom Typ I) oder als
monofunktionale Proteinketten (in PKS und NRPS vom Typ II) bekannt (Du und Chen,
1999). Um so erstaunlicher war die Entdeckung, dass sich am N-Terminus des LmbN-
Genprodukts die fiir Dcp-Carrierproteine charakteristische Konsensussequenz der 4‘-Ppant
Bindestelle befand (s. Kap 3.4).

Bei der Untersuchung der LmbN-Enzymfunktion wurde daher zunéchst versucht, die

Konversion der inaktiven apo- zur aktiven holo-Form nachzuweisen (s. Kap. 3.4.4). Da die
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vermutete Carrierproteindomine gerade an der Bindestelle der prosthetischen Gruppe eine
ausgeprigte Ahnlichkeit zu den Dcps aufwies, wurde E. coli AcpS (holo-ACP Synthase;
Flugel et al., 2000) als PPTase eingesetzt, um LmbN bzw. die Carrierproteindoméne LmbPCP
mit [*H]-4‘-Ppant zu modifizieren. Von PPTasen des AcpS-Typs ist bekannt, dass sie
lediglich ein enges Subtratspektrum besitzen, jedoch in der Lage sind, ACPs der FAS sowie
der PKS vom Typ II (Mofid et al., 2002) und Dcps (Debabov et al., 1996) zu modifizieren.
Dies war fiir die Untersuchung von LmbN von besonderem Interesse. Erginzend wurde die
PPTase Sfp aus der Surfactin-Biosynthese von B. subtilis (Quadri et al., 1998) zur in vitro-
Phosphopantetheinylierung des Carrierproteins eingesetzt. Diese besitzt ein deutlich breiteres
Substratspektrum und eine Vielzahl von ACP-, PCP- bzw. ArCP-Substraten werden von ihr
phosphopantetheinyliert (Lambalot et al., 1996, Mofid et al., 2002); sie ist dagegen wiederum

nicht in der Lage, Dcps zu modifizieren.
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Abb. 4-5: Postulierter Mechanismus der Bildung von membran-assoziiertem D-Alanyl-LTA mit D-Alanyl-Dcp.
(B:) symbolisiert einen Protonenakzeptor (nicht identifiziert, moglicherweise Aminosédurerest des
Dcp). Die elektrostatische Wechselwirkung zwischen LTA und Dcp ist durch die gestrichelte Linie
angedeutet (Kiriukhin und Neuhaus, 2001).

Das heterolog produzierte LmbN konnte jedoch weder durch Sfp noch durch AcpS
nachweislich mit [°H]-4¢-Ppant modifiziert werden. Dies lieB die Schlussfolgerungen zu, dass
es entweder von keiner der beiden PPTasen als Substrat erkannt wurde oder aber dass das
untersuchte LmbN aus der S. lividans-Expression bereits vollstandig modifiziert vorlag und
deswegen keine zusitzliche Bindung von [*H]-4‘-Ppant an das holo-LmbN nachgewiesen
werden konnte. Fiir ersteres sprach die Tatsache, dass LmbN zwar von AcpS nicht
phosphopantetheinyliert wurde, aber durch Entfernen der putativen Zuckerphosphat-

Isomerase zumindest eine teilweise Modifikation von LmbPCP (einem ,,pseudo-Dcp®) erzielt
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werden konnte. Dass die Bildung von holo-LmbPCP nicht durch Sfp katalysiert werden
konnte, deckte sich mit den Erwartungen. Und das Ergebnis, dass sich LmbPCP nachtriaglich
nur zu einem Bruchteil mit der radioaktiv-markierten 4°-Ppant-Gruppe modifizieren lief3, ldsst
sich einleuchtend dadurch erkldren, dass das E. coli AcpS die posttranslationale Modifikation
des apo-Proteins wahrscheinlich wihrend der Uberexpression katalysiert hatte (Guerra et al.,

1988; Gehring et al., 1997; Broadwater und Fox, 1999; Cox et al., 1997).

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnten zur Erkldrung des Mechanismus, der zur
Verkniipfung der beiden biochemisch einzigartigen Untereinheiten PPL und MTL fiihrt, drei
alternative Hypothesen entwickelt werden:

1. Die minimale Enzymausstattung, die fiir die Verkniipfung der beiden Untereinheiten des
Lin A denkbar war, bestand aus (i) dem PPL-AMP-bildenden LmbC, welches gleichzeitig die
Substratselektivitdt beziiglich der Aminosédureuntereinheit gewéhrleistet und aus (ii) LmbN,
dem Carrierprotein des Dcp-Typs. Dafiir miisste LmbN in seiner holo-Form mit PPL beladen
werden konnen und anschlieBend dazu in der Lage sein, die aktivierte Aminosdure auf freies
MTL zu iibertragen. Fiir diese Hypothese sprach allerdings nur die Ahnlichkeit zu Dcps und
die Tatsache, dass das D-Alanyl-Dcp fihig ist, seinen D-Alanylrest auf eine Hydroxylgruppe
sowohl membrangebundener als auch freier LTA zu iibertragen (vgl. Abb. 4-5). Fiir die Dcp-
Carrierproteine wurde daher postuliert, dass es zwischen einem positiv geladenen Argininrest
(Arge; im Dcp aus Lactobacillus casei) und der negativen Ladung des polymeren
Phosphorsédurediesters LTA zu elektostatischen Wechselwirkungen kommt, die die
Ubertragung des D-Alanylrests ermdglichen (Kiriukhin und Neuhaus, 2001). Die
Komplementationsergebnisse der ImbN-Mutanten wiirden diese Theorie sogar unterstiitzen,
da das Genfragment, das allein fiir die Carrierproteindomine kodierte, die Antibiotika-
Biosynthese ebenso wiederherstellen konnte wie das komplette ImbN;_gs-Gen. Jedoch
erscheint es nicht plausibel, dass eine Kondensation zwischen enzymgebundenem PPL und
l6slichem MTL alleine an LmbPCP in gerichteter Weise ablaufen sollte. Die Voraussetzungen
der Dcp- und LmbN-katalysierten Reaktionen sind dahingehend in entscheidender Weise
unterschiedlich, dass Lipoteichonséure ein Polymer mit vielen flir die D-Alanylylierung
gleichwertigen Hydroxylgruppen ist, wiahrend die Aminogruppe des monomeren MTLs mit
den im Molekiil vorhandenen Hydroxylgruppen konkurriert und somit einer viel strikteren
Substratbindung bedarf. Daher war es wahrscheinlich auch nicht gelungen, NDL aus MTL
und PPL in vitro durch die Enzyme LmbC und LmbN zu synthetisieren.
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2. Eine gerichtete Kondensation zwischen Thioester-gebundenem PPL und der
Aminogruppe des MTL kann nur dann ohne eine separate ,,Condensase* ablaufen, die die
eigentliche Verkniipfung der Untereinheiten katalysiert, wenn die die Aminogruppe
prasentierende Zuckeruntereinheit zumindest ebenfalls enzymgebunden vorliegt. Ein
entsprechender Mechanismus liegt nach Lauer et al. (2000) der Peptidbindungsbildung
zwischen Hydroxypyridylhomothreonin und einem Nucleosidbaustein in der Nikkomycin-
Biosynthese in Streptomyces tendae Tii901 zugrunde. Auch in der Nikkomycin-Biosynthese
konnte bislang noch keine Kondensationsdoméne identifiziert werden, allerdings sind beide
zu verkniipfenden Untereinheiten jeweils an ein PCP gebunden (vgl. Abb. 4-3 C). Ein
naheliegendes Polypeptid, welches die MTL-Bindung iibernehmen konnte, wire die mit dem
Carrierprotein fusionierte Isomerase-Doméne des LmbN, die ein typisches Zuckerbindemotiv
besitzt. Jedoch ist dieses Zuckerbindemotiv nur charakteristisch fiir Isomerasen, die
phosphorylierte Zuckermolekiile umsetzten. Uber die Eigenschaften des Bindemotivs
beziiglich beispielsweise thiomethylierter (MTL) Zucker ist nichts bekannt. Allerdings
widerspriache diese Hypothese den Ergebnissen aus den Komplementationsexperimenten der
ImbN-Mutante S. lincolnensis NDC9 (s. Kap. 3.5.4), wonach der Isomerase-Domine keine
Funktion in der Biosynthese zukommt. lhre ebenfalls postulierte Funktion in der MTL-
Synthese konnte hingegen durch eine andere, zweite Isomerase kompensiert werden. Die zur
Uberpriifung der ersten beiden Thesen generierten, rekombinanten E. coli- und S. lividans-
Stamme, die mit ImMbC und ImbN bzw. IMbPCP transformiert und deren Rohextrakte fiir die in
vitro NDL-Synthese eingesetzt wurden, konnten diese Annahmen nicht bestitigen. Die
Bildung von NDL konnte in keinem der wihrend dieser Arbeit durchgefiihrten in vivo und in
vitro Experimente nachgewiesen werden. Da davon ausgegangen werden muss, dass das
heterolog produzierte LmbC in allen Rohextrakten aktiv war, muss einer der darauf folgenden
Biosyntheseschritte unterbrochen gewesen sein. Der entscheidende Schritt kdnnte dabei z.B.
die Synthese der aktiven holo-Form des Carrierproteins gewesen sein. Es muss angenommen
werden, dass es in S. lincolnensis fiir das bifunktionelle LmbN-Protein ecine eigene,
spezifische PPTase gibt. Offensichtlich hatte die Konversion der apo- in die holo-Form bei
heterologer Expression nicht ausgereicht, um gentigend NDL durch die zellfreien Extrakte zu
bilden.

3. Ein Kondensationsmechanismus, der &hnlich demjenigen der NRPS verlduft (vgl.
Abb. 4-1 C) und neben den beiden Enzymproteinen LmbC und LmbN noch mindestens zwei
weitere Enzyme erfordern wiirde, ist nach wie vor am besten mit allen bisherigen Ergebnissen

vereinbar. Gene fiir ein MTL-bindendes Enzym (bzw. eine ,,MTL-Synthase®) und eine
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,»Condensase*“ konnten bislang jedoch im Imb-Biosynthesecluster noch nicht identifiziert
werden. Diese Condensase allein aufgrund ihrer Aminosduresequenz unter den potentiellen
Lin A-Biosyntheseenzymen zu identifizieren, ist derzeit unmdglich, da es keine
vergleichbaren Beispiele gibt; z.B. wurde keine typische Glykosyltransferase gefunden, so
dass auch die Einfithrung der Thiomethylgruppe am C1 der Lincosamin-Untereinheit noch
offen ist und in den Kondensationsschritt einbezogen sein kann. Fiir diese Hypothese spricht
u.a., dass fiir die Kondensation ein Komplex aus mehreren, reversibel dissoziierbaren
Untereinheiten verantwortlich sein konnte (Chung et al., 1997). Dariiber hinaus steht sie im
Einklang mit den Ergebnissen der phénotypischen Untersuchungen der Tn4556-
Transposonmutagenese (Chung et al., 1997), der Komplementationsexperimente, sowie den
in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zur in vitro NDL-Synthese.

Die Vermutung ist naheliegend, dass es neben LmbC und LmbN zusdtzlicher Komplex-
Komponenten bedarf, die die aktive NDL-Synthetase bilden (vgl. Abb. 4-1 A), denn damit
konnte nachvollziehbar argumentiert werden, warum die Beladung der holo-Form des
Carrierproteins mit [°H]-PPL nicht gelang. Die Beladung von autonomen PCPs in trans mit
aktivierten Aminosduren durch heterologe A-Domidnen war lange Zeit untersucht aber nicht
nachweisbar gewesen. Sie konnte selbst bei homologen A-Domédnen (gewdhnlich in cis
vorliegend) nur in wenigen Féllen und mit nur geringer Effizienz nachgewiesen werden
(Stachelhaus, et al, 1996; Weinreb et al., 1998). Das Blml des Bleomycin-
Biosyntheseapparates, in dem PKS und NRPS kombiniert vorliegen (Du et al., 2000), ist das
bisher einzige separat vorkommende PCP-Protein (Typ I), das heterolog aminoacyliert
werden konnte (Du und Chen, 1999): Blml wurde in vitro durch die nicht-komplementére
Valin-aktivierende A-Doméne desselben Organismus beladen. Unter den in vitro
Reaktionsbedingungen bei den Versuchen zur Aminoacylierung von LmbN mit PPL war das
Carrierprotein anscheinend nicht in der Lage mit LmbC Wechselwirkungen einzugehen, die
fiir eine physiologische trans Erkennung ndtig gewesen wéren. Beide Enzyme verhielten sich
so wie ein nicht verwandtes A-Doménen/Carrierprotein-Paar, so dass es zu keiner
nachweisbaren Bindung der aktivierten Aminosdure an das Triagerprotein kam. Allem
Anschein nach ist daher LmbN nur im intakten Komplex aktiv, oder aber die Proteine waren
in vitro inaktiv.

Dartiber hinaus ist es immer noch fraglich, ob freies MTL iiberhaupt das direkte Substrat der
Kondensation ist, oder ob ein z.B. kovalent enzymgebundener Metabolit der eigentliche
Reaktionspartner ist. Die bisher veroffentlichten Ergebnisse sind in dieser Hinsicht weder

eindeutig noch gut dokumentiert. Bei den Fiitterungsexperimenten (Argoudelis et al., 1965)
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war ein ernormer UberschuB an MTL im Fermentationsmedium notwendig, um in
sogenannten ,,ruhenden® S. lincolnensis-Zellen neben Lin A auch NDL zu akkumulieren. In
spiteren Experimenten, die zum Ziel hatten, ['*C]-markiertes NDL zu produzieren, wurde
eine Mutante eingesetzt, die weder fahig war MTL zu synthetisieren noch die N-Methylierung
des NDLs durchzufiihren. Auch bei diesen Experimenten war MTL in einem hohen
Uberschuss zugefiittert worden (Hausknecht et al., 1987). Beide Ergebnisse wurden darauf
zuriickgefiihrt, dass MTL schlecht in die Zellen aufgenommen worden war. Jedoch wurde der
MTL-Flux in die Zelle nie untersucht. Es wére daher ebenso denkbar, dass der nucleotid-
aktivierte Zucker dTDP-Lincosamin das natiirliche Substrat des Kondensationskomplexes ist
und die Thiomethylierung der anomeren Position erst im Komplex durch eine mit der

Condensase gekoppelte MTL-Synthase (vgl. Abb. 4-1 A; Abb. 4-6) erfolgt.

H,C.__OH
.. H3C\ NH, H3C\
3 XH ! X XH P
Hzé\ o UC/\ HzC/\ HZC/\
£H, oH, oH £H, CH,
MTL-Synthase I MTL-Synthase 1I MTL-Synthase 111 MTL-Synthase
i (X=0,8,N) / i ;(HZO)B
dTDP LmbN-PPL Met Homoserin
NDL

Abb. 4-6: Postulierter Mechanismus einer MTL-Synthase. (I) Bildung einer enzymgebundenen MTL-
Zwischenstufe; (II) Reaktion von MTL mit LmbN-gebundenem PPL in der NDL-Synthetase und
Freisetzung von NDL; (IIT) Regeneration der MTL-Synthase durch Verbrauch von Methionin als
Thiomethylgruppen-Donor.

Der postulierte Mechanismus der MTL-Synthase konnte die fiir die Kondensation essentielle
Bindung der Zuckeruntereinheit gewdhrleisten, indem als Zwischenprodukt ein ans Enzym
gebundenes MTL aus dTDP-Lincosamin gebildet wiirde. In einer derartigen Reaktion, in der
die MTL-Synthase in der von ihr katalysierten Reaktion ,,verbraucht* wird , indem sie die
Thiomethylgruppe eines Methioninrests iibertrdgt, miisste es einen gleichzeitig ablaufenden
Mechanismus der Regeneration der Methioninseitenkette geben. Moglicherweise wird die
Freisetzung des NDLs durch ein intramolekulares Nukleophil eingeleitet, so dass
anschliefend die Regeneration der MTL-Synthase durch Thiomethylgruppen-Transfer aus
Methionin stattfinden kann. Die Existenz einer derartigen MTL-Synthase mit dem dTDP-
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Lincosamin als Substrat wiirde erkldren, warum MTL fast nicht in NDL eingebaut wurde.
Entgegen den bisherigen Annahmen wire MTL in dem neu entwickelten Mechanismus des
Kondensationsprozesses kein Substrat der NDL-Synthetase.

Allerdings ist das Protein LmbF vermutlich eine ACC-Synthase (1-Aminocyclopropan-1-
carboxylat Synthase, E.C. 4.4.1.14; S-Adenosyl-L-methionin-Methylthioadenosin-Lyase), die
das fiir die Thiomethylierung an einer Transferase bendtigte Coenzym Methylthioadenosin

bereitstellen konnte.
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4.3 Perspektiven

Aus biokombinatorischer Sicht bot die Knock-out-Mutation in ImbC die Aussicht auf die
Synthese neuer Leitstrukturen, da die A-Doménen neben der designierten Aktivierungsfunk-
tion zusitzlich auch die Substratselektion iibernehmen. Somit wire es theoretisch moglich
durch heterologe Komplementation der ImbC-Mutante mit Genen anderer A-Doménen solche
Lincomycin-Derivate zu erhalten, die statt PPL andere Amino-, Hydroxy- oder
Carboxysduren besitzen. Dies hitte zur Voraussetzung, dass es auch mit den
,Fremdenzymen zur Bildung eines aktiven Synthetasekomplexes kommen wiirde. Da es
jedoch beim Zustandekommen eines aktiven NDL-Synthetase-Enzymkomplexes
moglicherweise wesentlich auf Protein-Protein-Wechselwirkungen ankommit, ist das Risiko
des Entstehens inaktiver Kondensationskomplexe sehr grol. Als Alternative wire der
Austausch einiger zentraler, die Spezifitit bestimmender Aminosdurereste der
Substratbindetasche (vgl. Abb. 4.3, Tab. 4-1) sinnvoll, um potentiell neue Leitstrukturen in
Vivo zu synthetisieren. Die Proteinoberflache stiinde ndmlich nach der Einfiihrung der nétigen
Mutationen weiter unverdndert fiir Protein-Protein-Wechselwirkungen zur Verfiigung. Erste
Erfolge mit diesem rationalen Ansatz, die Spezifitdit von A-Dominen in vitro und in vivo
durch selektive Mutation einzelner Aminosdurereste zu verdndern, gelangen bereits
Eppelmann et al. (2002). Dabei war es gelungen, durch Mutation eines einzelnen
Aminoséurerests (K,39Q) die Selektivitit der Glutamin A-Doméne in der Surfactin Synthetase
A in vitro so zu verdndern, dass sie zu einer Glutamat-aktivierenden Doméine wurde, ohne
dass die katalytische Effizienz beeintrichtigt war. Die erzielte Anderung der Enzymspezifitit
entsprach dabei genau den Erwartungen auf der Basis des Selektivitit-vermittelnden Codes
der Signatursequenz. Dariiber hinaus wurde eine B. subtilis-Mutante mit einem singuldren
Austausch (Hs3»E) im zweiten Modul der Surfactin-Synthetase B hergestellt, dessen
Substratspezifitidt von Aspartat zu Asparagin gedndert war und die tatsachlich in vivo das bis
dahin unbekannte Lipoheptapeptid [ Asn(5)]-Surfactin synthetisierte.

Biotechnisch ebenso interessant wére z.B. ein Lincomycin-Derivat, das aus der Verkniipfung
von MTL mit 4-Hydroxy-L-prolin hervorgehen wiirde, da die Hydroxylgruppe z.B. als Ether
oder Ester weiter funktionalisierbar wére. Hierfiir konnte zumindest LmbC durch
entsprechende Aminosédureaustausche in wenigen der in der Tabelle 4-1 genannten Substrat-
Erkennungspositionen umprogrammiert werden. Es konnte dazu z.B. ausreichen, den

Aminoséurerest Alazsg gegen einen polaren, sterisch anspruchsvolleren auszutauschen.
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Aus den oben genannten Griinden war die Identifizierung weiterer Untereinheiten der NDL-
Synthetase bisher unmdglich. Lin A-Biosyntheseproteine, die fiir diese beiden neben LmbC
und LmbN noch notwendigen Biosynthese-Funktionen in Frage kommen kénnten, sind LmbT
und LmbV. Beiden Enzymprodukten wurde bislang noch keine Funktion innerhalb der
Biosynsthese zugeschrieben und in den dazugehdrigen Genen fiihrte die Integration des
Tn4556-Transposons zu einem Phénotyp, der auf eine Unterbrechung der Kondensationsreak-
tion schlieBen lieB (Chung et al., 1997). Da es bislang noch nicht gelungen ist, die NDL-
Synthetase als intakten Enzymkomplex zu isolieren, konnte zukiinftig durch in vitro
Rekonstitution des Komplexes aus den iiberexprimierten Proteinen der Beweis fiir die

Beteiligung einzelner Komponenten erfolgen.
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