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EINLEITUNG 1

A. Theoretischer Teil

1 Einleitung

1.1 Naturstoffe als Quelle medizinischer Wirkstoffe

Bereits Uber Jahrhunderte hinweg vertraut der Mensch auf die Natur als Quelle fiir viele
Grundbediirfnisse wie Nahrungsmittel, Kleidung, Baumaterialien und — nicht zuletzt — als
Quelle fir medizinische Wirkstoffe. Hierbei bilden besonders Pflanzen die Grundlage von
traditionellen medizinischen Heilansdtzen. Auch wenn einige dieser therapeutischen Ansatze
manchmal als Irrglauben abgetan werden, stellt die (Heil-)Pflanzenkunde einen Uber
Jahrtausende gewachsenen Wissenschaftszweig dar. Als einer der ersten Erwdhnungen
kdnnen Berichte aus Mesopotamien genannt werden, die auf ca. 2300 v. Chr. datieren. Hier
wird von Olen aus Cedrus sp. (Zeder), Cupressus sempervirens (Zypresse) oder
Commiphora sp. (Myrrhe) berichtet.!” Bis heute werden diese Substanzen zur Behandlung
von Krankheitssymptomen, wie Husten oder Erkdltungen sowie parasitischen Infektionen
und Entziindungen eingesetzt. Anfangs standen nur die Effekte auf den Korper im Fokus, wie
die schmerzlindernde Wirkung der Weidenrinde (Cortex salicis) oder die narkotisierenden
Anwendung des Schlafmohns (Papaver somniferum). In der modernen Forschung wurden
diese aktiven Prinzipien als Reinsubstanz erhalten und charakterisiert: Salicylsdure (1) aus
der Weidenrinde bzw. Morphin (2) aus dem Mohn. Wo anfangs nur Pflanzen als
Wirkstoffquelle angenommen wurden, riickten ab der Entdeckung des antibakteriellen
Penicillins (3) aus dem Schimmelpilz Penicillium notarum im Jahr 1928 auch

Mikroorganismen in den Fokus der Forschung.
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2 EINLEITUNG

Naturstoffe leisten auf der Grundlage traditioneller Medizin auch heute bei Gber 80 % der
Weltbevolkerung einen entscheidenden Beitrag bei der Gesundheitsvorsorge.m Die
Bedeutung von Naturstoffen fiir therapeutische Anwendungen ist gut dokumentiert.?
Vergleicht man die Informationen Gber Quellen, aus denen neue Arzneimittel zwischen 1981
und 2007 gewonnen wurden, so zeigt sich, dass tGber 50 % der absatzstarksten Produkte auf
dem westlichen Markt Naturstoffe sind oder Naturstoffe als Leitstrukturen fur das
Wirkstoffdesign dienten.*

Der Bedarf an neuartigen Substanzen besonders vor dem Hintergrund schnell auftretender
Resistenzen ist unbestritten. Dabei nehmen die sekundaren Naturstoffe, d.h. Substanzen, die
fur die primaren Bediirfnisse eines Organismus und fiir sein Uberleben keine unmittelbare
Bedeutung haben, eine zentrale Stellung ein und entstammen ungewdhnlich komplexen
Biosynthesewegen. Das Potential von sekunddren Naturstoffen bei der Suche nach neuen
Wirkstoffen liegt in der oft (iberraschenden Strukturdiversitat, wobei der Einfallsreichtum
der Natur die menschlichen Ideen oft Gibersteigt und neue Leitstrukturen aus natirlichen
Quellen fur die Wirkstoffentwicklung liefert [5.61

Das Interesse an neuen Naturstoffstrukturen fir die Wirkstoffforschung hat bisher in den
meisten Forschungsarbeiten die Suche nach den ursdachlichen Zusammenhdngen der
mikrobiellen Sekundarstoffproduktion in den Hintergrund treten lassen. Das Bemihen,
Details Uber biologische Zusammenhange zu erfahren, kommt zu kurz. Fragen nach den
Okologischen Zusammenhangen des mikrobiellen Sekundarstoffwechsels, die vergleichende
Betrachtung des Habitats der Produzentenorganismen und die Charakterisierung der
gebildeten Substanzen standen meist nicht im Mittelpunkt. Nach dem heutigen
Kenntnisstand ist fiir die gefundenen Strukturen aus den unterschiedlichsten Quellen (u.a.
Pflanzen, Mikroorganismen, Invertebraten) kein ursachlicher Zusammenhang zwischen ihrer

Bl Wihrend fiir viele Sekundarstoffe

Bildung und ihrem therapeutischen Nutzen erkennbar.
aus Pflanzen ihr Nutzen fiir den Produzenten belegt werden kann (z.B. als Abwehrstoff gegen
FraRfeinde oder als Lockstoff fiir Insekten), gibt es fiir mikrobielle Sekundarstoffe (aus
Bakterien und Pilzen) kaum Untersuchungsergebnisse.

Fiir die enorme Vielfalt des mikrobiellen Sekundarstoffwechsels, besonders aus der Gruppe
der Actinomycetales, Pseudomonas ssp., der Myxobakterien oder Aspergillus als Vertreter
der Pilze werden unterschiedliche Ursachen diskutiert, die von einer ,Spielwiese der Natur”

(7]

bis hin zum evolutiven Prinzips des ,survival of the fittest” reichen."”" Dieses weite
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Diskussionsforum hat vor dem Hintergrund der Aufklarung des Gesamtgenoms von
Produzentenstammen neue Aktualitdt gewonnen: Die Genome enthalten ungeahnt viele
Informationen Uber bisher nicht erschlossenes Potential einer neuen Strukturdiversitat,
wobei die Regulationsmechanismen zur Realisierung dieser neuen Metaboliten bisher kaum
verstanden werden. AuRerdem gibt der Vergleich der Genome verschiedener Spezies vollig
neue Impulse zu Fragen des Gentransfers zwischen Mikro- und Makroorganismen,

besonders auch fiir die Bildung von Sekundérstoffen.®?!

Aufgrund der Tatsache, dass mittlerweile mehr als 150 000 Naturstoffe bekannt sind, ist die
Wahrscheinlichkeit, eine bereits bekannte Substanz zu finden, relativ groR geworden.
Zurzeit bemiiht sich die Forschung intensiv um neue Suchstrategien und die optimale
Nutzung natirlicher Ressourcen. Viel Aufmerksamkeit wird neuen biogenen Quellen
gewidmet, wie Extremstandorte (u.a. heiBe Quellen, Antarktis), marine Habitate (wie
Schwamme, Invertebraten) oder symbiotische Lebensgemeinschaften (z.B. Mikroorganismen
an/in Insekten und Pflanzen). Die wenig untersuchten marinen Organismen lieferten in
letzter Zeit zahlreiche neuartige Strukturen.''® Hochst evident ist jedoch das Problem der
Ausbeutung der knappen Ressourcen empfindlicher Habitate, da z.B. Methoden zur
Laborproduktion von Stoffen aus Schwammen fehlen (,sustainable development’)
(s. folgendes Kapitel).

Eine zweite Strategie beruht auf der intensiven Bearbeitung von ,gut handhabbaren”
Organismen, die durch Variation der Kultivierungsparameter (OSMAC-Methode — ,One-

’)[11’12] eine Vielzahl von neuen Produkten zugénglich machen. So

Strain-Many-Compounds
konnte beispielsweise anfangs nur ein Metabolit, Aspinonen (4), aus Aspergillus ochraceus
DSM7428 als Hauptmetabolit mit Ausbeuten von 8 mg/L identifiziert werden.*® Durch
Variation der Kultivierungsbedingungen und detaillierte Analyse des Metabolitenspektrums

wurden 15 neue Sekundarstoffe (u.a. 5-7) isoliert, teilweise mit Ausbeuten von 94 mg/L.[l‘”

Hoe OH HO,, 9 HO o9 C)HOH
© OH OH W07 N0 O
6 7
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4 5



4 EINLEITUNG

Die Fortschritte in der Genetik machen eine dritte Strategie reizvoll, wobei bekannte
Naturstoff mithilfe genetischer Methoden nach dem Verfahren der ,Kombinatorischen

[15,16]

Biosynthese’ zu ,unnatirlichen Naturstoffen” fiihren sollen. Vollig neuartige

Grundstrukturen sind mit letzterer Strategie allerdings nicht zu erwarten, ihr biologisches

Wirkpotential ist haufig noch unbekannt.!*”!

Bei Versuchen einer Einteilung der Naturstoffe, die eine hohe strukturelle Diversitat
aufweisen, hat sich neben biologischen und chemischen Methoden vor allem die
biogenetische Klassifizierung bewahrt. Die Biogenesequellen des Primarstoffwechsels
(Zucker-, Carbonsdure-, Aminosaurepool) liefern die Bausteine flir bestimmte
Sekundarmetaboliten. Grundlegende Einblicke in die Biosyntheseablaufe eines Produzenten
kénnen die Einordnung der Organismen in den natirlichen Zusammenhang voranbringen.
Fiir bisher unbekannte Metaboliten, deren chemische Struktur neuartig ist, sind
Biogeneseuntersuchungen die Grundlage fir Fermentationsoptimierungen und zur
Einordnung in Strukturklassen. AuRerdem gewinnt man erste Hinweise zu Fragen der
Regulation und der 6kologischen Bedeutung dieser Stoffe.

Die moderne Biosyntheseforschung bedient sich neben molekularbiologischen Methoden
vor allem organisch-chemischer und spektroskopischer Methoden. Die Anwendung
BC-markierter Vorlaufer fir Biogeneseuntersuchungen ist deshalb so vorteilhaft, weil ein

erfolgreicher Einbau im Zielmolekil direkt aus *C-NMR-Experimenten hervorgeht.

1.2 Naturstoffe aus ,,Microcommunities” — Heilpflanzen als Wirkstoffquelle

Wenig Aufmerksamkeit fand bisher die Lebensgemeinschaft von Pflanzen und erfolgreichen
Sekundarstoffproduzenten, obwohl deren Anpassung an einen bestimmten Lebensraum fir
eine  ungewohnliche  Spezialisierung und damit einen sehr individuellen
Sekundarstoffwechsel sprechen. Hierzu wird derzeit begonnen, systematische
Untersuchungen von Okosystemen unter Einbeziehung ihrer Mikrohabitate sowie deren
Wechselwirkungen aufzuklaren. Der Vergesellschaftung mit den Pflanzen sollte eine
natirliche Kommunikation zugrunde liegen, die zu spezifisch wirksamen Stoffen fiihren
musste.

Als Beispiel zur ,Lebensgemeinschaft” zwischen Pflanzen und begabten Sekundarstoff-

produzenten sind hier die Interaktionen zwischen phytopathogenen Actinomyceten und
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Kartoffeln zu nennen. Auch hier scheint die bakterielle Pathogenitat stark vom individuellen
Sekundarstoffwechsel abhdngig zu sein. Eingehende Untersuchungen zur Biosynthese durch
mikrobiologische und molekulargenetische Studien zeigten einen direkten Zusammenhang

zwischen Pathogenitdt und der Produktion des

NO,

Phytotoxins Thaxtomin A (8). Bei weitergehenden
Untersuchungen zur Regulation der Thaxtomin-

produktion konnte ein fein justiertes Netz an

Einflussfaktoren aufgezeigt werden.*®!

Dagegen werden traditionelle Arzneipflanzen hinsichtlich
ihrer therapeutischen Anwendung ungleich wenig intensiv
untersucht.!* Beispielsweise  beschaftigte sich  eine
japanische Arbeitsgruppe mit mikrobieller Kontamination
und mit der Isolierung des Mykotoxins Aflatoxin (9) aus

Aspergillus  flavus auf traditionellen  Arzneipflanzen

[20]

Indonesiens, jedoch ohne chemisch-analytische Weiterbearbeitung.

Um eine Losung flir das mehr und mehr aufkommende Problem ,groRe Bemihungen —

«l211 5 finden, orientieren sich immer mehr Forscher an traditioneller

weniger Wirkstoffe
Medizin als Ideengeber fiir neuartige Wirkstoffe. Allerdings liegt das Problem in
traditionellen Heilmitteln oftmals darin begriindet, dass nicht eine Einzelkomponente eine
biologische Aktivitat besitzt, sondern Synergie-Effekte der Komponentenmischung
ausschlaggebend sind.?? In einem Verstindnis dieser Synergie liegt also ein moglicher

Schlissel zu neuartigen, aktiven Substanzen.

In den letzten Jahren hat die westliche Welt zaghafte Kenntnis der Traditionellen

[23,24,25) parallel

Chinesischen Medizin (TCM) als Quelle fiir potentielle Wirkstoffe genommen.
dazu nahm auch die Ubernahme der TCM auf weitere gesundheitliche Konzepte der
westlichen Welt zu.!*®! Die TCM besitzt eine lange Geschichte und beschaftigt sich neben den
eigentlichen Arzneimitteln aus der Natur auch mit deren Theorie und Methodologie. Sie wird
in China als hohes kulturelles Erbe angesehen. Der urspriingliche chinesische Bezeichnung

,ben cao’ rihrt von der Quelle der meisten Heilstoffe her: Pflanzen.



6 EINLEITUNG

Natirlich kam es durch diesen Austausch der Kulturen auch zu einer Ubernahme von — aus
Chinas Sichtweise — ausldandischen Heilpflanzen und Krautern. Gebrduchliche Mittel sind hier
z.B. Aloe, Myrrhe, Fenchel, Knoblauch oder Nelken.”?”! Besonders eine Mischung dieser
Heilansatze fiihrte zu wirksamen Arzneimitteln. Vor gut 80 Jahren kombinierte Z. XI-CHUN das

Ill

westliche ,Allheilmittel” Aspirin mit Gypsum fibrosum, einer TCM Heilpflanze. Diese
Mischung wurde beispielsweise bei fieberhafter Arthritis eingesetzt.[zs] Eine weitere in China
gegen Arthritis verwendete TCM-Pflanze ist Radix et Rhizoma Tripterygii; sie gehort jedoch
auch zu den toxischsten aller TCM-Pflanzen.!?®! Das daraus isolierte Triptolid (10) oder das
Celastrol (11) stellen vielversprechende Immunosuppressiva bzw. Antiphlogistika
(Entzindungshemmer) dar. Allerdings ist ein medizinischer Einsatz aufgrund starker
Nebenwirkungen bisher nicht méjglich.m] Generell liegt der Heilansatz der TCM aber auf
Synergie-Effekten der eingesetzten Komponenten. Das Pionierwerk der TCM ,Prescriptions
for Fifty-two Diseases’ (ca. 300 v. Chr. erstellt) beschreibt fiir ein Heilmittel beispielsweise

eine Mischung von ein bis zwei Komponenten. In einem Folgewerk hatte man die Wirkung

grofRerer ,Komponenten-Cocktails“ erkannt; hier wurden bereits vier bis sieben

[29]

Komponenten fir ein Heilmittel beschrieben.

Der Bedarf an Heilpflanzen steigt. Dies liegt einerseits an der wachsenden Weltbevolkerung
als auch an der Rickbesinnung auf die erwdhnte Naturheilkunde. All dies fihrte zu der
Auffassung, dass wirklich neuartige Naturstoffe besonders dann zu finden sind, wenn man
immer haufiger sehr sensible oder seltene Habitate erschopfend beprobt. Die Sammlung des
natiirlichen Materials erfolgt jedoch in den meisten Fallen nicht nachhaltig. Dieses Problem
des groBen Bedarfs an neuen Wirkstoffen unter Nutzung von nicht-regenerativen
Ressourcen gilt es zu l6sen. Ein Ansatzpunkt bieten ,begabte” Mikroorganismen, welche
zumeist im Labor unbegrenzt oft zu kultivieren sind und daher als unerschopfliche Quelle zur

Produktion von Substanzen genutzt werden kdnnen.
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Systematische Untersuchungen flr die Sekundarstoffbildung von ,begabten” Bakterien
pflanzlicher Habitate gibt es zur Zeit allerdings nur vereinzelt. Es lasst sich nur annehmen,
dass viele der isolierten und in den Labors genutzten Bodenbakterien z.B. aus
Wurzelbereichen von Pflanzen isoliert wurden, den 6kologischen Zusammenhéangen wurde
jedoch bisher wenig Bedeutung beigemessen.

Von einigen Pilzen, die als Endophyten mit hoheren Pflanzen vergesellschaftet sind, gibt es
hingegen einige wenige Beispiele fir einen aktiven Sekundarstoffwechsel. In der Literatur
sind beispielsweise Metaboliten aus Endophyten beschrieben, wie das antifungisch
wirksame CR377 oder die Tetramsdure Cryptocin (12), die eine antimycotische Aktivitat
gegen den Reisschadling Pyricularia oryzae aufweist.®Y Der bisher am meisten beachtete
Metabolit eines Endophyten ist Paclitaxel (13), der Wirkstoff des Cytostatikums Taxol, der
zuerst aus der Rinde der pazifischen Eibe Taxus brevifolia isoliert wurde und seit 1982
klinische Anwendung findet. Die Gewinnung des Stoffes in extrem geringen Mengen aus der
Eibenrinde st Okologisch sehr bedenklich. Taxol wird heutzutage haufig auf
semisynthetischem Weg aus Baccatin Ill gewonnen. Baccatin Il allerdings muss ebenfalls
sehr kostspielig und aufwandig aus den Nadeln von Taxus sp. isoliert werden."®” 1993 fand
man einen endophytischen Pilz, dessen Kultivierung die bisherige Produktionsweise ablésen
konnte.*® Bis heute sind jedoch alle Alternativen in der Durchfiihrung zu komplex oder
fihren nur zu geringen Ausbeuten an 13. Neue Hoffnung wachst aus einem Ansatz von 2009,

der die Gewinnung von Taxol aus dem endophytischen Pilz Gliocladium sp. — isoliert aus

[34]

Taxus baccata — beschreibt.
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Aus diesen Griinden rlickt ein neuer Aspekt in die Zielsetzung der Naturstoffforschung: Das
Auffinden von Sekundarstoffproduzenten in der Mikroumgebung traditionell genutzter

Pflanzen.!®!

Dieser Ansatz wird auch als ,ethnobotanischer Ansatz’ beschrieben.
Ethnobotanik ist eine Wissenschaft mit dem Ziel, historisch gewachsene Heilansatze und
Heilmethoden zu untersuchen und die Erkenntnisse Uber die medizinische Pflanze in
Wirkprinzipien zu Ubersetzen. Dabei ist ein moglicher Weg zu einem aktiven Naturstoff in
mehrere Schritt gegliedert: 1. Auswertung von ethnobotanisch untersuchten Heilpflanzen,
2. Isolierung assoziierter Mikroorganismen, 3. Analyse des Wirkprinzips bzw. der
Wirkmolekile (auch aus Mikroorganismen), 4. Beschaffung der Wirkmolekiile in gréRerem
MalRstab, 5. Untersuchung der Wirkung in vitro/in vivo, 5. Finale Entwicklung des
medizinischen ,,Rohstoffs”.

Dieses einfach anmutende Prinzip ist jedoch bis heute nicht in einem groRRen Ansatz speziell
in Hinblick auf Mikroorganismen von Heilpflanzen beschrieben worden. In einem Programm
mit dem Ziel assoziierte Mikroorganismen tropischer (Heil-)Pflanzen zu isolieren und auf ihre

[36

Sekundarstoffproduktion zu untersuchen konnten erste Erfolge berichtet werden. I'so ist

beispielsweise der Pilz Pestalotiopsis microspora als haufiger Endophyt von tropischen
Regenwaldpflanzen anzutreffen. Je nach Habitat wies der Pilz ein anderes
Metabolitenspektrum auf, was auf eine direkte Beziehung zum Wirt schliefen ldsst. In
einigen Stammen dieser Spezies konnte ein hochfunktionalisiertes Cyclohexenon (14)

[37

nachgewiesen werden, welches eine starke antifungale Aktivitat besitzt. Vn einer kirzlich

entdeckten Pestalotiopsis Spezies, P. jesteri, welche in einem Flussgebiet Papua-Neuguineas
vorgefunden wurde, zeigt das strukturell verwandte Jesteron (15) eine starke Aktivitdt gegen

pflanzenpathogene Pilze.l%®!

= 7~ ~COOH z =
HO

W W

Olln

H 14 OH 15

Wenn man sich vor Augen fiihrt, dass jede der bisher 300000 beschriebenen
Pflanzenspezies nur einen Endophyten oder assoziierten Mikroorganismus beherbergt, birgt
die Welt der Mikroorganismen noch eine enorme Vielzahl an biologischer und chemischer
Vielfalt, die als Quelle fiir potentiell aktive Naturstoffe genutzt werden kann.®? Ein

nachhaltiger Umgang mit dieser ,natiirlichen Apotheke” ist dennoch unumganglich.
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2  Aufgabenstellung

In dieser vorliegenden Arbeit werden sowohl mikrobiologische als auch molekulargenetische
Schwerpunkte im Bereich der Erforschung mikrobieller Sekundarstoffe behandelt. Dabei
gliedert sie sich in drei Teilgebiete, welche jeweils bestimmten Aspekten der modernen

Naturstoffforschung gewidmet sind:

Thema des ersten Teils ist, Mikroorganismen erstmals aus pflanzlichen Mikrohabitaten der
Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM) zu isolieren und als Wirkstoffproduzenten in
Kultur zu nehmen. Ausgewahlt wurden die als ,begabte Produzenten” eingestuften
Actinomyceten und Pilze. Die isolierten Mikroorganismen wurden einem breiten chemischen
und biologischen Screening unterzogen, um eine Auswahl produktiver Stamme und
geeigneter Kultivierungsparameter treffen zu konnen. Aus den anschlieRenden
Fermentationen galt es, neuartige mikrobielle Sekunddarmetaboliten zu isolieren, in ihrer
Struktur aufzuklaren und in ausreichender Menge der biologischen Aktivitatsprofilierung zur
Verfliigung zu stellen. An ausgewahlten Sekundarmetaboliten sollten auf Grundlage von

»klassischen” Futterungsexperimenten Hypothesen zu deren Biosynthese formuliert werden.

Die Untersuchungen zur Biosynthese der Plecomakrolide Bafilomycin A; (16) und B; (17) aus
Streptomyces griseus 3822-14F bilden das zweite Thema dieser Arbeit. Im Rahmen der
Dissertation von T.SCHUHMANN wurden hierzu bereits erste Experimente durchgerhrt.MO]
Dabei fielen zwei C,-Einheiten im Molekil auf, welche als ,ungewdhnlich methoxylierte
Einheiten” beschrieben wurden. Es galt, Isotopen-markierte Vorldufer einzusetzen, um die
bisher formulierte Biosynthese-Hypothese dieser ,,ungew6hnlichen Einheiten” fir 16 und 17

zu Uberprifen und mit der fiir das strukturverwandte Concanamycin A (18) zu vergleichen.

e

(D

oM

@)
<

Bafilomycin A, (16) % 33 Bafilomycin B, (17)
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Ein 2,4-substituiertes Furan (19) konnte von T.SCHUHMANN als Nebenprodukt von
Flitterungsversuchen mit isotopenmarkiertem Glycerin isoliert COOMe
werden. Im Fokus dieser Arbeit standen die Produktionssteigerung \

von 19 und Studien zu dessen biosynthetischen Ursprung mittels MeOOC™ >4 19

Vorlaufer-dirigierte Biosynthese.

Des Weiteren beschaftigt sich diese Arbeit mit molekulargenetischen Untersuchungen zur
Identifizierung des Biosynthesegenclusters von Collinolacton (20) aus dem Bakterium
Streptomyces sp. Go 40/10.[41] Das aus diesem Stamm isolierte Cyclodecatrien Collinolacton
(20) eroffnet mit seinem 7-10-6 Ringsystem eine neue Klasse an Sekundarmetaboliten.
L. HOFFMANN formulierte auf Grundlage von Fitterungsexperimenten eine Hypothese zur
Biosynthese von 20. Demnach folgen der Polyketid-Biosynthese, welche durch eine
Polyketidsynthase vom Typ | (PKSI) vermittelt werden soll, noch weitere post-PKS
Modifikationen. Einer dieser Reaktionsschritte wurde als Baeyer-Villiger Oxidation
postuliert.[‘u] Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Untersuchungen zum Auffinden des
Biosynthesegenclusters mit Hilfe der zugehoérigen Baeyer-Villiger Oxygenase (BVO)
fortgesetzt werden. Unter Verwendung molekularbiologischer Arbeitstechniken sollten

Vorarbeiten mit dem Fernziel des Designs einer BVO-spezifischen Sonde geleistet werden.
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3

3.1

3.1.1

Naturstoffe aus Mikroorganismen neuer pflanzlicher Habitate

Isolierung von Mikroorganismen und Stammauswabhl

Chinesische Heilpflanzen als Quelle neuer Mikroorganismen

Das Pflanzenmaterial, welches als Quelle der hier studierten Mikroorganismen diente,

stammt aus der Stadt Harbin im Nordosten Chinas (Heilongjiang Provinz). Das dortige

kontinental-sibirische Klima hat einen entsprechenden Einfluss auf die Vegetation.

Alle Pflanzen wurden vor Ort nach dem ethnobotanischen Ansatz ausgewahlt; es handelt

sich hierbei ausnahmslos um Pflanzen, welche in der chinesischen Heillehre verwendet

werden. Die Pflanzen wurden gemeinsam mit M. WINK (Universitat Heidelberg)i ausgewahlt

und unter sterilen Bedingungen gesammelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier Pflanzen als Quelle der Mikroorganismen ausgewahlt:

Caltha palustris sibirica Regel: Diese Pflanze wird in Deutschland als Dotterblume
(Familie Ranunculaceae) bezeichnet. In China ist sie unter dem Begriff =fnIpgsEs
(san jiao ye lu ti cao)[42] bekannt und soll duRerlich angewandt z.B. gegen Bronchitis
helfen.

Crataegus pinnatifida Bge.: Die Gattung WeiRdorn (Crataegus) zahlt zur Familie der
Rosengewiéchse. In der chinesischen Medizin werden die getrockneten Bliiten,
Blitter und Friichte von f& (shan zha)*® als Tee oder alkoholischer Auszug bei
Herz- und Kreislaufstérungen angewendet, weshalb der WeiRdorn auch die
Bezeichnung Herzpflanze tragt. Oligomere, Procyanidine und Flavanoide sind
bekannte Inhaltsstoffe.!*¥

Filipendula palmata (Pallas) Maximowicz: Dieses Rosengewachs (Rosaceae) tragt den
deutschen Namen (sibirische) MaddesiR und ist ein typischer Vertreter der Flora in
der Heilongjiang Provinz. Seine chinesische Bezeichnung t+#& (wen zi cao)[45]

%81 Einige Quellen bescheinigen

deutet auf eine mogliche Wirkung gegen Insekten.
F. palmata eine Anwendung in der TCM, wobei sie als bittere, kiihlende Heilpflanze
beschrieben wird. MadesuR — speziell Kraut und Bliten — enthalten Gerbstoffe, die
adstringierend, antibakteriell und keimtétend wirken. Die nachgewiesene
Salicylsdure erklart ihre Nutzung bei rheumatischen und entziindlichen

Beschwerden.!*

An dieser Stelle danke ich M. WINKk fir die Unterstiitzung bei der Auswahl und Bestimmung des

Pflanzenmaterials.
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e Viola alisoviana Kiss.: Ein Veilchengewachs (Violaceae), welches im Deutschen auch
als Viola bezeichnet wird. In der chinesischen Medizin konnten aufgrund dieser
Klassifizierung zwei Spezies zugeordnet werden: Viola mandshurica (=1LE3%, dong
bei jin cai) bzw. Viola philippica var. philippica (5t T [[F25#], zi hua di ding [yuan

) [47

bian zhong] Viola sp. als Tee oder Tinktur angewandt sollen heilende Wirkung bei

Juckreiz und sogenannter Herbst-Kilte zeigen.[44]

Insgesamt konnten 51 Bakterienstimme (Actinomyceten) und 20 Pilze aus diesen Pflanzen
isoliert werden, die aufgrund ihres differenzierten Erscheinungsbildes (Wachstum, Mycel,
Agarfarbung) als jeweils eigene Spezies vermutet wurden, wobei eine taxonomische
Einordnung zunéachst ausblieb. Die Bakterien wurden von Oberfliachen der Pflanzen nach
einem im Arbeitskreis etablierten Protokoll isoliert (vgl. Kapitel 8.1) und sind daher als

assoziiert zu bezeichnen. Die Pilze wurden nach einer Methode zur Isolierung von echten

endophytischen Organismen gewonnen.

3.1.2 Chemisches Screening

Fir eine effiziente Suche nach neuen aktiven Naturstoffen wurden verschiedene, in der
Forschung bewadhrte Verfahren angewandt. Durch das sogenannte chemische Screening soll
der ,metabolische Fingerabdruck” eines Stammes in seiner ganzen Breite zuganglich
gemacht werden, um dessen Potential abwagen zu kénnen. Im Gegensatz zum biologischen
Screening ist dieses Verfahren a priori nicht mit der biologischen Aktivitdt der Metaboliten
verknlpft. Anfang der 70er Jahre nutzten Yaai et al. die Dinnschichtchromatographie und
Sprihreagenzien, die zu einer warmevermittelten Farbreaktion fihrten, zur Identifizierung
von Sekundéarstoffen auf Basis von Purin- und Pyrimidinbasen.[48] Der Begriff und die

Anwendung des chemische Screenings als solches wurden von den Arbeitsgruppen von

[49,50 [51] [52]

A. ZEECK ! H. Z&HnerPY sowie S. OMURA ausgearbeitet und gepragt. Hierbei liegt das
Augenmerk auf chromatographischen Trennmethoden und den physikochemischen
Eigenschaften der Metaboliten. Eine Detektion erfolgt (iber Polaritat (R-Werte) und
Eigenfarbe der Substanzen, UV-Loschung sowie Anfdrbeverhalten durch Spriihreagenzien.
Die eigene Erfahrung bei der Bewertung von Experimenten mit
Diinnschichtchromatographie und Spriihreagenzien ist hier von hoher Bedeutung.

Durch Einbezug gekoppelter Trenn- und Analyseverfahren (HPLC-MS, HPLC-NMR) ist diese

Methode, besonders im Rahmen des industriellen High-Throughput-Screenings (HTS),
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53,54 Hierbei ist der

weiterhin ein wichtiges Werkzeug bei der Erforschung von Naturstoffen.
Einsatz groRer und damit kostenspieliger, spezifisch abgestimmter Datenbanken von

herausragender Wichtigkeit.

Um das Biosynthesepotential eines Stammes moglichst auszuschopfen, wurde das OSMAC-
Verfahren (One Strain — Many Qompunds)m'm dem chemischen Screening zugrunde gelegt.
Der OSMAC-Ansatz geht von der Beobachtung aus, dass einzelne Sekundarstoffproduzenten
mehr Metaboliten bilden kdnnen, als sich bei der Untersuchung von Rohextrakten nach
Kultivierung in nur einem Medium erkennen lasst. Somit flhrt die Fermentation von
Stammen unter Vvielfaltigen Kultivierungsbedingungen haufig zu einer erheblichen

Erweiterung des Substanzprofils eines einzelnen Stammes.

Durchfiihrung: Die Kultivierung der Mikroorganismen fand im Rahmen dieser Arbeit parallel
in vier unterschiedlichen Nahrmedien statt. Bei den Actinomyceten (je 2x 50mL
Schittelkultur) wurde neben den haufig im chemischen Screening verwendeten Medien M2
(Malz-Hefe-Glucose), HF (Hafer), SM (Soja-Mannit) und SGG (Starke-Glucose-Glycerin) ein
neues Medium aus Mikroalgen (Spirulina) eingesetzt. Ziel war es, durch Verwendung von
Spirulina ein moglichst Pflanzen-dhnliches Medium zu schaffen. Allerdings fihrte die
Kultivierung in  diesem Medium zu keiner sichtbaren VergroBerung des
Metabolitenspektrums, weshalb nach einigen Versuchen nur noch die im Arbeitskreis
etablierten Medien M2, HF, SM und SGG Verwendung fanden. Die jeweiligen
Fermentationsansdtze wurden nach 72 bzw. 96 Stunden aufgearbeitet. Die
Kultivierungsdauer orientierte sich am pH-Wert, welcher zum Erntezeitpunkt mehr als 6.0
betragen sollte. Eine Aufarbeitung erfolgte bei allen Proben nach dem gleichen Verfahren
(s. Abbildung 1). Insgesamt wurden 20 Actinomyceten-Stamme untersucht, die aufgrund
unterschiedlichen Mycelbewuchses, Farbstoffbildung oder Exudat-Produktion ausgewahlit
wurden.

Die endophytischen Pilze wurden sowohl in Schittelkulturen (2x 300 mL Medium) als auch
in Ruhekulturen (2x 1L Medium) fermentiert. Dabei fanden die Medien NL 1158, BM
(Biomalz), G20 und SGG Verwendung. Alle Schittelkulturen wurden nach sechs Tagen
aufgearbeitet, die Ruhekulturen nach 28 Tagen. Eine Aufarbeitung erfolgte bei allen Proben

gemald Abbildung 1. Es wurden vier Stamme endophytischer Pilze untersucht.
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[ Kulturbrihe ]

Fitration
Kultur-
filtrat
Extraktion mit Extraktion mit
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(Kulturfiltrat) (Mycel)

Abbildung 1: Aufarbeitungsschema der Kulturen im chemischen Screening.

Die erhaltenen Extrakte wurden diinnschichtchromatographisch aufgetrennt (HPTLC,
Chloroform/Methanol 9:1). Die Visualisierung der Metabolite erfolgte unter UV-Licht
(254 nm und 350 nm) sowie durch Behandlung mit den Anspriihreagenzien Anisaldehyd
(Farbreaktionen u.a. bei Zuckern, Steroiden, Terpenen), Ehrlichs-Reagenz (Farbreaktionen
u.a. bei Aminen und Furanen) und Orcin (Farbreaktion bei Zuckern).

An dieser Stelle erfolgte eine Einstufung der Stamme, ob eine Kultivierung im grofReren
Malstab stattfinden sollte. Anhaltspunkte hierzu stellten Anzahl und Intensitdt anfarbender
Zonen auf dem Diinnschichtchromatogramm dar. Es wurde jedoch nicht die Isolierung und
Charakterisierung des gesamten Metabolitenspektrums verfolgt, sondern nur einzelne, gut
zu detektierende Substanzen selektiert. Eine derartige Auswahl beruht auf Erfahrungswerten
und ist daher teilweise als subjektiv zu betrachten. Eine Ubersicht (iber die Ergebnisse des
chemischen Screenings aller untersuchten Stamme befindet sich im Anhang (Kapitel 11.2).
Ausgewdhlte Rohextrakte wurden im Anschluss einem biologischen Screening unterzogen.
Es wurde jedoch entschieden, dass dies auf die Auswahl zur Kultivierung im grofReren

Malstab zunachst keinen Einfluss hatte (s. folgendes Kapitel).

3.1.3 Biologisches Screening

Die Bewertung von Naturstoffen bzw. Extrakten orientiert sich beim biologischen Screening
an Wechselwirkungen zwischen untersuchter Substanz und eingesetzten Testorganismen.
AusschlieBSlich aktive Substanzen bzw. Extrakte werden daraufhin gereinigt und charakteri-

siert. Ein derartiges Screening auf der Basis antagonistischer Beziehungen brachte fir die
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Antibiotikaforschung bahnbrechende Resultate mit sich: Herauszustellen sind an dieser

551 und

Stelle die Arbeiten an Mikroorganismen aus Erdproben von S.A. WAKSMAN
H. A. LECHEVALIER™®. Das Screening von Actinomyceten nach ihrer antibiotischen Wirkung
fihrte 1940 zu der Entdeckung von Actinomycin. Weitere potente Antibiotika, wie
Streptomycin (1943) und Neomycin (1948) konnten auf diesem Wege isoliert werden.>”>®
1952 wurden die Arbeiten WAKSMANS zu Streptomycin mit dem Nobelpreis geehrt. Auch im
Bereich des biologischen Screenings wird heute hdufig auf High-Troughput-Screening
gesetzt. Hierbei werden beispielsweise Naturstoffbibliotheken gezielt auf bestimmte
Aktivitaten analysiert.[Sg]

Trotz aller Erfolge birgt dieser Ansatz auch das grofRe Risiko falsch positiver bzw. falsch
negativer Ergebnisse. Vor allem das Auffinden bereits bekannter, hochpotenter Naturstoffe,
die in ihrer Wirkung besonders auffallig sind, ist durchaus haufig. Viele Naturheilmittel sind
komplexe Substanzgemische und entfalten ihre Wirkung nur durch synergistische Effekte der
Einzelkomponenten. Somit fihrt eine Isolierung von Einzelkomponenten manchmal zu
einem Rickgang der zuvor beobachteten Aktivitdt. Des Weiteren kann ein als ,nicht aktiv”
beurteiltes Extrakt dennoch aktive Substanzen enthalten, die wahrend des Screenings im
Extrakt in nicht ausreichender Menge vorlagen.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte ein Test der im chemischen Screening gewonnenen
Extrakte auf ihre antimikrobielle bzw. antifungische Aktivitdt. Die Untersuchung erfolgte als
Plattendiffusionstest; eine Aussage Uber die Aktivitat der Extrakte wurde Uber die GrofRe der
Hemmhofe (Tabelle 1) im Vergleich zu Hemmhofen bekannter Antibiotika bzw. Antimykotika
(Tabelle 2) getroffen.

Zusatzlich wurden ausgewadhlte Extrakte an die BASF AG geleitet. Dort fand eine Beurteilung
hinsichtlich einer fir den Pflanzenschutz relevanten biologischen Aktivitdt statt. Die
Substanzen wurden in Mikrotestsystemen auf eine hemmende Wirkung gegen
phytopathogene Pilze und schadigende Insekten gepriift. Bei groReren Probenmengen
erfolgte zusatzlich eine Testung in vivo (Gewdchshaus-Test). Biologisch aktive Extrakte
wurden mittels HPLC aufgetrennt und die einzelnen Fraktionen hinsichtlich ihrer

biologischen Aktivitdt erneut untersucht. Die Korrelation zwischen Retentionszeit und

Aktivitat kann so fur eine spatere Isolierung der Metaboliten genutzt werden.
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3.1.4 Ergebnisse des Screenings und Stammauswahl

Insgesamt wurden wahrend des chemischen und biologischen Screenings 20 assoziierte
Actinomyceten und vier endophytische Pilze untersucht. Durch Kultivierung in
unterschiedlichen Nihrmedien konnte ein Uberblick {iber einen GroRteil des
Metabolitenspektrums gewonnen werden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass vor
allem  Kultivierungen in den Nahrmedien M2 und SM zu Zonen im
Diinnschichtchromatogramm (DC) fuhrten, welche als ,interessant” beurteilt wurden. Fast
alle Fermentationen im Medium SGG zeigten ein dichtes Metabolitenspektrum im DC,
welche z.T. auf Substanzen aus dem komplexen Medium zurickzufiihren waren. Besonders
viele fluoreszierende Zonen (bei 350 nm) konnten nach Kultivierung in SGG detektiert
werden. Durch Erfahrungswerte lasst sich allerdings davon ausgehen, dass es sich hierbei
meist um Minderkomponenten — d.h. Metaboliten in Konzentrationen << 1 mg/L — handelt.
Eine Kultivierung in Hafer-Medium (HF) musste aufgrund des langsamen Wachstums der
meisten Stamme in diesem Medium haufig fir vier Tage durchgefiihrt werden. Dennoch lag
der pH-Wert am Ende oftmals unter einem Wert von 6.0. Moglicherweise war das Medium
zur Fermentation der untersuchten Stdmme weniger geeignet. Dieses spiegelte sich im DC
auch in einem , diinnen” Metabolitenspektrum wieder, welches nach Kultivierung in HF-
Medium zu beobachten war. Die Wahl des Spirulina-Mediums fihrte zwar zu hohen pH-
Werten und der damit verbundenen Annahme, dass der Stamm sehr schnell seine
Wachstumsphase beendet hatte. Allerdings fiel die Bewertung aufgrund der wenigen Zonen
im DC, bis auf eine Ausnahme, als ,uninteressant” aus. In keinem der Mycel-Extrakte
jeglicher eingesetzter Medien konnten Zonen bzw. Metaboliten detektiert werden, die als
Linteressant” eingestuft wurden.

Wie bereits erwdhnt, richtete sich die Beurteilung eines Stammes nach seinem
,metabolischen Fingerabdruck” im DC. Von Interesse war das Vorliegen von ein bis drei
Hauptmetaboliten, welche sich als gut zu detektierende Zonen zeigen sollten. Dabei sollte
die Polaritdit im mittleren Bereich liegen; sehr polare Substanzen im Bereich der
Auftragsstelle (u.a. Aminosauren, Zucker) und sehr unpolare Substanzen im Bereich der
Laufmittelfront (u.a. Fettsduren) blieben unbericksichtigt. Aufgrund der oben genannten
Kriterien wurden acht der 20 Actinomyceten als ,interessant” und weitere finf als
»eingeschrankt interessant” eingestuft. Im Rahmen dieser Arbeit konnten sechs

Actinomyceten-Stdmme bearbeitet werden, wobei es zusatzlich zur Variation der
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Kultivierungsmedien bei einigen Stammen kam. Da sich diese Arbeit nur den Studien von
Actinomyceten widmet, wurden die drei als ,,interessant” betrachteten endophytischen Pilze

(%0 Eine Ubersicht der

N. Beetz zur Verfiigung gestellt und von ihr in Absprache bearbeitet.
Ergebnisse aus beiden Screening-Projekten ist in Tabelle 1 dargestellt. Hierbei sind nur
Stamme aufgelistet, die im chemischen oder biologischen Screening unser Interesse

weckten.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Mikroorganismen-Stimme, welche im Screening durch ihr Metabolitenmuster
bzw. ihre biologische Aktivitat auffielen. Fett gedruckte Stamme werden in dieser Arbeit besprochen.
Chemisches Screening: interessant (+), eingeschrankt interessant (o). Die Anzahl der Zonen bezieht sich nur auf
das Kulturfiltrat-Extrakt. Fur das biologische Screening ist die GréRe der Hemmhofe [mm] im
Plattendiffusionstest angegeben, wobei das benutzte Antibiotikatestplattchen einen Durchmesser von 6 mm
besaB. Es wurden jeweils 15 uL einer 5 mg/mL Losung der Extrakte des Kulturfiltrats aufgetragen. - = keine
Aktivitat; n.b. = nicht bestimmt; (M) = Extrakt des Mycels. BASF-Einstufung: F = fungizid; | = insektizid.

Stamm Medium | Chem. Screening Biologisches Screening

+ o
B. subtilis E. coli S. aureus C. albicans BASF

Zonen Zonen

Actinomyceten
HaB34 SM 1 - - - - nb.
HaB351 SGG 1 - - - = nb.
Wa21l Spirulina 1 - - - - nb.
Wa232 M2 2 - - - - -
SM 1 - - - - -
SGG 3 9 8 - - -
HF 4 7 - - - F
Wa2621 SM 1 17 - - = nb.
SGG 2 24 - 11 - n.b.
Wa283 M2 14 10 9 14 -
SM 2 - - - - F
SGG 14™ Nk g 15" -
HF 10 /9™ - 9/10™ -
Was4811 M2 1 - - - - F
SGG 14 11 9 11 -
Spirulina 12 9 - 9 -
WWwW111 SGG 1 - - - - nb.
WW121 M2 1 - - - = nb.
WWa271 SM 1 - 10 - - n.b.
WWal4l M2 1 - - - - F
SM 2 10 9 8 8
SGG 1 16 - 10 9 -
WWa1l8 SM 1 - - - - nb.
HF 1 - - - = nb.
WWal83 M2 1 13 - 8 9 n.b.
Pilze
MeB 1158 1 - - - = nb
VeTll 1158 2 - - - - |
WeB111 1158 3 12 - 8 - -
BM 2 9 - - - -
SGG 3 9 - - - -
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Tabelle 2: Plattendiffusionstests ausgewahlter Wirkstoffe: Hemmhof-Durchmesser [mm] nach 24 Stunden zur
Einordnung der biologischen Aktivitdt der im Screening untersuchten Extrakte. Es wurden jeweils 15 pL einer
0.5 mg/mL Lésung aufgetragen; bei E. coli 30 pL. Der Durchmesser des Antibiotikatestplattchens betrug 6 mm.

Wirkstoff B. subtilis E. coli S. aureus C. albicans
Ampicillin 43 - 45 -
Chloramphenicol 23 18 16 -
Erythromycin 32 40 17 -
Nystatin - - - 23
Penicillin 44 - 45 -
Tetracyclin 15 26 27 -

3.2 Streptomyces venezuelae Wa232 (GS DV232)

3.2.1 Quelle und taxonomische Charakterisierung

Der Bakterienstamm wurde als assoziierter Actinomycet vom Blatt (Folium) der Pflanze
Filipendula palmata (Pall.) Maxim. isoliert. Als Festphasenkultur auf M2*-Agar bildet dieser

Stamm ein grau-rosa gefarbtes Luftmycel unter Verdunkelung des Agars aus.

Die taxonomische Klassifizierung erfolgte in einem ersten Schritt durch die Firma Biotecon
Diagnostics (Potsdam). Hierzu wurden Bereiche der 16S rDNA des Stammes sequenziert und
im Alignment mittels BLAST'®* mit bekannten Sequenzen verglichen. Hierbei gab es 100 %
Ubereinstimmung mit Streptomyces venezuelae'®® und Streptomyces zaomyceticus[63]. Eine
weitere Unterscheidung war im untersuchten Sequenzbereich nicht moglich.

Ein Vergleich der Stamme im ,Compendium of Actinomycetales’[64]

zeigte, dass eine
Differenzierung auf Grundlage der Zuckerverwertung moglich sein sollte. SHIRLING und
GoTtTLIEB konnten in ihren Studien zur Klassifizierung von Actinomyceten zeigen, dass die
Nutzung von neun bestimmten Zuckern als Kohlenstoffquelle stammtypisch erfolgt.[65’66] Die
Verwertung dieser sogenannten ISP-Zucker (,International Streptomyces Project’) wurde

durch die DSMZ (Braunschweig) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3

zusammengefasst.
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Tabelle 3: Vergleich der Melaninproduktion und Zuckerverwertung der Stamme Wa232 (GS DV232),
Streptomyces venezuelae (DSMZ-Nr. 40230) und Streptomyces zaomyceticus (DSMZ-Nr. 40196). Die
Experimente erfolgten durch die DSMZ (Braunschweig). +: positiv; -: negativ.

Wa232 S. venezuelae S.zaomyceticus

Melaninproduktion auf
Pepton-Eisen - + +
Tyrosin - - -

ISP-Zucker als C-Quelle

Glucose + + +
L-Arabinose + + -
Saccharose - - -
D-Xylose + + +
Inositol - - -
Mannitol - - -
D-Fructose + + -
Rhamnose + + -
Raffinose - - -

Im Gegensatz zu S. venezuelae werden L-Arabinose, D-Fructose und Rhamnose von
S. zaomyceticus nicht verwertet. Eine Nutzung dieser drei ISP-Zucker konnte fiir den Stamm
Wa232 (GS DV232) jedoch ganz klar aufgezeigt werden. Im Unterschied zu S. venezuelae
zeigte Wa232 jedoch keine Melaninproduktion auf Pepton-Eisen Medium. Trotz dieser
Tatsache wird der isolierte Actinomycet Wa232 im Folgenden als Streptomyces venezuelae
angenommen. Des Weiteren konnte durch gaschromatographische Analyse des

Fettsauremusters eine Zugehorigkeit zum Genus Streptomyces bestatigt werden.[®”!

3.2.2 Variation der Kultivierungsparameter und Isolierung der Metaboliten

Im chemischen Screening wurden mehrere Zonen der Rohextrakte im Dinnschicht-
chromatogramm (DC) als ,interessant” eingestuft. Ferner zeigten die Extrakte der
Kultivierung in M2- und SGG-Medium eine signifikante biologische Aktivitdt im Platten-
diffusionstest. Daraus resultierte eine Kultivierung im groReren Malistab unter Einsatz der

Medien HF, M2 und SGG.
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Abbildung 2: Dunnschichtchromatogramme (Kieselgel, Chloroform/Methanol 9:1) der im chemischen
Screening aus Streptomyces venezuelae Wa232 gewonnenen Rohextrakte. Links: unter UV-Licht (350 nm);
rechts: nach Anfarben mit Anisaldehyd. KF = Extrakt des Kulturfiltrats; M = Extrakt des Mycels. Eingekreist sind
flr eine weitere Bearbeitung relevante Zonen.

Nach Gewinnung der Kulturfiltratextrakte erfolgte in allen Fallen eine Chromatographie an
Kieselgel (Chloroform/Methanol 9:1). Durch diese erste Fraktionierung konnten sehr polare
(Zucker etc.) bzw. sehr unpolare Substanzen (Fettsduren etc.) als stérende Faktoren fir

weitere Trennschritte entfernt werden.

Kultivierung in HF-Medium: In diesem Medium wurden drei mit Ehrlich rot anfarbende und
UV-léschende Zonen im DC ausgewahlt. Zuséatzlich stand eine blau-weill fluoreszierende
Zone (Rs = 0.45, Chloroform/Methanol 9:1) im Interesse, welche mit Anis in der Warme uber
eine rote zu einer gelben Farbreaktion fihrte. Die Veranderung dieses bereits breiten
Metabolitenmusters sollte durch Anwendung des OSMAC—Prinzips[ll’lz] Uberprift werden.
Um jedoch die Zahl an Variationen zu begrenzen, erfolgte die Kultivierung immer in 1 L-
Erlenmeyerkolben mit 250 mL Medium. Es wurden folgende Variationen vorgenommen:

e HF-Medium (Leitungswasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (Leitungswasser) ohne Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (demineralisiertes Wasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (demineralisiertes Wasser) ohne Zusatz von ,Spur 11°
Jede Variante wurde in Erlenmeyerkolben mit Schikane und ohne Schikane angesetzt.
Zusatzlich wurden diese jeweils einmal unter Verwendung von Rundschiittlern (180 rpm)
und einmal unter Verwendung von Langsschittlern (120 spm) kultiviert. Somit ergaben sich

insgesamt 16 unterschiedliche Kultivierungsansatze. Zur 72. Stunde lag der pH-Wert bei allen
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Ansatzen bei durchschnittlich 5.5 und die Kulturen besallen eine braune Farbe. Es zeigte
sich, dass durch Verwendung von Leitungswasser bzw. demineralisiertem Wasser deutlich
unterschiedliche Metabolitenspektren erhalten wurden. In demineralisiertem Wasser kam
es zur Bildung von wesentlich weniger Metaboliten. Die weiteren Faktoren schienen keinen
Einfluss zu besitzen.

Ausgewdhlte Fraktionen aus der Kultivierung in demineralisiertem Wasser wurden nach dem
ersten Trennschritt an Kieselgel erneut einer Saulenchromatographie an Kieselgel
unterzogen (Cyclohexan/Ethylacetat/Methanol 5:10:2). Durch Mitteldruckchromatographie
(MPLC) konnte 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) als weiRer Feststoff in Ausbeuten von 2 mg/L
gewonnen werden.

Aus dem Kultivierungsansatz in Leitungswasser konnten allerdings keine fir die
Charakterisierung ausreichenden Mengen an Substanzen isoliert werden. Eine

Fermentationen im groBeren Mal3stab war daher konsequent (s. Kapitel 3.3.4).

Kultivierung in M2-Medium: Im chemischen Screening wurden zwei Zonen im DC fir eine
genauere Betrachtung ausgewahlt: Beide zeigten UV-Loschung, von denen die polarere mit
Ehrlich gelb, die unpolarere rot-violett anfarbte. Der Kultivierungsansatz betrug 5 L, wobei
keine weiteren Variationen vorgenommen wurden.

Nach der Vorfraktionierung des Rohprodukts erfolgten weitere Aufarbeitungsschritte unter

Verwendung von Gelchromatographie, MPLC bzw. HPLC (s. Abbildung 3).

Extrakt

(Kulturfiltrat)

Kieselgel
(CHCl3/MeOH 9:1)

MPLC, RP-18

1. Sephadex LH-20
(MeOH/H,0 7:3)

(Aceton)
2. HPLC
(Saule 6, Programm 3)

Sephadex LH-20
(MeOH)

22 23 24
0.5 mg/L 1 mg/L 0.3 mg/L

Abbildung 3: Isolierungsschema der Metaboliten aus Streptomyces venezuelae Wa232 aus der Fermentation in
M2-Medium.
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Kultivierung in SGG-Medium: Besonders unter UV-Licht (350 nm) zeigte sich ein breites
Metabolitenspektrum. Haufig verbergen sich dahinter jedoch Minderkomponenten. Drei
dieser Zonen im mittel-polaren Bereich wiesen zusatzlich ein Anfarbeverhalten sowohl mit
Ehrlich (braun) als auch Anisaldehyd (rot) auf, so dass eine Kultivierung im 6 L-Malstab
durchgefiihrt wurde.

Trotz des groRReren Ansatzvolumens konnte nach Chromatographie an Kieselgel und MPLC
(RP-18, Methanol/Wasser 7:3) nur 21 in Ausbeuten von 1.5 mg/mL gewonnen werden. Die
im DC auffallend fluoreszierenden Metaboliten wurden in zu geringen Mengen isoliert, so

dass eine spektroskopische Charakterisierung nicht moglich war.

3.2.3 Charakterisierung der Metaboliten

Die sowohl aus M2-, HF- als auch SGG-Medium isolierte Substanz 21 wird ausfiihrlich in

Kapitel 3.3 diskutiert.

3.2.3.1 N-Methylanthranilsaure (23)

Die Summenformel der blass gelben Substanz 23 konnte mittels HR-EI-MS als CgHgNO,
bestimmt werden. Im 'H-NMR-Spektrum fand sich ein leicht tieffeldverschobenes Signal
einer Methylgruppe (64 = 2.94), welches die Gegenwart eines Heteroatoms vermuten lieR.
Der Aromatenbereich des Protonenspektrums wies vier Signale im Bereich 64 = 6.5-8.0 auf.
Aufgrund ihres Kopplungsmusters konnten die zugehorigen Protonen als benachbart
bestimmt werden. Zusammen mit den spektroskopischen Daten und Recherche in der

(68]

Naturstoffdatenbank AntiBase konnte die Substanz 23 als N-Methylanthranilsdure

% 1_COOH % 1_COOH
2 H—CH3 2 NH2

8
23 25

identifiziert werden.

Anthranilsdure (25) ist biosynthetisch eng mit dem Shikimat-Weg verknipft. Dieser in
Actinomyceten haufig vorkommende Biosyntheseweg bildet u.a. die Grundlage fir die
Biosynthese der Aminosduren L-Phenylalanin, L-Tyrosin oder L-Tryptophan. Viele

Sekundarmetaboliten wurden ebenso hierauf zurUckgerhrt.[BQ] Das N-methylierte Derivat
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der Anthranilsdure (25) ist ein selten beschriebener mikrobieller Metabolit. 23 konnte
beispielsweise aus einem marinen Streptomyceten isoliert werden.”® |.-S. CHEN et al.
beschrieben kirzlich zum ersten Mal 23 als Metabolit aus dem Wurzelholz von Zanthoxylum
integrifoliolum, einem Rautengewdchs, das ebenfalls in der traditionellen (taiwanesischen)
Medizin eingesetzt wird."Y Dennoch liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei 23 vorrangig
um ein Zwischen- bzw. Abbauprodukt des Metabolismus komplexerer Substanzen handelt.

Im Plattendiffusionstest fuhrte 23 zu keiner Hemmhofbildung.

3.2.3.2 Thioaurin (24)

Die Substanz 24 konnte als gelber Feststoff isoliert werden. Diese Eigenfarbe erklart auch die
Auffalligkeit im DC wahrend des chemischen Screenings. Die Summenformel C;HgN,0,S;
konnte aus einem hochauflésenden ESI-Massenspektrum berechnet werden. Grundlage
hierfir bilden die positiven lonen mit m/z= 215 ([M+H]") und 237 ([M+Na]’). Wahrend
erster Auswertungen des ‘H-NMR fiel auf, dass es sich bei 24 um ein Isomerengemisch
handeln muss. Diese Annahme liegt in einem doppelten Signalsatz begriindet: Das Signal bei
6y = 3.15 bzw. 3.49 liel auf das Vorhandensein einer an ein Heteroatom gebundenen
Methylgruppe schlieBen, wobei aus dem Verhaltnis der relativen Intensitdaten das Isomer mit
dem tieffeldverschobenen Signal als Hauptkomponente hervorging (Verhaltnis 7:5). Ferner
wurden zwei Methingruppen vermutet (6y = 7.12 bzw. 7.21 und 6y = 8.14 bzw. 8.51). Keines
dieser Protonensignale wies ein Kopplungsmuster auf, was ergdnzend zur chemischen

Verschiebung ins Tieffeld fur sp>-gebundene Kohlenstoffatome sprach. Zusammen mit den

erhaltenen Daten fiihrte eine Datenbankrecherche!®®’? zur Identifizierung von 24 als
Thioaurin.
H
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Abbildung 4: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz, Aceton-dg) von Thioaurin (24).

Die erste Beschreibung von 24 stammt aus dem Jahre 1953, wo die Substanz durch seine
breite Aktivitdt gegen verschiedene gram-positive und gram-negative Bakterien und Pilze
auffiel.[”®! Aufgrund dieser biologischen Wirkung und vergleichbarer physikochemischer
Eigenschaften wurde eine Verwandtschaft zu den kurze Zeit spater ebenfalls aus

Streptomyceten isolierten Antibiotika Thiolutin (26) und Aureothricin (27) vermutet.[’#7*!

Eine endgiltige Struktur fur 24 konnte jedoch erst 13 Jahre spater formuliert werden.”®
Hierbei wurde bestatigt, dass 24 wie auch 26 und 27 der Klasse der Pyrrothin-Antibiotika —
mit dem hierfiir typischen 1,2-Dithiol[4,3-b]pyrrol-Ringsystem — angehdren (s. Abbildung 5).
Auch mehr als 50 Jahre nach ihrer Entdeckung bilden diese Substanzen ein lohnendes
Forschungsziel. So fielen 24, 26 und 27 durch ihr Inhibitionsvermdgen von Tumorzellen-
induzierter Angiogenese auf.”’! Neben seiner antibiotischen Wirkung gegen verschiedene
Neisseria-Stamme (Erreger von u.a. Meningitis und Gonorrhd) wurde fiir Thioaurin (24)
haufig eine ausgepragte antibakterielle Aktivitat beschrieben.”®! Diese konnte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit in Plattendiffusionstests gegen E. coli (26 mm Hemmbhof) und
Staphylococcus aureus (26 mm Hemmhof) bestdtigt werden. Trotz des andauernden

Interesses an diesen Substanzen wurden bis heute keine Untersuchungen zu deren

Biosynthese beschrieben.
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Abbildung 5: Aus Streptomyces sp. isolierte Vertreter der Pyrrothin-Antibiotika: Thioaurin (24), Thiolutin (26)
und Aureothricin (27).

V. DAEHNE et al. postulierten aufgrund ihrer NMR-Studien eine Erklarung fur das Auftreten
des doppelten Signalsatzes im Spektrum.”sl Aufgrund eines partiellen Doppelbindungs-
charakters sowohl der C-N Bindung der Formylaminogruppe als auch der Bindung von
Formylamino-Stickstoff zum Heterozyklus ist eine Rotation um diese Bindungen gehemmt (s.
Abbildung 6). Als Folge konnen beide existierenden Rotationsisomere auf der NMR-Zeitskala
aufgelost werden. Diese Annahme konnte durch die Kristallstruktur von 24 bestatigt werden,

welche ebenfalls zu zwei unterschiedlichen Konformationen des Molekiils fiihrte.[”®!
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Abbildung 6: Rotationsisomere von Thioaurin (24), auf die sich der doppelte NMR-Signalsatz zuriickfiihren
lasst. Eine Drehung um die mit den Pfeilen gekennzeichneten Bindungen ist durch deren partiellen
Doppelbindungscharakter eingeschrankt.

3.3 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) aus Streptomyces venezuelae Wa232
3.3.1 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

21 fiel im Dilnnschichtchromatogramm durch UV-Léschung (254 nm) sowie durch hellblaue
Fluoreszenz (350 nm) auf. Die Substanz zeigt mit Anisaldehyd in der Warme ein intensiv
rotes und anschlieBend gelbes Anfarbeverhalten.

Das El-Massenspektrum von 21 weist bei m/z = 159 das lon der hochsten Masse auf, aus

dem sich eine Summenformel von CgHgN3 ermitteln lasst. Diese wird durch ESI-Messungen
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bestitigt, wobei hier Masse-zu-Ladungsverhiltnisse von 160 und 319 — entsprechend [M+H]"
bzw. [2M+H]" — charakteristisch sind. Im IR-Spektrum lassen sich drei charakteristische
Bereiche ausmachen (s. Abbildung 12 im folgenden Kapitel): Absorbanz bei 3100-3400 cm™
konnte auf das Vorhandensein einer Aminogruppe deuten, deren Streckschwingung (v(N-H))
in diesem Bereich Resonanz zeigt. Eine Hydroxyfunktion wurde eher ausgeschlossen, da
hierzu eine Absorbanz bei héheren Wellenzahlen zu erwarten ware. Die weiteren Banden
bei 1500-1600 cm™ bestitigen die Annahme einer Aminogruppe, da hier der typische
Bereich fir N-H Deformationsschwingungen (&(N-H)) liegt. Des Weiteren sind im
,Fingerprint-Bereich’ neben typischen Banden einer Methylgruppe (8(C-H)= 1400 cm™)
mogliche Hinweise auf ein aromatisches Ringsystem zu erkennen. Die Streckschwingungen
von C-C-Doppelbindungen liegen bei v(C=C)=1510-1570cm™. Der sehr breiten
Absorbanzpeak ab 3000 cm™ bekraftigt diese Annahme; Streckschwingungen aromatischer
C-H Verkntpfungen sind um 3040 cm™ zu beobachten.

Die chemischen Verschiebungen (in Aceton-dg) sowohl im *H-NMR (84 = 2.72) als auch im
BC.NMR (6c = 21.5) lassen auf das Vorhandensein einer Methylgruppe schlieRen. Ferner
konnen vier Signale im Bereich 6y= 7.21-7.94 aufgrund ihres Kopplungsmusters und
1H,1H-COSY-Beziehungen einem aromatischen Ringsystem zugeordnet werden. In
Kombination mit der Summenformel sollte das breite Singulett (64 = 6.08, 2H) einer
Aminofunktion zuzuordnen sein. Vier weitere **C-NMR Signale (6c= 120.3, 153.2, 161.4,
170.6) wurden als quartar interpretiert. Mit Hilfe von 2D-NMR-Spektroskopie (COSY, HSQC
und HMBC) gelang die Zuordnung der einzelnen Signale, weshalb die Substanz als 4-Methyl-
2-chinazolinamin (21) formuliert wurde (s. Abbildung 7a). Dessen Struktur, mit dem
ungewohnlich substituierten Pyrimidinring (drei Stickstoffatome in Nachbarschaft), wurde
bisher nicht aus mikrobiellen bzw. natirlichen Quellen isoliert, sondern nur auf
synthetischem Weg gewonnen.[79’80] Damit gelingt an dieser Stelle der erste Nachweis von 21

als Sekundarmetabolit eines Streptomyceten.
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Flir angestrebte Biosyntheseuntersuchungen war eine exakte Zuordnung der aromatischen
Kohlenstoffatome unerldsslich. Aufgrund einer nahezu identischen chemischen
Verschiebung (6c= 126.4 und 6éc= 126.7) sollte die aus den 2D-NMR-Spektren
angenommene Position der CH-Gruppen im Ringsystem mittels NOSY abgesichert werden.
Durch den NOE-Effekt ist die Magnetisierung eines Protons auf raumlich nahestehende
Protonen Ubertragbar. Durch die NOE-Korrelation der Methylgruppe (64 = 2.72) zu 6y = 7.94
konnte, in Kombination mit HSQC-Messungen, C-5 (6¢ = 126.4) eindeutig zugeordnet werden

(s. Abbildung 7b).

a) H b) H
H N\\rNH2 H N\\rNH2
=N N

H | H

Abbildung 7: Zur Strukturaufkldrung von 21 herangezogene NMR-Korrelationen: a) HMBC-Korrelationen
quartarer C-Atome; b) NOE-Korrelation der Methylgruppe

In den aufgenommenen UV-Spektren zeigte 21 einen fir Chinazolinamine typischen leicht
basischen Charakter: Wahrend in basischer methanolischer Losung eine duBerst geringe
Veranderung der Absorbanz gegeniiber der neutralen Losung beobachtet werden konnte,
kam es zu einem Shift der Maxima in saurer Umgebung (s. Abbildung 8). Die Aufnahme von
Saureprotonen muss zu einer Verdanderung des Elektronensystems gefiihrt haben, welches

ein anderes Absorptionsverhalten von (UV-)Licht zur Folge hat.

g
i
20
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Abbildung 8: UV-Spektren von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) in methanolischer Losung: a) neutral; b) sauer
(HCl); c) basisch (NaOH).
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3.3.2 Bestimmung der Saurekonstante von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

Die Saurekonstante von 21 wurde mittels pH-metrischer Titration Giber einen pH-Bereich von
2.5-11 bestimmt. Die Messung erfolgte automatisiert im KleinmaBstab (2 mL Volumen,
25 °C) mit einem Metrohm Titriersystem, wobei eine Konzentration von 1 mm an 21
eingesetzt wurde. Als Mallosung kam 0.1039 m KOH zum Einsatz. Die Reinheit und exakten
Konzentrationen der eingesetzten Losungen wurden nach einer Methode von GRAN

bestimmt.8

Die Berechnung des pK-Werts erfolgte mit Hilfe des Programms
,Hyperquad’.[SZ] Aus der damit gewonnenen Auftragung des Anteils an protonierter Spezies
gegen den pH-Wert lasst sich ein pK-Wert von 5.43(4) ermitteln (s. Abbildung 9)". Die
Standardabweichung resultiert vor allem aus statistischen Fehlern, dennoch kann dieser
Wert ndaherungsweise in Bezug zur Reinheit der verwendeten Substanz verstanden werden.
Entgegen den Erwartungen konnte kein weiterer pK-Wert berechnet werden bzw. er
Uberlappt mit dem oben angegebenen, was aus den Rohdaten vermutet werden konnte.
Somit missen alle drei Protonierungsstellen im Molekil, welche an den Stickstoffatomen
angenommen werden, ein dhnlich basisches Verhalten aufweisen. Der in diesem Versuch
erhaltene pK-Wert steht im Einklang mit den Studien von ARMEROGO und SMITH; hier wurde
der Wert mit pK = 5.36(4) angegeben.[ga] Auch in diesem Fall konnte kein weiterer pK-Wert

gefunden werden.

100

80 —

60 —

Spezies pK
HL 5.43(4)

40 —

% formation relative to L

20 —

Abbildung 9: Sdurekonstante von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) ermittelt aus einer Auftragung der relativen
Bildung der unprotonierten Spezies gegen den pH-Wert. Die Messung erfolgte bei 25 °C in 0.1 m KCI-L6sung.
LH = protonierte Spezies; L = unprotonierte Spezies.

" Mein Dank gilt an dieser Stelle J. GALEzowskA (AK MEYER/Universitdt Gottingen) fur die Bestimmung des pK-
Werts.
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3.3.3 Analogon des 4-Methyl-2-chinazolinamins (22)

Aus der Kultivierung in M2-Medium konnte 22 als weilSer Feststoff isoliert werden. Die
Substanz wies im Diinnschichtchromatogramm gleiches Lauf- und Anfarbeverhalten wie das
Alkaloid 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) auf. Im El-Massenspektrum konnte ein lon von
m/z= 159 gemessen werden, aus dessen Hochauflosung die Summenformel CgHgN3
abgeleitet wurde. Somit konnte an dieser Stelle eine mit 21 verwandte Substanz
angenommen werden. Zusatzlich verstarkten NMR-spektroskopische Messungen diese
Vermutung. Der Signalsatz entsprach dem des Chinazolinamins (21), wobei sdamtliche
Protonensignale leicht tieffeldverschoben erschienen. Im Unterschied zu den fir 21
erhaltenen Daten war ein Fehlen des Signals der Aminofunktion (6= 5.38, CD,Cl,) zu
beobachten. An dessen Stelle traten zwei breite Singuletts (éy=6.20, 10.77) mit der
Intensitat jeweils eines Protons (s. Abbildung 10, Tabelle 4). Eine genaue Zuordnung der

breiten Singulett-Signale war auch aus 2D-NMR-Datensatzen nicht moglich.
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Abbildung 10: 1H-NMR-Spektren (600 MHz, CD,Cl,) von 21 (oben) und dessen vermutlichem Analogon 22
(unten). Die aus den Intensitdten abgeleitete Anzahl an Protonen ist kursiv angegeben.
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Tabelle 4: Chemische Verschiebungen im NMR-Spektrum von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) und von einem
vermutlichen Analogon (22) (CD,Cl,, 'H-NMR: 600 MHz, “C-NMR: 125.7 MHz). Multiplizititen und
Kopplungskonstanten (in [Hz]) sind in Klammern angegeben.

Aminoform (21) Analogon (22)
Atom
'"H-NMR Bc-NMR '"H-NMR Bc.NMR
2 - 159.8 - 155.6
- 170.8 - 178.7
43 - 119.9 - 118.1
5 7.89 (dd; 8.5, 1.5) 125.7 8.01 (dd; 8.5, 1.5) 126.9

6  7.25(ddd;8.5,7.0,1.0) 123.0 7.50 (ddd; 8.5,7.0,1.0)  126.0
7  7.65(ddd;8.5,7.0,1.5) 134.1 7.88 (ddd; 8.5,7.0,1.5)  137.5

8 7.51 (dd; 8.5, 1.0) 125.8 7.75 (dd; 8.5, 1.0) 118.5
8a - 151.7 - 140.0
9 2.76 (s) 21.7 2.91 (s) 23.1
1N o 10.77 (bs) -
10-N 5.38 (bs) - 6.20 (bs) -

So kénnen an dieser Stelle nur Vermutungen fiir eine mogliche Struktur aufgestellt werden.
Im Unterschied zum Isolierungsschema von 21 aus HF- bzw. SGG-Medium wurde 22 aus M2-
Medium mittels HPLC im letzten Schritt gereinigt. Die hierbei verwendete Ameisensdure
kdnnte beim Einengen im Vakuum nicht vollstandig entfernt worden sein, was eine mégliche
Protonierung des Amins 21 als Folge hatte. Somit wurden als erste Annahme drei Strukturen
formuliert (vgl. Abbildung 11):

1. Aufgrund des Vorliegens zwei breiter Singulett-Signale im *H-NMR und deren chemischer
Verschiebung ware eine Iminform des Chinazolins denkbar. Das Vorhandensein der Saure
hétte jedoch dazu fiihren mussen, dass das Chinazolinamin seine Aromatizitat verliert, was
auf diesem Wege fragwirdig erscheint. In der Literatur ist ein derartiger Effekt fur
Chinazoline bisher nicht beschrieben worden. ARMAREGO und SmITH konnten in ihren
Untersuchungen zur kovalenten Hydrierung der 3,4-Bindung von Chinazolinen allerdings
zeigen, dass eine permanente Hydrierung von 21 nicht messbar war.[8¥

2. Die Anwesenheit der Saure konnte auch zu einer Salzbildung von 21 gefiihrt haben.
Allerdings sollte eine Protonierung nicht an der Aminofunktion von 21 stattgefunden haben,
da sich zwei deutlich unterscheidbare Singuletts (mit unterschiedlicher chemischen
Umgebung) im 1H—NMR—Spektrum erkennen lieBen. Dass beide eine gleiche Intensitat

aufwiesen, mag sich durch die Unscharfe dieser Signale erkldren lassen. Ergdnzend soll an
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dieser Stelle erwdhnt werden, dass eine zuséatzliche Protonierung des Chinazolins auch zu
Elektronenpaar-Umlagerungen gefiihrten haben kdnnte. Damit bestiinde die Moglichkeit,
dass die Aminofunktion fortan keine isochronen Protonen mehr aufwies. Das Signal des
,heuen” Wasserstoffs im Molekil konnte auBerhalb des Messbereichs gelegen haben oder

wurde nicht detektiert.

H* NH
N\\rNHz YNH Y Y
A ~N
21 CH, 22a CH 22c CH,

Abbildung 11: Strukturvorschlage fiir ein mogliches Analogon von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21): Iminform
(22a), Chinazolin-Salz (22b/c).

Im Vergleich zeigten die gemessenen UV-Spektren von 21 und 22 keinen offensichtlichen
Unterschied, was eine nahe Verwandtschaft beider Substanzen bekraftigt. Die IR-Spektren
beider Substanzen sind in Abbildung 12 dargestellt. Im Wesentlichen kénnen gleiche
Absorbanzbanden ausgemacht werden. Das Bandenmuster zwischen 3000-3500 cm™ l4sst
sich auf die verwendeten Substanzmengen zurickfihren. Bei zusatzlichen Messungen mit
einer geringeren Menge an 21 war dieser Bereich ebenfalls weniger aufgelést und dhnelte
dem vom 22. Ein permanenter Unterschied konnte jedoch fiir den Bereich 2200-2400 cm™
festgestellt werden: Wahrend hier fir 21 keine Absorbanz beobachtet werden konnte,
zeigten sich bei seinem Analogon (22) deutliche Banden. Diese liegen im Bereich der
Streckschwingung v(=N'-H), was 22 als protonierte Spezies identifizieren wiirde. Da sich
weder um 1500 cm™ (8(NHs")) noch bei 3030-3130 cm™ (v(NH5")) auffillige Banden finden,
kann aufgrund des IR-Spektrums eine Protonierung an der Aminofunktion ausgeschlossen

werden (vgl. Abbildung 11).
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Abbildung 12: IR-Spektren von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) (links) und seinem maéglichen Analogon (22)
(rechts).

Dem Phanomen des Chinazolin-Analogons sollte in weiteren Untersuchungen nachgegangen
werden. Mittels einer Scale-up Fermentation im 10 L-MaRstab und lber einen zusatzlichen
synthetischen Zugang sollten ausreichenden Mengen an 21 zur Verfligung gestellt werden.
Ferner wurde erhofft, dass durch Nutzung der HPLC im letzten Aufarbeitungsschritt des

Fermentationsansatzes erneut das Analogon 22 gewonnen bzw. erzeugt werden konnte.

3.3.4 Kultivierung im Fermenter (Scale-up)
Neben den Untersuchungen zu einem maoglichen Analogon von 21 stand fir die Wahl des
Fermenters die Isolierung weiterer Metaboliten aus S. venezuelae Wa232 im Vordergrund.
Da im ersten Fermentationsversuch nicht alle im chemischen Screening ausgewdhlten
Metaboliten gewonnen werden konnten, wurde eine Kultivierung in HF-Medium erwagt.
Jedoch fiihrte in friiheren Arbeiten des Arbeitskreises der Einsatz von Hafer-haltigem
Medium im Fermenter oft zu Problemen (starke Schaumbildung, zu schnelles Erreichen der
pH-Sperre etc.). Aus diesem Grund sollte in einem Vorversuch die Kultivierbarkeit des
Stammes in ,Medium S* Uberprift werden. Dieses Medium erwies sich erfahrungsgemal als
gute Alternative. Der Vorversuch erfolgte als Schuttelkultur in 1 L-Erlenmeyerkolben mit
Schikane. Es wurden pro Variante zwei Kolben inokuliert:

e HF-Medium (Leitungswasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (demineralisiertes Wasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e Medium S (Leitungswasser)

e Medium S (demineralisiertes Wasser)
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Alle Fermentationen wurden nach vier Tagen (bei 28 °C, 180 rpm) geerntet. Der Vergleich
der Metabolitenspektren erfolgte mittels Dilinnschichtchromatogramm (DC) (KG,
Chloroform/Methanol 9:1 und RP-18, Methanol/Wasser 7:3). Es zeigte sich, dass die im
chemischen Screening ausgewdhlten Metaboliten nur durch Kultivierung in HF-Medium
erhalten werden konnten. Allgemein zeigten sich weniger Zonen im mittel-polaren Bereich
des DCs nach Kultivierung in Medium S.

Die Kultivierung erfolgte somit im 10 L-MaRstab unter Verwendung von HF-Medium
(Leitungswasser unter Zusatz von ,Spur 11‘; genaue Bedingungen finden sich in Kapitel
8.5.4). Aus dem pH-Verlauf konnten jedoch keine der fiir ein Bakterienwachstum typischen
Phasen interpretiert werden. Nach einem kurzen Anstieg zeigte sich bereits ab der zwolften
Fermentationsstunde eine Konstanz von pH = 6.0. Die Fermentation wurde daher nach einer
Dauer von drei Tagen beendet.

Um das grofle Volumen dieser Fermentation moglichst effizient aufzuarbeiten, wurde
versucht, die Metaboliten durch Adsorption an XAD-16 zu gewinnen. Besonders fiir grof3e
Volumina ist dieses Verfahren leichter zu handhaben. Hierzu wurden 100 mL des
Kulturfiltrats in einem Vorversuch eingesetzt. Als Vergleich wurde das gleiche Volumen an
Filtrat zwei Mal mit Ethylacetat extrahiert. Ein Teil des Mycels wurde mit Aceton versetzt
und im Ultraschallbad aufgeschlossen. Nach Entfernen der organischen Phasen wurden alle
Extrakte vergleichend mittels DC analysiert. Im Gegensatz zur Aufarbeitung an XAD-16 zeigte
sich nach Extraktion mit Ethylacetat ein breites Metabolitenmuster, weshalb eine derartige
Aufarbeitung fir die Folgeversuche vorgesehen wurde. Das durch die Extraktion des Mycels
gewonnene Metabolitenspektrum wurde als nicht interessant eingestuft und das Mycel
entsprechend verworfen.

Es zeigte sich allerdings, dass der Stamm unter den gewahlten Bedingungen nicht zur
Produktion angeregt wurde. Lediglich 0.2 mg/L an 21 konnten isoliert werden, was einem
Rickgang um den Faktor 10 (im Gegensatz zur Fermentation in Schiittelkulturen) entsprach.
Trotz Verwendung der HPLC konnte das Chinazolin-Analogon 22 nicht erhalten werden.
Somit kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden, ob 22 durch die Bedingungen der
HPLC oder nur in Anwesenheit des Malz-Glucose-Mediums (M2) gebildet wurde. Weitere
Metaboliten konnten aufgrund ihrer geringen Ausbeuten nach der Aufreinigung nicht

chemisch charakterisiert werden.
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3.3.5 Darstellung von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

21 wurde synthetisch in Anlehnung an die Arbeiten von HyNES et al.®% hergestellt, wobei
eine Ausbeute von 31 % zu erwarten war.

Die Darstellung erfolgte ausgehend von Guanidincarbonat und ortho-Fluoroacetophenon,
welche unter Schutzgas (Argon) in N,N-Dimethylacetamid gel6st wurden (vgl. Abbildung 13).
Eine Reaktionskontrolle erfolgte diinnschichtchromatographisch. Nach neun Stunden bei
135 °C unter Riickfluss wurde die Reaktion beendet. Die Aufarbeitung ist in Kapitel 8.5.8.1

beschrieben, wobei 21 in einer Ausbeute von 22 % erhalten wurde.

(@) CH,
H,N N,N-Dimethyl- N\\rNH2
F + acetamid
+ >=NH2 CO,> —_— _N
135°C,9h
HZN
2 22% 21 CH

3

Abbildung 13: Darstellung von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) nach HYNEs et al.®%.

3.3.6 Rontgenographische Charakterisierung von 21

Kristalle von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) konnten durch Verdampfung aus
Dichlormethan als weiR-gelbe Nadelpolster gewonnen werden. Die Kristallstruktur wurde
von A. THORN (AK SHELDRICK/Universitit Goéttingen)" bestimmt, wobei der Kristall zur
orthorhombischen Raumgruppe P 2:2:2, gehorte. Auf diesem Weg konnte die Struktur von
21 abgesichert werden. Die kristallographischen Daten wurden am Cambridge
Crystallographic Data Center (CCDC) deponiert.[s‘”

Von besonderem Interesse war, ob der Kristall neben der erwarteten Konstitution von 21
auch das Analogon 22 aufwies. Es zeigte sich, dass an Stickstoffatom N-10 zwei Wasserstoffe
gebunden sind, deren Elektronendichte deutlich zu erkennen ist. Obwohl die im Modell
dargestellte Konstitution unzweifelhaft den Hauptanteil im Kristall ausmacht, waren die zwei
hochsten Restelektronendichten Q1 und Q2 an den beiden Ubrigen Protonierungsstellen an
N-1 bzw. N-3 messbar (0,13 e/A® bzw. 0,11 e /A%, s. Abbildung 14a). Betrachtet man die

raumliche Anordnung von 21 im Kristallgitter, so basiert dieses auf jeweils zwei

Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Molekiilen (s. Abbildung 14b). Auf Basis

Hiermit danke ich A. THORN fiir die Durchfiihrung der Kristallographie-Messungen.
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derzeitiger Berechnungen lasst sich jedoch ebenfalls nicht ausschlieRen, dass N-1 und N-3
Positionen geringer Besetzungswahrscheinlichkeit fiir Protonen sind (s. Abbildung 15).
Hierbei scheint eine Besetzung an N-1 bevorzugt. Ein Molekil anderer Konstitution oder

Konfiguration konnte daher einen geringen Anteil im Kristall ausmachen.

Derzeit findet sich in der Cambridge Structural Database

des CCDC nur eine mit 21 verwandte Kristallstruktur, i

welche von einem [1,2,4]Triazolchinazolin-betain (28) + N@
stammt.’®) weitere Feststellungen zur Tautomerie von 3
Chinazolinen koénnen auf Basis rontgenographischer I

28
Daten allerdings nicht getroffen werden.

a)

Abbildung 14: Struktur von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) auf Basis rontgenographischer Analysen:
a) Restelektronendichte (Q) an N-1 bzw. N-3; b) Wasserstoffbriicken (gestrichelt), die zum Zusammenhalt des
Kristallgitters beitragen. Auslenkungsellipsoide sind mit einer Aufenthaltswahrscheinlichkeit von 50 %

da rgestellt.[%]
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Abbildung 15: Dreidimensionale Darstellung auf Basis der Rontgenstruktur von 21. Die Restelektronendichte ist

grin, die Residualdichte ist blau dargestellt. Beide Protonierungsstellen N-1 und N-3 zeigen eine deutliche

Restelektronendichte. Die Restelektronendichte zwischen C-4a und C-8a stammt von den im Modell

unbericksichtigten Bindungselektronen. Die Abbildung wurde mit dem Programm Coot generiert.[87]

3.3.7 Versuche zur Reproduktion des méglichen Analogons (22) von 21

Ein Ansatzpunkt zur Reproduktion von 22 erschien die Beeinflussung eines maoglichen

Gleichgewichts zwischen Amino- und Iminoform. Hierzu wurden folgende Versuche an

synthetisch gewonnenem Chinazolin (21) unternommen:

Behandlung mit Sduren: Zu einer NMR-Probe von in CD,Cl, wurden zwei Tropfen
Ameisensaure bzw. Trifluoressigsaure (TFA) gegeben. Allerdings konnten in beiden
Fallen keine Signale breiter Singuletts im Protonenspektrum detektiert werden, die
mit denen des Analogons Ubereinstimmten.

Wechsel des NMR-Losungsmittels: NMR-Spektren wurden im sauren (CDCl3) bzw.
basischen (Pyridin-ds) Losungsmittel aufgenommen, was zu keiner messbaren
Umwandlung fihrte.

Imitierung der HPLC-Bedingungen, welche bei der Isolierung von 21 herrschten: Dazu
wurde eine methanolische Losung (1 mg/mL) von 21 mehrere Male mit etwas 0.05 %
(v/v) Ameisensdure versetzt und im Vakuum eingeengt. Parallel erfolgte eine
Behandlung mit 0.1 m Natronlauge. Weder eine Zersetzung noch eine Umwandlung
konnten unter Verwendung von NMR und Dinnschichtchromatographie beobachtet
werden.

Analyse der UV-Spektren: Spektren von 0.15 mg/mL 21 bzw. 22 in einer neutralen,

sauren (HCl) bzw. basischen (NaOH) methanolischen Losung wurden aufgenommen.
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Gleiche Maxima konnten fiir beide Substanzen detektiert werden. Ebenso konnte die
gleiche Verschiebung des Absorbanzmaximums bei Verwendung des sauren

Losungsmittels beobachtet werden.

3.3.8 Untersuchungen am Chlorid-Salz (29) von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

Da eine Beeinflussung des mdglichen Amin-Imin-Gleichgewichts nicht moglich erschien,
wurde die Darstellung eines Salzes von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) angestrebt. In der
Literatur finden sich bisher keine Studien (ber Salze von 2-Chinazolinaminen, weshalb an
dieser Stelle weiterfiihrende Untersuchungen erwadgt wurden.

Scheinbar reichte die Verwendung von Ameisensaure nicht aus, um das Chinazolin dauerhaft
zu protonieren (s. vorheriges Kapitel). Daher wurde 21 mit 0.5 m Salzsdure versetzt und im
Vakuum bei 40 °C eingeengt. In einem Vorversuch konnte im Dinnschichtchromatogramm
keine Zersetzung der Substanz festgestellt werden. Das Chloridsalz (29) wurde als weilRe
Kristallnadeln gewonnen, welche im Gegensatz zu 21 nicht mehr in Dichlormethan |6slich
waren. NMR-Spektren wurden daher in DMSO-dg aufgenommen.

Im Vergleich zeigten die H-NMR-Spektren von 21 und 29 eine Ubereinstimmung der
erwarteten diskreten Signale sowohl der Methylgruppe als auch des aromatischen Rings.
Daher schien das Chinazolin-Grundgeriist durch den Umsatz mit Salzsdaure unberihrt zu
bleiben. Deutlich sichtbar ist jedoch eine insgesamte Tieffeld-Verschiebung aller Signale der
aromatischen Protonen von 29. Dieser Effekt konnte auch fir das Analogon (22) des
Chinazolins festgestellt werden. Des Weiteren traten im NMR-Spektrum von 29 drei sehr
breite Singuletts (64 = 8.44, 9.32, 14.40) an Stelle des diskreten Singuletts (64 = 6.61) von 21
auf.

Durch Aufnahme von 'H-NMR-Daten bei unterschiedlichen Temperaturen (35 °C, 50 °C,
75 °C, 100 °C) konnte gezeigt werden, dass das sehr breite Singulett (64 = 14.40) als erstes an
Intensitat verliert. Dieser Effekt der dynamischen Aciditdat konnte bereits bei T=50°C
beobachtet werden (Austausch mit dem anwesenden D,0/DHO). Die beiden Signale bei
6y = 8.44 und 9.32 zeigten dagegen gleiches Verhalten: Bei T=75 °C konnte beide Signale
nicht mehr getrennt detektiert werden, wohingegen ein breites Singulett (64 = 8.64) einer

Intensitat von zwei Protonen sichtbar wurde (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: "H-NMR (600 MHz, DMSO-d;) des Chinazolin-Salzes (29) bei 35 °C (oben) und 75 °C (unten). Die
Bezeichnung der Positionen im Molekdl ist analog zu 4-Methyl-2-chinazolinamin (21).

'H-°N-HMQC I\/Iessungeni" belegten eine Kopplung der Protonensignale bei 64 =8.44 und
9.32 mit N-10 (6n=-282.8), weshalb sie der Aminogruppe entstammen missen (vgl.
Abbildung 17). Da beide Wasserstoffatome ein anisochrones Verhalten aufweisen, scheint
eine Drehung um die C-2-N-10 Bindung im Molekil gehindert, so dass beide eine
unterschiedliche chemische Umgebung besitzen. Diese Annahme kann durch die Ergebnisse

der Messungen bei unterschiedlichen Temperaturen bestatigt werden. Erst bei hohen

" Fir die Durchfihrung der BN-NMR Messungen danke ich DR. T. PAULULAT (Universitat Siegen).
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Temperaturen konnte ein isochrones Verhalten beider Wasserstoffatome der Aminofunktion
festgestellt werden. Somit scheint die Aminofunktion in Gegenwart von HCI nicht protoniert
zu werden. Das Signal bei 6y = 14.40 wurde deshalb als Sdaureproton identifiziert, welches an
eines der beiden heterozyklischen Stickstoffe gebunden sein muss. Das anisochrone
Verhalten der Wasserstoffe (der Aminofunktion) lasst sich somit auf einen partiellen
Doppelbindungscharakter der C-2—N-10 Bindung zurickfihren, welcher durch mogliche

Resonanzeffekte hervorgerufen wird.

10-H, 10-H,

e .

(ppm)
=292 3
-290
-288 -
-286 -

-284 2
N0 552
-280

-278 3
-276 4
=274 §
-272 4
-270 3
-268 3

9.4 9.3 9.2 9.1 9.0 8.9 8.8 8.7 8.6 8.5 84 83
F2 (ppm)

Abbildung 17: Ausschnitt aus dem 'H-"N-H™MQC (600 MHz (1H), 60 MHz (lsN), DMSO-ds) des Salzes von
4-Methyl-2-chinazolinamin (29): Signale der anisochronen Protonen (10-H, ;) der Aminofunktion.

ROBERTS et al. zeigten mittels >N-NMR Messungen bei unterschiedlichen pH-Werten, dass
protonierte Stickstoffatome in Pyridin- und Purin-Ringsystemen eine Resonanz ca. 50-
100 ppm in Richtung Hochfeld ausweisen, als ihre unprotonierten Analoga (s. Abbildung
18).[88] Am Beispiel von Purin (30) und Adenin (31) konnte gezeigt werden, dass eine
Protonierung jeweils bevorzugt an den Stickstoffatomen des Pyrimidinrings stattfindet und
nicht, wie es z.B. im Falle von 31 moglich ware, an der Aminofunktion. Dies konnte durch
deutliche Shifts der Pyrimidin-Stickstoffe (N-1, N-9) bei einem Wechsel von saurer zu

basischer Umgebung beobachtet werden.*>*"
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Abbildung 18: Anderung der chemischen Verschiebung im 15N-NMR-Spektrum in Abhangigkeit vom pH-Wert:

a) Purin (30); b) Adenin (31). Abbildung gemaR [114].
1 N7 + + N
N \> +H  HNT \>
LAY = L. k k
N oN N N
3 H H
30

Abbildung 19: Protonierungsstellen in Purin (30) und Adenin (31). Das tautomere Gleichgewicht des

Wasserstoffs von N-9 zu N-7 bleibt in dieser Darstellung unberiicksichtigt.

Betrachtet man die >N-chemischen Verschiebungen von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)
und seinem Salz (29), so kann eindeutig festgestellt werden, dass das N-1-Signal von 29 im
Vergleich zu 21 um ca. 80 ppm ins Hochfeld verschoben ist. Im Gegensatz dazu ist ein
derartiger Shift bei N-3 und N-10 nicht auszumachen, was Losungsmitteleffekte — durch den
Wechsel von CD,Cl, zu DMSO-dg — ausschlieBt (s. Tabelle 5). Dies geht einher mit den

Ergebnissen von ROBERTS et al., so dass N-1 als Stickstoff hochster Basizitat und damit als

Protonierungsstelle angenommen wird.

Tabelle 5: Vergleich der N-chemischen Verschiebungen (DMSO-dg) von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) und
seinem Salz (29).

N-1 N-3 N-10
6 (21) [ppm] -164.2 -110.4 -303.1
5 (29) [ppm] -246.9 -117.5 -282.8

Differenz [ppm] 82.7 7.1 20.3
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Kristalle des Salzes (29), welche fir rontgenographische Untersuchungen geeignet waren,
konnten durch Verdampfung aus Methanol gewonnen werden. Hierbei kristallisierte das Salz
in weiBen Nadelpolstern. Zusatzlich zum Kation des 1H-4-Methyl-2-chinazolinamins und
seinem Gegen-lon Chlorid ist pro asymmetrische Einheit ein Molekiil Wasser einkristallisiert

(sogenanntes Kristallwasser).

p
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Abbildung 20: Struktur des Chlorid-Salzes (29) von 4-Methyl-2-chinazolinamin auf Basis rontgenographischer
Untersuchungen. Neben dem Chinazolin-Gerust sind ein Molekil Wasser (Kristallwasser, rot) und das Gegen-
lon Chlorid (griin) zu erkennen. Auslenkungsellipsoide sind mit einer Aufenthaltswahrscheinlichkeit von 50 %
dargestellt.

In der Rontgenstruktur konnte das von der Sdure stammende Proton eindeutig dem
Stickstoffatom N-1 zugeordnet werden. Die aromatische Grundstruktur des Chinazolin-
Bizyklus ist dabei erhalten geblieben, was beim Betrachten der Bindungslangen deutlich
wird: Der Abstand C-8a—N-1 lag mit 1.38 A im Bereich von Einfachbindungen, wobei der
Abstand N-1-C-2 mit 1.33 A als Doppelbindung angenommen wurde. Typische
Bindungsabstinde sind hier 1.40 A fiir die C-C-Einfach- bzw. 1.29 A fir die C-C-
Doppelbindung. Somit stehen die Ergebnisse der Rontgenstrukturanalyse im Einklang mit

den Ergebnissen, die aus den NMR-Studien gewonnen werden konnten.

Die vorangegangenen Untersuchungen liefern wesentliche Beitrage zum Verstandnis der
Chinazoline. Allerdings konnte flr das mogliche Analogon von 21, das einmalig isolierte 22,
keine eindeutige Struktur formuliert werden. Es liegt jedoch nahe, dass es sich hierbei um
eine protonierte Spezies handeln kdnnte. Es findet sich an dieser Stelle allerdings keine

Erklarung, warum 22 als Feststoff —im Gegensatz zum Chinazolin-Salz — eine gute L&slichkeit
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in CD,Cl, aufwies. Evt. lagen im Gefals noch Spuren von Saure (von der HPLC) vor, welche mit
in die NMR-Probe uberfliihrt worden und so zu einer zeitweiligen Protonierung des
Chinazolins flihrten. Eine dauerhafte Protonierung konnte durch nachtragliche Zugabe von
Ameisensaure zu 21 jedoch nicht erreicht werden. Die deutlich getrennten Singulett-Signale
im NMR-Spektrum von 22 sprechen fiir anisochrone Wasserstoffatome der Aminofunktion,
was z.B. fur das Chinazolin-Salz bestatigt werden konnte. Somit wird fiir 22 abschlieflend ein

protoniertes 4-Methyl-2-chinazolinamin Grundgerust analog zu 29 angenommen.

3.3.9 Chinazoline in der Forschung

Das Hauptstrukturelement der Chinazoline bildet das heterozyklische (1,3-Diazanaphtalen)
Doppelringsystem, welches erstmals zum Ende des 19. Jahrhunderts auf synthetischem
Wege erzeugt wurde. BISCHLER und LANG gelang es, durch Umsetzung von
o-Amidobenzaldehyd mit Ammoniak zum Chinazolingeriist zu gelangen, welches anfangs

[91

noch als Phenmiazin bezeichnet wurde.® Dies stellte den Startpunkt fiir die mittlerweile

sehr vielfaltigen synthetischen Chinazoline dar, wobei ARMAREGOS Beitrdage zum physikalisch-

chemischen Verstandnis dieser Substanzklasse einen wichtigen Stellenwert einnehmen.? |

n
der Natur griinden die Chinazolin-Alkaloide auf dem bereits synthetisch beschriebenen
Grundgerist und bilden nur eine kleine Klasse von Sekundarmetaboliten. Dennoch sind sie in
der Natur weit verbreitet, da diese Alkaloide nicht nur in hoheren Pflanzen (z.B. Malvaceae,
Rutaceae, Palmaceae) sondern auch in niederen Spezies, wie Pilzen (Ascomyceten) und
Bakterien (Pseudomonaden, Streptomyceten) vorkommen. Auf der Ebene der

Mikroorganismen sind jedoch vergleichsweise wenig Berichte tiber Chinazoline zu finden. (53]

Aus dem Rautengewachs (Rutaceae) Glycosmis arborea, eine in der indisch-ayurvedischen
Lehre genutzte Heilpflanze, konnten Arborin (32) als Hauptalkaloid[94] sowie Glycorin (33),
Glycosmicin (34) und Glycosminin (35) als Nebenalkaloide!® isoliert werden. Sie zihlen zu
den bekanntesten Vertretern der einfachen (bizyklischen) Chinazoline. Zum gleichen
Strukturtyp gehoren auch die im Wehrsekret des Saftkuglers Glomeris marginata
vorkommenden Alkaloide Glomerin (36) und Homoglomerin (37).[96]

Trizyklische Chinazoline finden sich hauptsachlich in hoheren Pflanzen, wobei das Vasicin

(38) — 1888 erstmals aus dem indischen Lungenkraut Adhatoda vasica isoliert — als

klassisches Beispiel genannt werden kann.!”! Peganin — isoliert aus der Steppenraute
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Peganum harmala — weist die gleiche Struktur wie 38 auf, erhielt jedoch aufgrund seines
Ursprungs eine andere Benennung.[%] Die natirlichen Derivate von 38 — Vasicinon (39) und
Desoxyvasicinon (40) — konnten ebenfalls aus Peganum harmala isoliert werden.

Bis 1997 wurden {ber 140 Chinazoline natirlichen Ursprungs beschrieben, wobei die

331 7ahlreiche

meisten Ergebnisse aus der Zeit zwischen 1950 bis 1970 stammen.
Therapeutika, wenngleich nicht weltweit zugelassen, sind heutzutage Derivate von
Chinazolinen: Doxazosin (41) (Antihypertensivum/Blutdrucksenker), Metaqualon (42)

(Hypnotikum), Afloqualon (43) (Muskelrelaxans), Raltitrexed (44) (antineoplastisches Mittel)

] [100

oder Ketanserin (45) (Serotonin—Antagonist).[99 In einer aktuellen Studie™®® wird die
Tauglichkeit von 2-Guanidinochinazolinen als Adenosin-Rezeptor Antagonisten untersucht,
was die Bedeutung dieser Substanzklasse auch fir die medizinische Forschung verdeutlicht.

Auch wenn diese Alkaloide, speziell pflanzlichen Ursprungs, bereits breit erforscht
erscheinen, bestatigen aktuelle Ergebnisse der Suche und Derivatisierung neuartiger
Chinazoline deren Stellenwert fir die Naturstoffforschung.[ml] Hierbei bietet die Natur eine
breite Palette an Habitaten: LAATSCH et al. konnten neben einigen bekannten Alkaloiden neue

[102] piese

C-2-substituierte Chinazolin-4-on-Alkaloide (46) aus Streptomyces sp. isolieren.
neuen Naturstoffe zeigten im Plattendiffusionstest allerdings keine Aktivitat. Als weiteres
Beispiel konnen die komplexeren Aurantiomide A-C (47-49) genannt werden, welche als
Metaboliten des Schwamme-assoziierten Pilzes Penicillium aurantiogriseum charakterisiert
wurden.'"! Fiir 48 und 49 konnte eine zytotoxische Wirkung gegen mehrere Zelllinien (u.a.
Leukdmie, Bronchialkarzinom) mit ICso-Werten um 50 pg/mL nachgewiesen werden.

Wie auch in der vorliegenden Arbeit flihrt das Screening nach neuen Naturstoffen haufig zu
bereits synthetisch oder aus anderen Quellen gewonnenen Strukturen: 4-Methylchinazolin

(50), urspriinglich aus Pseudomonaden isoliert %%

, wurde kiirzlich als Sexualpheromon der
parasitaren Wespe Nasonia vitripennis identifiziert."'® Solche Entdeckungen stellen wichtige
Beitrdge fiir die Kenntnis Uber niedermolekulare Stoffe und deren Funktion in der

chemischen Okologie dar.
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Abbildung 21: Ubersicht tiber natiirliche Chinazolin-Alkaloide und medizinisch verwendete Chinazolin-Derivate.
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3.3.10 Biosyntheseuntersuchungen an 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

3.3.10.1 Bisherige Untersuchungen zur Biosynthese der Chinazoline

Bis heute finden sich nur sehr wenige Berichte Uber Biosynthesestudien an bizyklischen
Chinazolinen. Hierbei standen besonders die pflanzlichen Alkaloide Arborin (32) und Vasicin
(38) im Fokus vieler in vivo Fitterungsexperimente.

FUtterungsversuche an Glycosmis arborea mit radioaktiv markierten, hypothetischen
Vorlaufern identifizierten Anthranilsdure (25) (im aromatisches Ringsystem) und
Phenylalanin (im Pyrimidin-Fragment) als mogliche Bausteine des Arborins (32).[106] Diese
sind auch der Ursprung aller Stickstoffatome des Chinazolins 32. Ein biochemisches
Aquivalent von Ammoniak (wie Glutamat) konnte als N-Ubertriager ausgeschlossen werden.
In zwei unabhangigen Arbeiten wurde die Biosynthese ausgehend von Anthranilsdure (25)

(106,107 yhklar war, in welcher

und Phenylalanin iber 51 zu 32 formuliert (s. Abbildung 22).
Reihenfolge die Decarboxylierung von Phenylalanin und dessen Kondensation mit 25
zueinander stehen. Des Weiteren zeigten Fitterungsexperimente mit [**CHs]Methionin, dass
dieses die N-Methylgruppe in 32 liefert. Ob der Methylierungsschritt bereits vorab an der

Anthranilsdure (25) oder erst nach Ringschluss stattfindet, blieb ebenfalls unbeantwortet.

o 0 O COOH
O O |~
+ H
NH, NH,

NH,

Anthranilsdure (25) Phenylalanin Anthranoylphenylalanin
O
O @]
N
N J\Q
" \
NH, CH,
51 Arborin (32)

Abbildung 22: Hypothese zur Biosynthese von Arborin (32) in Glycosmis arborea nach GROGER und
0’DoNovAN. M7,
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Fir das Molekulgertst der Chinazoline von Typ des Vasicins/Peganins (38) wurde
Anthranilsdure (25) ebenfalls als Vorlaufer postuliert.[1°8’109] Ob 25 in vivo aus dem Shikimat-
Weg hervorgeht oder aus dem Katabolismus des Tryptophans stammt, wurde erst in
spateren Futterungsversuche mit [Benzenring-U-*Cg]Tryptophan naher beleuchtet.**"!
Hierbei kam es zu der Hypothese, dass zumindest ein Teil der gebildeten Anthranilsdure (25)
einem Abbau des Tryptophans entstammen muss, der Schwerpunkt jedoch auf der Bildung
via Shikimat-Weg liegt.

Bei der Kultivierung bestimmter Pseudomonaden-Stamme kam es haufig zum Auftreten
eines fruchtigen (Weintrauben- oder Jasmin-artigen) Geruchs. Cox und PARKER identifizierten

diesen Geruchstoff als 2-Aminoacetophenon (52).[111]

Bereits zwolf Jahre zuvor, 1967,
postulierte MANN flir Pseudomonaden einen neuen Abbauweg des Tryptophans lber 52, da
auch er 52 in Zusammenhang mit dem Geruchsstoff vermutete. Durch Fitterungsversuche
konnte MANN nachweisen, dass einfache 4-Methylchinazoline biosynthetisch aus dem
Katabolismus des Tryptophans hervorgehen missen; dies fihrte zu der Bezeichnung

,Chinazolin-Weg’ (s. Abbildung 23).[104]

COOH

Pyrro/ase
N CHO
H

Tryptophan (53) N-Formylkynurenin (54) N-Formylamino- 4-Methylchinazolin (50)
acetophenon (55)

56: R =CH,
57:R=C,H, o
58: R = CH,OH

amidasen

2-Aminoacetophenon (52)

Abbildung 23: ,Chinazolin-Weg’ nach Mann™

von 4-Methylchinazolinen (50, 56-58).

Katabolismus von Tryptophan als moglicher Biosyntheseweg

Die durchgefiihrten Versuche zur Biosynthese von 21 griindeten auf diesen etablierten
Fiitterungsstudien, weshalb zum einen die Beteiligung von Anthranilsdure (25) iberprift und
zum anderen dem Ursprung der Stickstoffatome nachgegangen werden sollte. Folglich

wurden Glycerin — moglicher Vorlaufer von Shikimisdure/Anthranilsdure — und Harnstoff —
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eine Stickstoffquelle — als Fltterungssubstanzen ausgewahlt. Des Weiteren sollte die
Flitterung von Methionin — als mogliche Quelle der Methylgruppe — die Biosynthesestudien

verdichten.

3.3.10.2 Erstellen der Fermentationskurve

Flir Biosynthesestudien ist es essentiell, Kenntnisse (ber den zeitabhdngigen
Produktionsverlauf des zu untersuchenden Sekundarmetabolits zu besitzen. Der pH-Verlauf,
welcher in Zusammenhang mit der Metabolitenproduktion steht, liefert notwendige
Hinweise, um die Fermentationsdauer und den geeigneten Zugabezeitraum der
(isotopenmarkierten) Vorlaufer auszuwdhlen. Deren Fitterung erfolgt meist kurz vor
Einsetzen der Sekundarstoffproduktion und endet mit dem Erreichen der maximalen
Konzentration des Metaboliten. Eine gezielte Flitterung von isotopenmarkierten Substanzen
in den spezifischen Stoffwechsel ist notwendig, um eine genligend hohe Anreicherung der
Isotopenmarkierung im Zielmolekiil zu erzielen und weitere katabolische Verteilung der
markierten Atome (,scrambling”), z.B. durch Einschleusen in andere Stoffwechselwege
(Abbau- und Umbauprozesse), zu vermeiden.

Um Fltterungsexperimente am S. venezuelae Wa232 vorzunehmen, musste folglich der
Produktionszeitraum von 21 durch die Aufnahme einer sogenannten Fermentationskurve
gesichert werden. Ferner sollte eine effektive Aufarbeitungsstrategie entwickelt werden, da
aufgrund der kostspieligen isotopenmarkierten Fltterungssubstanzen kleine Fermentations-
volumina eingesetzt worden.

Aufgrund der hoéheren Ausbeute an 21 war flir Untersuchungen zur Biosynthese eine
Fermentation des Stammes Wa232 in HF-Medium vorgesehen. Als Inokulum diente eine
Glycerin-Einlagerung des Stammes. Hiermit wurde gewadhrleistet, dass das Zellmaterial der
urspriinglichen Kultivierung verwendet wurde. Zur Aufnahme des zeitabhdngigen
Produktionsverlaufs von 21 sollten alle Kultivierungsansiatze die gleichen Anfangs-
bedingungen besitzen. Dazu erfolgte zundchst eine Vorkultivierung fur 48 h, aus der die
eigentliche Schuttelkultur angeimpft wurde. Alle flinf bis sechs Stunden wurden jeweils drei
Kolben entnommen und aufgearbeitet (s. Kapitel 8.5.7.1). Die Probenentnahme erfolgte bis
zur 166. Stunde, so dass insgesamt 75 Kolben aufgearbeitet wurden. Die erhaltenen Extrakte
wurden dinnschichtchromatographisch und mittels analytischer HPLC auf die Produktion

von 21 Uberprift. Zur Aufnahme der Fermentationskurve wurden die Flachenintegrale der
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,Chinazolin-Signale” im UV-Chromatogramm bestimmt und im zeitlichen Verlauf
aufgetragen. Trotz dreifacher Wiederholung je betrachtetem Zeitpunkt konnte aus den
Flachenintegralen und dem pH-Verlauf keine aussagekraftige Produktionskurve gewonnen
werden. Es erweckte den Anschein, als ob die unterschiedlichen Kulturen zwei abweichende
Metabolitenspektren aufwiesen. Ein derartiger Unterschied konnte fir das HF-Medium
bisher nur bei Anwendung des OSMAC-Verfahrens!**? beobachtet werden (Fermentation in
Leitungs- bzw. demineralisiertem Wasser; vgl. Kapitel 3.2.2). Moglicherweise waren die zum
Inokulieren der Hauptkultur benutzten 48 h-Kulturen unterschiedlich angewachsen (trotz
gleichem pH-Werts) oder die Menge an festen Medienbestandteilen (wie Hafermehl)
variierte von Kolben zu Kolben, was somit die Medienzusammensetzung beeinflusste. Dieses
kann bei groReren Ansatzmengen ein Problem sein, da bei der Vorbereitung des Mediums
der verwendete Hafer sehr schnell im Ansatzgefal} zu Boden sinkt und somit (trotz Riihrens)
nicht gleichmaRig auf die Erlenmeyerkolben verteilt wird. Eine Kontamination kann
ausgeschlossen werden, da die im Dlinnschichtchromatogramm erhaltenen Metaboliten-
muster denen des chemischen Screenings glichen.

Aufgrund dieser Tatsache wurden Variationen des Mediums der Vor- und Hauptkultur
vorgenommen: Es wurden Vorkulturen von Wa232 in HF- und M2-Medium hergestellt,
welche fir 48 h inkubiert wurden. Hiermit wurden wechselseitig Hauptkulturen beimpft (s.
Tabelle 6). Diese vier Kombinationen wurden jeweils zwei Mal wiederholt und nach 48 bzw.

60 Stunden aufgearbeitet und diinnschichtchromatographisch analysiert.

Tabelle 6: Verwendete Nahrmedien zur Uberpriifung des Metabolitenspektrums von S. venezuelae Wa232.

Medium  Kultivierungs- Medium  Kultivierungs-

Vorkultur dauer Hauptkultur dauer
HF 48 h HF 48 h+60h
HF 48 h M2 48 h+60h
M2 48 h M2 48 h+60h
M2 48 h HF 48 h+60h

Es konnte in den Variationen ein jeweils konstantes Metabolitenspektrum vorgefunden
werden. Ein Effekt, wie bei der Aufnahme der Fermentationskurve in HF-Medium (s. oben),
wurde nicht festgestellt. Im Diinnschichtchromatogramm zeigten sich bei Verwendung von

HF-Medium als Hauptkultur zwei fluoreszierende Zonen in direkter Nachbarschaft zum
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Chinazolin (21). Aus Grinden einer angestrebten effizienten Aufarbeitung wurde fortan fir
Biosyntheseuntersuchungen, sowohl fir die Vor- als auch Hauptkultur, M2-Medium
verwendet. Hier konnten keine flankierenden Zonen im Bereich von 21 festgestellt werden.
Zusatzlich sollte durch eine Optimierung der Aufarbeitung die Ausbeute an 21 im Vergleich

zum vorangegangenen Screening erhoht werden.

Die Fermentationskurve wurde analog zur ersten Fermentationskurve (HF-Medium)
aufgenommen (s. oben), wobei in diesem Fall zur Analyse der Metabolitenproduktion auf die
gekoppelte HPLC-MS zuriickgegriffen wurde. Durch einen Vergleich von UV- und Massenspur
wurde gewahrleistet, dass die integrierten Peaks im UV-Chromatogramm nur von 21
stammen. Der Fermentationskurve ist zu entnehmen, dass die Chinazolin-Produktion zur
14. Stunde nach Inokulation einsetzt, dann kontinuierlich ansteigt und nach 54. Stunden ihr
Maximum erreicht hat (vgl. Abbildung 24). Als Konsequenz wurden alle Vorldufer von der
zwolften bis 23. Stunde durch kontinuierliches Zupumpen zur Kulturlosung gegeben und der

Erntezeitpunkt nach 54. Stunden gewahlt.
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M Ausbeute Chinazolin ® pH-Wert
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2 - 6,10
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4,0E405 -
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0,0E+00 5,80

Fermentationsdauer [Stunden]

Abbildung 24: Fermentationskurve von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) aus dem Stamm Wa232 (M2-Medium):
Dargestellt sind die mittels HPLC ermittelten Flachen der UV-Absorbanzpeaks von 21 und der pH-Wert gegen
die Fermentationsdauer.
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3.3.10.3 Fiitterungsexperimente

Vorversuche

In einem ersten Schritt sollte Uberprift werden, ob die zu fltternden Substanzen vom
Stamm Wa232 uberhaupt verstoffwechselt werden kénnen. Haufig fiihrt das Vorhandensein
biosynthetisch naher Vorlaufer bzw. Intermediaten zu einer Stimulierung des Stoffwechsels,

1221 pa die Fitterungs-

was mit einer Steigerung der Sekundarstoffproduktion einhergeht.
experimente in einem Fermenter durchgefiihrt werden sollten, dienten die Vorversuche
ferner dazu, den Einfluss dieser neuen Bedingungen am Stamm Wa232 zu testen. Parallel
erfolgte eine Fermentation in Schittelkulturen, zu denen ebenfalls unmarkierte Vorlaufer
gegeben wurden.

Somit wurde der Stamm Wa232 zum einen im 1.5 Liter-MaR3stab im Fermenter und zum
anderen im 300 mL-Malstab (2x 150 mL) in Erlenmeyerkolben kultiviert. Als Inokulum fir
beide Varianten diente eine 48 h-Vorkultur. Die zu flutternden Substanzen wurden mit Hilfe
einer Schlauchpumpe von der zwolften bis 23. Stunde nach dem Beimpfen kontinuierlich
zugepumpt. Als unmarkierte Vorlaufer wurden Anthranilsdure (25) (7.3 mm), Glycerin
(5.4 mm) und Harnstoff (4.0 mm) eingesetzt. Zusatzlich erfolgte eine Kultivierung unter den
gleichen Bedingungen, jedoch ohne Zufltterung (Kontrolle). In diesem Fall musste jedoch
aus Zeitgrinden von einer Kontroll-Fermentation im Fermenter abgesehen werden. Die
genauen Kultivierungsparameter und die Aufarbeitung sind in Kapitel 8.5.7.2 beschrieben.
Die Auswertung erfolgte diinnschichtchromatographisch und mittels gekoppelter HPLC-MS.
Die Flachenintegrale lber den ,Peaks” im UV-Chromatogramm sind in Abbildung 25
dargestellt. Wie zu erkennen ist, war die Produktion an 21 in allen Schiittelkulturen konstant.
Somit zeigten die zugefiitterten Vorlaufer keinen steigernden Effekt auf die Chinazolin-
Produktion. Dennoch war davon auszugehen, dass diese vom Produzentenstamm gut
toleriert worden sind, da es zu keinem Einbruch der Produktion kam. Im Gegensatz dazu
zeigte die Kultivierung im Fermenter unterschiedlichen Ausbeuten. Wahrend sie nach
Fatterung von Harnstoff auf dem Niveau der Schuttelkulturen lag, kam es zu einem
Riickgang der Produktion an 21 als Folge der Anthranilsdure- und Glycerin-Fitterung.
Inwieweit hierbei die tatsachlichen Ausbeuten an 21 voneinander abweichen, misste durch
eine zusatzliche Eichmessung — Verhaltnis von Peakflache zu Chinazolin-Konzentration —

ermittelt werden. Hiervon wurde jedoch abgesehen. Aufgrund der besseren Handhabbarkeit
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und der guten Ausbeute im Falle der Harnstoff-Fltterung erfolgten die weiteren
Biosyntheseuntersuchungen im Fermenter.

Die Futterung von Anthranilsdure (25) bedarf eines zusatzlichen Kommentars: Aufgrund der
in der Literatur beschriebenen Biosynthese-Hypothesen und der Tatsache, dass (N-Methyl-)
Anthranilsdure (23) aus dem Stamm Wa232 isoliert werden konnte, wurde 25 als Vorlaufer
bzw. Intermediat in der Biosynthese von 21 postuliert. Daher bestand die Erwartung, dass
die GroRe des Anthranilsaure-Pools einen Einfluss auf die Menge an gebildetem Chinazolin
(21) besitzt. Jedoch konnte dieser Effekt durch Zufiitterung von Anthranilsdure (25) zum

Produzentenstamm nicht beobachtet werden.

2,0E406 - Ferm.

EMK

1,5E+06 -

1,0E+06 -

Flacheneinheiten

5,0E+05 -

0,0E+00 -

Anthranilsdure Glycerin Harnstoff Kontrolle

Flitterungssubstanz

Abbildung 25: Ausbeute an 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) in FUtterungsversuchen mit unmarkierten
Vorlaufern. Dargestellt sind die mittels HPLC ermittelten Flachen der UV-Absorbanzsignale von 21 in
Abhangigkeit des zugefitterten Vorlaufers. EMK = Schiittelkultur; Ferm. = Kultivierung im Fermenter.

Variation der Aufarbeitung

Um einen Zugang zum gesamten aus den Fiitterungen gewonnen Metabolitenspektrum des
Produzentenstammes zu erhalten und um die Ausbeute an 21 zu erhohen, wurde ein
variiertes Aufarbeitungsschema angewandt. Dieses sah im ersten Schritt eine Trennung des
Rohprodukts mittels Gelchromatographie (Sephadex LH-20) vor. Als néachstes folgte
Reinigung von 21 durch MPLC (RP-18). Durch diese ,verkiirzte” Aufreinigung konnte 21 in

Ausbeuten von 2 mg/L aus den Futterungsansatzen isoliert werden.
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Fiitterung von [U-"3C;]Glycerin

Glycerin kann nicht direkt in den Shikimat-Weg eingeschleust werden, sondern wird nur
verstoffwechselt akzeptiert. Es wird Gber Glycerin-Kinase unter ATP-Verbrauch zu Glycerin-3-
phosphat (G3P) Uberfiihrt und anschlieBend durch Glycerinphosphat-Dehydrogenase zu
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) umgewandelt. DHAP steht im Gleichgewicht mit
Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP), welches durch die Triosephosphat-lsomerase reguliert
wird. Hier findet das urspriingliche Glycerin seine Einschleusung in den anabolischen
Stoffwechsel: DHAP wird Uber die Glycolyse verstoffwechselt und gelangt als
Phosphoenolpyruvat (PEP) in den Shikimat-Weg, wahrend GAP in den Pentosephosphat-
Weg eingebunden wird und tber Erythrose-4-phosphat (E4P) in Shikimat eingebaut werden
kann. Das typische Einbaumuster von uniformmarkierten Glycerin in Shikimisaure (59) weist
neben zwei intakten Cs-Einheiten eine zusatzliche Einzelmarkierung auf (vgl. Abbildung 26).
Der Anteil von [U-*C5]Glycerin im metabolischen Pool fiir PEP und E4P ist aufgrund der
unterschiedlich komplexen Stoffwechselwege nicht gleichwertig. Hieraus resultieren
abweichende Einbauraten des Glycerins in 59 (vgl. Abbildung 26). Speziell die Intensitat der
Einzelmarkierung aus E4P — eine Folge des Pentosephosphat-Wegs — ist oftmals geringer als

dessen intakte C3-Einheit.[113]

[U-13C3]Glycerin wurde dem Chinazolin-Produzenten Wa232 in einer Endkonzentration von
5.4 mm zugefiihrt. Intensive “Jcc-Kopplungen konnten zwischen C-4a/C-8a und C-5/C-6/C-7
gefunden werden. Dies indiziert das Vorhandensein intakter Einheiten, die jeweils aus einem
isotopenmarkierten Glycerin-Molekil stammen. Dass es sich bei C-5/C-6/C-7 definitiv um
eine intakte Einheit handelt, bestatigt die zusatzlich beobachtbare 3'Jcc—KoppIung (2.0 Hz) von
C-5/C-7. Des Weiteren war eine Einzelanreicherung der Methylgruppe (C-9) feststellbar (vgl.
Tabelle 7).

Zur Bestimmung der spezifischen Einbaurate muss die Referenzierung auf ein nicht
isotopenmarkiertes Atom erfolgen. Wie aus den berechneten Daten ersichtlich wird, fiel der
Einbau fur C-4 und C-8 ,negativ” aus. Aufgrund eines starken Intermediarstoffwechsels von
Glycerin konnte nicht ausgeschlossen werden, dass das hier verwendete Referenzatom C-2

als unmarkiert postuliert und dennoch eine Isotopen-Markierung trug.
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Tabelle 7: Spezifischer Einbau (sp. Einb.) und C-"C-Kopplungskonstanten fiir 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)
nach Fltterung von [U—13C3]Glycerin. Die Einbauraten wurden auf die Signalintensitdt von C-2 referenziert. Fett
dargestellte Werte stellen einen gesicherten Einbau dar.

C- ¢ Sp. Einb. Sp. Einb. Jec
Atom [ppm] (Singulett) (Dublett) [Hz]

2 161,4 0,00 -

4 170,6 -0,10 -

4a 120,3 - 0,72 54.0

5 126,4 - 0,89 59.0, 2.0

6 122,9 - 0,72 59.0, 53.0

7 134,3 - 0,82 53.0, 2.0

8 126,7 -0,13 -

8a 153,2 - 0,80 54.0

9 21,5 0,62 -

Zur Absicherung der Einbauraten sollte 21 durch Acetylierung an der Aminofunktion mit
unmarkierten (**C)-Kohlenstoffatomen als neue Referenz versehen werden. Diese Derivati-
sierung erfolgte durch Umsatz von 21 mit Essigsdaureanhydrid in Pyridin (s. Kapitel 8.5.8.3). In
einem Modellversuch mit 21 aus einem Fitterungsexperiment mit unmarkiertem Glycerin
konnte 4-Metyl-2-chinazolinacetylamid (60) in Ausbeuten von 47 % gewonnen werden. Der
Umsatz des aus der Fiitterung erhaltenen 21 konnte zwar mittels HPLC-MS nachgewiesen
werden, allerdings lag nach Reinigung von 60 nicht mehr genligend Substanz vor, um aus

den NMR-Messungen eindeutige Einbauraten ermitteln zu kénnen.

Aus dem Kopplungsmuster konnte dennoch, wie oben bereits erwahnt, auf in 21 eingebaute
Einheiten geschlossen werden. Legt man Anthranilsdure (25) als Vorldufer von 21 zugrunde,
wich das beobachtete vom erwarteten Einbaumuster ab. So zeigten sich nicht zwei durch
Glycerin vermittelte Cs-Einheiten, sondern es konnten nur eine intakte Cs3- und eine C,-
Einheit vorgefunden werden. Eine Einzelanreicherung fehlte im aromatischen Ringsystem,

dafiir gab es eine zusatzliche in der Methylgruppe (C-9) (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Fltterung von [U—13C3]Glycerin: a) Theoretisch erwartetes Einbaumuster in Anthranilsdure (25)
durch den Shikimat-Weg; b) tatsachlich gefundenes Einbaumuster in 4-Methyl-2-chinazolinamin (21).
13C-Markierungen im Molekil sind in Rot dargestellt.

Fiitterung von [**C]Harnstoff, [*°N,]Harnstoff und [**C,">N,]Harnstoff

Die Stoffwechselwege von Harnstoff im Organismus sind sehr facettenreich. Es stellte sich zu
Beginn der Fltterungsexperimente die Frage, ob Harnstoff de novo fir die Biosynthese von
21 zur Verfliigung gestellt wird oder durch einen aktiven Katabolismus als anorganisches

Ammonium in den Stoffwechsel eingeht.

In unabhingigen Futterungsexperimenten wurden je 4.0 mm [*C]Harnstoff, [*°N,]Harnstoff
und [*C,"°N,]Harnstoff dem Kultivierungsansatz zugegeben.

Dabei konnte nach Fitterung von [**C]Harnstoff keinerlei Anreicherung in 21 aus dem “*C-
NMR-Spektrum ermittelt werden. Indessen wurden Ubereinstimmende Markierungsmuster
im 'H- und 13C-NMR-Spektrum durch Zugabe von [*°*N,]Harnstoff und [**C,**N,]Harnstoff
erhalten. Aufgrund der sehr geringen natirlichen Haufigkeit (0.37 %) und des geringen
gyromagnetischen Verhiltnisses von N ist eine Messung von >N-NMR-Spektren hiufig
schwer moglich. So konnten auch in diesem Fall keine Aussagen mit Hilfe der reinen
Stickstoff-Spektren gewonnen werden. Aus den Protonen- bzw. Kohlenstoff-NMR-Spektren
kann nicht direkt auf den erfolgreichen Einbau von isotopenmarkiertem Stickstoff
geschlossen werden; dies ist nur indirekt durch die erhaltenen Kopplungsmuster fir die
angereicherten Chinazoline méglich. Im *H-NMR-Spektrum von unmarkiertem 21 war das
aufgrund der natiirlichen ">N-Haufigkeit beobachtbare und zum Dublett aufgespaltene Signal
(Y = 88.5 Hz) der Aminofunktion zu erkennen. Nach Fitterung von “°N-markiertem

Harnstoff waren diese Dublett-Signale verstarkt zu detektieren, woraus eine Einbaurate des
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N von 14% in die Aminofunktion ermittelt wurde. Des Weiteren zeigten sich nach
Flitterung von [*C,">N,]Harnstoff und [*’N,]Harnstoff zusitzliche Multiplett-Signale in den
ansonsten gleichartigen 1H—NI\/IR—Spektren, welche auf ein weiteres Isotopomer
zurlickgefihrt wurden. Der Hochfeld-lsotopenshift dieses zum Dublett vom Dublett
aufgespaltenen Signals bestatigte diese Annahme. Hierbei kénnte es zu einer Anreicherung
zweier Stickstoffatome in 21 gekommen sein, so dass neben der Kopplung innerhalb der
Aminofunktion eine weitere — zu einem benachbarten °N-Stickstoff — zu beobachten war

(*Jan = 5.5 Hz) (s. Abbildung 27).

_,/\\_
‘-.‘ 1
<4 ---- :}A—/ _____ x\_\x —————— > JNH = 88.5 HZ
6.20 6.18 B.16 6.14 612 6.10 6.08 6.06 6.04 6.02 6.00 598 5.96 ppr
---------------- » Yy =88.5 Hz (1)
[
|
|
|
f
» =55 Hz (1)
) 'L t:-- -------- :;_“ ‘/‘*‘* 1JNH-88 5 He (I
_,__..——/ T e S
6.20 6.15 6.10 6.05 6.00 5.95 ppmr

Abbildung 27: "H-NMR (600 MHz, Aceton-dg) der Aminogruppe (2-NH,) von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21):
Referenzspektrum (oben) und Spektrum nach Fiitterung von [*C,"N,]Harnstoff (unten). Das aus der Fitterung
erhaltene Spektrum zeigt Kopplungsmuster zweier Isotopomere (1/11).

Zusatzlich zeigten mehrere 13C—NI\/IR—SignaIe diskrete Kopplungen, welche aufgrund ihrer
GroRenordnung als Jyc-Kopplungen identifiziert wurden (s. Abbildung 28, Abbildung 30).[114]
Daraus wurde ein moderater Einbau von N in alle Stickstoffatome von 21 geschlossen. Aus
'H-°N-HMBC Studien — mit Optimierung auf Jy4 = 5 Hz — wurde ein starkerer Einbau in N-3
im Vergleich zu N-1 angenommen. Dies konnte aufgrund des Kreuzsignals von N-3

(6y=-110.4) zu 9-CHs; (64 =2.72) postuliert werden, welches von wesentlich hoherer

Intensitat war als das Signal von N-1 (6y =-164.2) auf 8-H (64 = 7.44) (vgl. Abbildung 29).
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Abbildung 28: Kopplungskonstanten (in Hz) von 21 ermittelt aus ‘H-NMR (Jy4: grau) und C-NMR (Jyc: schwarz)
. 15 .
nach Fitterung von "N-markiertem Harnstoff.
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Abbildung 29: "H-"N-HMBC (60 MHz (°N), 600 MHz (‘H), Aceton-dg) von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) nach
Fltterung von [13C,15N2]Harnstoff. Die HMBC-Experimente waren auf Jyy = 5 Hz optimiert.

Zusammen mit den Ergebnissen der [*C]Harnstoff-Fiitterung wird jedoch der Einbau einer
intakten Harnstoff-Einheit ausgeschlossen, was in Ubereinstimmung mit einem vitalen

Stoffwechsel des Harnstoffs steht.
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Abbildung 30: NMR-Spektren von 21 nach Fiitterung von [°C,"°N,]Harnstoff: a) und b) *C-NMR (500 MHz,
Aceton-dg); ¢) *H-NMR (600 MHz, Aceton-dg).
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Fiitterung von [Methyl-*C]Methionin

Methionin wird vom Organismus unter ATP-Verbrauch durch das Enzym Methionin-
Adenosyltransferase zu S-Adenosylmethionin (SAM) umgewandelt. Diese Spezies erhoht die
Aktivitit der Methylgruppe des Methionins, womit SAM als biologischer Ubertriger von
Methylgruppen fungiert.

Spekulationen tiber einen Einbau von Methionin in Chinazolin-Alkaloide drehten sich um den
Ursprung der N-Methylgruppe in Arborin (32). GROGER et al. konnten markierte
N-Methylanthranilsdure (23) als Abbauprodukt wahrend ihrer Fiitterungsstudien an 32 mit
[**CHs]Methionin isolieren.!’®® zusitzlich konnte radioaktiv gelabeltes 32 nachgewiesen
werden, was eine Ubertragung der Methylgruppe durch Methionin bestatigt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte allerdings kein Einbau von [I\/Iethyl—13C]Methionin in 21
bestatigt werden, nachdem es in einer Konzentration von 1.2 mm zum Produzentenstamm
gefuttert wurde.

N-Methylanthranilsaure (23) lieR sich nicht wahrend der Biosyntheseuntersuchungen re-
isolieren, obwohl es im chemischen Screening gefunden werden konnte. In einer
gaschromatographischen Untersuchung des aus der Methionin-Fitterung erhaltenen
Rohprodukts konnte 23 eindeutig nachgewiesen werden (s. Abbildung 31). Der *C-Isotopen-
Peak lasst jedoch auf keinen signifikanten Einbau schlieRen. Daher kann nur aus den
Ergebnissen der Glycerin-Fitterung eine Beteiligung von Anthranilsdure (25) an der
Chinazolin-Biosynthese angenommen werden. 25 selbst konnte mittels GC-MS dagegen
nicht nachgewiesen werden.

Daher ist noch offen, ob 23 als Neben- bzw. Abbauprodukt der Chinazolin-Biosynthese zu
betrachten ist; eher unwahrscheinlich ist, dass Anthranilsdaure nur N-methyliert zu 21

verstoffwechselt wird.
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Abbildung 31: GC-EI-MS-Chromatogramm des Rohprodukts aus S. venezuelae Wa232 nach Kultivierung in M2-
Medium und Fltterung von [MethyI-BC]Methionin. Oben: ,Base-Peak’ tiber alle Massen; Mitte: Massenspur fiir
m/z = 159-160; Unten: Massenspur fur m/z = 151-152.

3.3.10.4 Diskussion und Hypothese zur Biosynthese des Chinazolins (21)

Aus den Ergebnissen der Fltterungen von [U—13C3]Glycerin, [13C]Harnstoff, [15N2]Harnstoff,
[*C,**N,]Harnstoff und [Methyl-13C]Methionin lasst sich eine Biosynthese des mikrobiell
neuartigen 4-Methyl-2-chinazolinamins (21) ableiten, die im Einklang mit einigen
Hypothesen aus der Literatur steht und hier erstmalig den kompletten Biosyntheseweg eines
mikrobiellen Chinazolin-Alkaloids aufdeckt:

Den Ausgangspunkt bildet Tryptophan (53), welches aus Anthranilsdure (25) durch den
Shikimat-Weg hervorgeht. Hierbei wird Glycerin tiber PEP und E4P in den Stoffwechsel
eingespeist. Ferner gelangt Glycerin noch Uber zwei weitere Wege in das Tryptophangerust:
Zum einen durch 5-Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) (via Pentosephosphat-Weg) und
zum anderen durch Serin (via 3-Phosphoglycerat aus der Glycolyse). Unterschiedlich
komplexe Biosynthesewege konnten zu verschieden starken Anreicherungen von
markiertem Glycerin in 21 fihren (s. Abbildung 32).

Ein Abbauweg von Tryptophan (53) durch Tryptophan-2,3-dioxygenase (Tryptophan-
Pyrrolase) fihrt zu N-Formylkynurenin (54), welches (ber eine 2-Oxoglutarat-
Aminotransferase in 61 umgewandelt werden konnte. Reduktion der 2-Ketofunktion liefert
62, das — unter Annahme einer Ketohydroxyglutarat-Aldolase vermittelten Reaktion™! — in

2-Aminoacetophenon (52) und Glyoxylat gespalten werden konnte. Der Katabolismus von

Tryptophan (53) zu 52 als wesentlicher Schritt der Biosynthese von Chinazolinen wird auch
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t.[104]

im ,Chinazolin-Weg’ von MANN postulier Bisher fehlte jedoch eine detaillierte

Beschreibung fir die Zwischenstufen auf Grundlage von Fiitterungsexperimenten.
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Abbildung 32: Erster hypothetischer Schritt der Biosynthese von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21): Bildung des
aromatischen Rings aus Anthranilsdure (25) mit Markierungsmuster aus [U—13C3]Glycerin (rot: signifikanter
Einbau; grau: schwacher Einbau).

Die signifikant hohe Anreicherung der Aminofunktion (N-10) durch isotopenmarkierten
Harnstoff im Vergleich zu den Pyrimidin-Stickstoffen (N-1 und N-3) des Chinazolins (21) lasst
auf einen starken Katabolismus des Harnstoffs schliefen. Urease fiihrt zur Spaltung von
Harnstoff in NH; und CO,. Das somit durch die Fitterung von >N-markiertem Harnstoff
erhaltene anorganische Ammonium koénnte Uber unterschiedliche Stoffwechselrouten in 21
eingebaut werden (s. Abbildung 33). Damit kann auch erklart werden, warum es zu keiner
(messbaren) Anreicherung in C-2 nach Fitterung von BC-markiertem Harnstoff kam; die
Markierung geht iber das CO, verloren. Ferner kann es auch nicht zu einem Einbau einer
intakten [13C,15N2]Harnstoff—Einheit kommen.

Es liegt die Vermutung nahe, dass anorganisches Ammonium in Carbamoylphosphat (63)
umgewandelt wird, welches fiir den weiteren “N-Transfer verantwortlich ist. Neben
2-Aminoacetophenon (52) als Baustein des aromatischen Rings in 21 wird
N-Carbamoylaspartat (64) als Teil der Pyrimidin-Einheit in 21 angenommen. Die beiden
Stickstoffatome in 64 stammen dabei aus unterschiedlichen biosynthetischen Quellen: 63
liefert den spateren N-3 in 21, wahrend die Aminofunktion in 21 aus Aspartat hervorgeht
(vgl. Abbildung 33). Eine N-Markierung des N-1 von 21 erscheint ebenfalls plausibel.

Glutamat als universeller Stickstoffubertrager ist biosynthetisch eng mit dem Stickstoff-Pool
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(via Harnstoffzyklus) verbunden. So kdnnte bereits Anthranilsdure (25) in einer friithen Stufe
der Chinazolin-Biosynthese eine >N-Markierung durch Glutamat erhalten haben.

Ein doppelter nukleophiler Angriff — im ersten Schritt durch N-Carbamoylaspartat (64) an
2-Aminoacetophenon (52) und dann intramolekular — flhrt letztendlich zum Ringschluss. Der
letzte Schritt der Biosynthese kdnnte durch Transaminierung und Abspaltung von Oxalacetat

erklart werden, woraus 21 hervorgeht.

j]\ Urease )O]\ HOOC. BH O aus Glutamat
ONH o 3 via Anthranilsaure
®O NH, j\ \/’
H,O0 CO, Aspartat (J HOOC
[*3C,*5N,]Harnstoff ¢ Carbamoy-
2 phosphat (63) 2-Aminoacetophenon (52)
COOH
0 (COOH (N)H H COOH
I N N\ \r 4<\ I A \\2’/&3
A NO COOH AN
| Oxalacetat |
21 ECH ECH,

3

Abbildung 33: Hypothese zur Biosynthese von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21): Markierungsmuster aus
[*C,°N,]Harnstoff (grin) und Bildung des bizyklischen Chinazolins aus Carbamoylaspartat (64) und
2-Aminoacetophenon (52) (mit Markierungen aus [U-13C3]G|ycerin: rot = signifikant; grau = schwach).

3.3.10.5 Neue Metaboliten aus den Fiitterungsversuchen

Das Kulturfiltrat der Glycerin- und Methioninfiitterung zeigte im Diinnschichtchromato-
gramm (RP-18) eine bisher nicht beobachtete, fluoreszierende Zone mit rosa Eigenfarbe,
welche nicht aus den anderen Fitterungsansatzen isoliert werden konnte. Nach
chromatographischer Auftrennung erhielt man 65 als roten Feststoff in einer geringen
Ausbeute von 0.5 mg/L, dessen ESI-Massenspektrum zusammen mit HPLC-MS-Messungen
auf eine Molmasse von 716 g/mol deutete. Hierbei lieR das Isotopenmuster ein
Vorhandensein von Chlor oder Schwefel im Molekil vermuten. Aus der zugehdrigen ESI-
Hochaufldsungs-Messung des Natrium-Addukts ([M-Na]*) konnten drei Vorschlage fiir eine
mogliche Summenformel ermittelt werden: CogHy5N1606Cl1, Ca3pHygNgO1>, C33H4805S6.

Aufgrund der geringe Ausbeute in Verbindung mit einem hohen Molekulargewicht standen
nicht ausreichende Mengen zur Verfligung, die eine Charakterisierung von 65 mittels 2D-
NMR-Spektroskopie ermdglichten. Das *C-NMR ldsst auf 28 C-Atome schlieRen, was in

Ubereinstimmung mit der durch HR-ESI-MS Messung ermittelten Summenformel
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CysH,5N1606Cl4 stiinde. Entgegen der Erwartungen zeigte das 'H-NMR keine Signale, die auf
ein aromatisches Ringsystem bei 65 deuten. Lediglich zwei zum Multiplett aufgespaltene
Signale (64 = 3.15-3.20, 4.38-4.47) und ein mogliches Dublett (64 = 3.65) — alle von gleicher
Intensitat — sowie drei diskrete Singulett-Signale (64 = 10.09, 10.19, 10.24) konnten in allen

gemessenen Protonenspektren (CD30D) bestéatigt werden.

Alle Extrakte der Fitterungsansdtze zeigten nach Dunnschichtchromatographie eine UV-
inaktive Zone, die in der Warme mit Anisaldehyd zu einer griin-braunen Farbreaktion flhrte.
Nach Aufreinigung fiel die Substanz als weiRer Feststoff in Ausbeuten von 7 mg/L an. Die
Verbindung wies im *H-NMR-Spektrum (Aceton-dg) zwei diskrete (64 = 4.46, 6.18) und ein
sehr breites Singulett (6, = 4.34) auf. Die diskreten Signale wurden aufgrund ihrer Intensitat

als Methylengruppe (éy=4.46) bzw. Methingruppe (64 =6.18)

4

charakterisiert. Das El-Massenspektrum fihrte zu einem lon mit

m/z = 128, was die Substanz zusammen mit den NMR-Daten und 20

Datenbankrecherche!®®

als Furan-2,5-dimethanol (66) identifizierte. 66

66 konnte im Arbeitskreis hdufig in Zusammenhang mit Fermentationen in M2-Medium
isoliert werden.[***'%! Aus diesem Grund wird 66 als Nahrmedienbestandteil vermutet. In der
Literatur wurde dieser Furan-Alkohol allerdings auch als Metabolit aus Streptomyceten bzw.

(117,118 |m ersten Falle fand die Kultivierung jedoch auch in M2-Medium

Pilzen beschrieben.
statt. 66 kann z.B. bei Hefen als Detoxifizierungsprodukt des Hydroxymethylfurfurals (HMF)
gefunden werden, wobei HMF in Anwesenheit von Zuckern gebildet wird und inhibierend
auf das Kulturwachstum wirkt.''**! Ob an dieser Stelle ein Zusammenhang zwischen dem
zuckerhaltigen M2-Medium und der Produktion von 66 besteht und ob Streptomyceten

generell tGber einen derartigen Detoxifizierungsmechanismus verfiigen, lasst sich an dieser

Stelle zunéachst nicht beantworten.
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3.3.11 Biologische Aktivitit von 21"

Im biologischen Screening zeigte das Rohprodukt des Produzentenstammes Streptomyces
venezuelae Wa232 eine gewisse Inhibierung von Bacillus subtilis und Escherichia coli.
Dahingegen konnte im Plattendiffusionstest keine Wachstumsinhibierung durch 21
festgestellt werden.

In einem ersten in vitro Zytotoxizitats-Test (durch W.Bei,, MHH/Hannover) gegen
verschiedene Tumorzelllinien wies 21 eine moderate Aktivitdt auf (s. Tabelle 8). Des
Weiteren zeigte 21 in einem Klonbildungsraten-Assay eine deutliche antiproliferierende
Aktivitdt gegen Bronchialkarzinom-Zellen der Linie A549, wobei der ICso-Wert bei
0.15 umol/L lag (s. Abbildung 34) (in Zusammenarbeit mit der Abteilung ZELLKULTUR/
Universitat Gottingen). Dieser Wert liegt in vergleichbarer GroRenordnung mit den aktuell in

der Chemotherapie eingesetzten Zytostatika Doxorubicin (67) und Melphalan (68).

Tabelle 8: Zytotoxizitat von Chinazolin (21) gegen verschiedene Tumorzelllinien: AGS (Magen-Adenokarzinom),
HMO02 (Magen-Adenokarzinom), Hep G2 (Leberkarzinom), MCF 7 (Mammakarzinom). Glsy: Konzentration, die
eine halbmaximale Hemmung des Zellwachstums bewirkt; TIC: Konzentration fiir eine vollstandige Hemmung
des Zellwachstums.

AGS HMO02 Hep G2 MCF7

Linie
Glsp TIC Glsp TIC Glsg TIC Glsg TIC

ug/ml 1.3 4.1 125 91 49 >10 25 49

umol/l 8.18 25.8 7.86 57.2 30.8 >63 15.7 30.8

¥ Hiermit mochte ich mich bei allen Beteiligten der Bioaktivitats-Test fiir die Durchfiihrung und Bereitstellung
der Ergebnisse bedanken: Zytotoxizitats-Tests durch W. BEIL (MHH/Hannover); Klonbildungsraten-Assay in der
Abteilung Zellkultur (Universitdt Gottingen); morphologische Studien durch F.SAsse (Helmholtz-
Zentrum/Braunschweig); in vitro Untersuchungen zu Tropenkrankheiten durch M. KAISER (Schweizer
Tropeninstitut/Basel).
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Abbildung 34: Ergebnisse des Klonbildungsraten-Assay (Brustkarzinomzellen, Linie A549) von 4-Methyl-2-
chinazolinamin (21) im Vergleich zu den Zytostatika Doxorubicin (67) und Melphalan (68). Angegeben ist die
relative Klonbildungsrate in Gegenwart von unterschiedlichen Konzentrationen der untersuchten Substanz
(durchgefiihrt in Zusammenarbeit mit der Abteilung ZELLKULTUR/Universitat Gottingen).

Aktuell wird der mogliche Wirkort von 21 in weiteren Studien untersucht. In einem
Vorversuch durch F. Sasse (HZI/Braunschweig) wurde 21 gegen L929-Mausfibroplasten und
Brustkrebszellen (Linie MCF 7) auf seine Proliferationshemmung getestet. Hierbei konnte
ICso-Werte von 0.99 pug/mL (L929) bzw. 0.79 mg/mL (MCF 7) festgestellt werden. Als
nachster Schritt wurde der morphologische Phanotyp der MCF 7-Zellen naher beleuchtet.
Auffallend sind eine Verformung der Zellkerne und runde Aussparungen im Mikrotubuli-Netz
ab einer Konzentration von 5 pg/mL an 21 (s. Abbildung 35). Ein dhnlicher Effekt zeigte sich

auch in den Studien am neuartigen Naturstoff Collinolacton (20) (s. Kapitel 5).

Abbildung 35: Phinotyp von Brustkrebszellen (Linie MCF 7) nach Inkubation mit 5 ug/mL Chinazolin (21) fur
einen Tag. Mikrotubuli wurden durch Immunofluoreszenz griin markiert, wahrend Zellkerne mit DAPI blau

gefarbt wurden. Links und Mitte: Zellen nach Applikation von 21 ; rechts: Kontrolle.
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In vitro-Assays mit tropischen Parasiten durch M. KAISER (Tropeninstitut/Basel) identifizierten
fir 21 eine schwache Wirkung gegen Plasmodium falciparum (1Cso > 5 pg/mL) — dem Erreger
der Malaria tropica — und Leishmania donovani (ICso = 22 pg/mL) — dem Erreger der
Leishmaniose (s. Tabelle 9). Als Referenzwirkstoffe knnen an dieser Stelle Chloroquin (ICsq
=0.072 pg/mL) als Anti-Malaria-Wirkstoff und Miltefosin (ICso = 0.21 pg/mL), einem Inhibitor
von Leishmanien-Protozoen angefiihrt werden. Beide sind jedoch um etwa den Faktor 100

aktiver, verbunden mit geringer Zytotoxizitat.

Tabelle 9: Ergebnisse des in vitro Screenings von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) an tropischen Parasiten. Alle
ICso-Werte Werte sind in [ug/mL] angegeben. Als Referenzen kamen zum Einsatz: Miltefosin (Plasmodium
falciparum), Chloroquin (Leishmania donovani), Melarsoprol (Trypanosoma rhodesiense) und Benznidazol
(Trypanosoma cruzi).

P. falciparum L. donovani T. rhodesiense T. cruzi
21 >5 22.06 41.1 >90
Referenz 0.072 0.206 0.003 0.032

Untersuchungen zum Einfluss des Chinazolins 21 auf die Keimung des Modellorganismus
Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero’ (Acker-Schmalwand) wurden in Zusammenarbeit mit
P. KOssLER (AK KARLOVSKY/Universitat Gt')ttingen)"i durchgefiihrt. Als Grundlage des Bio-Assays
wurden Untersuchungen von SpLIVALLO et al.[*%0] herangezogen, welche den Einfluss von
Sekundarmetaboliten auf die Keimung sowie das Wurzelwachstum von Arabidopsis thaliana
ndher beleuchten. Aufgrund der eingeschriankten Verfiigbarkeit von 21 wurde ein
miniaturisierter Assay im 96-Vail Plattenformat herangezogen.

Die inkubierten Mikrotiterplatten wurden zunachst visuell auf das Sprosswachstum bonitiert
(s. Abbildung 36). Es war festzustellen, dass der Sekunddrmetabolit das primare Lingen-
wachstum von Arabidopsis thaliana nicht beeinflussen konnte. Bei der daran anschlieBenden
Bonitur des Wurzelwachstums konnten, wie bereits bei der Sprossbonitur, keine eindeutigen
Hinweise auf phytotoxische Eigenschaften des getesteten Metaboliten gefunden werden.
Zur abschlieBenden Untersuchung der gebildeten Biomasse wurden die Pflanzen in der

Mikrotiterplatte zunachst eingefroren und anschlieBend gefriergetrocknet. Die Kontrolle auf

“Ich danke P. KOsSLER (AK KaRLOvsky/Universitat Gottingen) fiir die Einweisung und Hilfe bei der Durchfiihrung
der Phytotoxizitats-Assays.
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Biomasseproduktion erfolgte mittels Feinwaage. Analog zu den visuellen Bonituren konnte
auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den eingesetzten Metaboliten-
konzentrationen (5 nm bis 100 um) sowie zu den Negativkontrollen hergestellt werden. Eine
phytotoxische Aktivitat gegenliber Arabidopsis thaliana konnte in diesem Assay nicht belegt
werden.

Um eine genauere Darstellung zur Wirkung der Metaboliten auf das Wurzelwachstum zu
erhalten, misste der Assay in einem groBeren Malistab wiederholt werden. In diesem Fall
konnten digitale Bildanalysen zur Wurzelhaarbildung, Verzweigungen der primaren und
sekundaren Wurzel sowie die Bestimmung der Wurzellange nahere Aufschllsse liber die

biologische Aktivitat des Metaboliten liefern.

Abbildung 36: Bio-Assay zur phytotoxischen Aktivitdt von 21 gegenliber Arabidopsis thaliana. Mikrotiterplatte
mit gekeimten Samen auf MS-Festphasen-Medium 14 Tage nach Inokulation.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) ein
vielversprechendes Tool in der Forschung werden kénnte, da es signifikante biologische
Wirkung zeigt. In einem nachsten Schritt missen vertiefende Untersuchungen Aufschlisse

Uber eine zytotoxische Wirkung in Kombination mit Struktur-Wirkungsbeziehungen geben.



68 NATURSTOFFE AUS MIKROORGANISMEN NEUER HABITATE

3.4 Actinomyces sp. Wa283 (GS DV283)

Bei diesem Bakterium handelt es sich um einen assoziierten Actinomyceten, welcher vom

Blatt (Folium) der Pflanze Filipendula palmata (Pall.) Maxim. isoliert wurde.

Auch wenn die Extrakte des Mycels im biologischen Screening eine gewisse Aktivitat
aufwiesen, konnte kein vielfaltiges Metabolitenspektrum im Diinnschichtchromatogramm
(DC) ausgemacht werden. Auf eine weitere Bearbeitung wurde verzichtet.

Im DC zeigten nur die Rohextrakte aus den Kultivierungsansatzen in M2- und SM-Medium
ein  breites Metabolitenspektrum, wobei der Extrakt aus M2-Medium im
Plattendiffusionstest zusatzlich eine leichte Aktivitat aufwies. Jedoch konnten hier bei
Verwendung von Anfdarbereagenzien keine deutlichen Farbreaktionen ausgemacht werden.
Ferner wurde gegen eine intensive Bearbeitung entschieden, da sich die meisten Zonen mit
denen der Leerkontrolle deckten (folglich Substanzen des M2-Mediums). Dazu im Gegensatz
zeigten sich bei der Analyse des Extrakts aus SM-Medium zwei deutliche Farbreaktionen: Im
polaren Bereich des DC konnte eine sowohl UV-léschende als auch fluoreszierende Zone
(Rf=0.22) ausgemacht werden, die mit Ehrlich-Reagenz zu einer intensiv violettfarbenen
Farbreaktion fiihrte. Des Weiteren farbte eine Zone (Rs = 0.39), nebst UV-Léschung, mit Orcin

in der Warme auffallend Blau.

Die ,Scale-up‘-Kultivierung erfolgte in SM-Medium im 7 L-MaRstab, wobei anschlieend nur
das Kulturfiltrat aufgearbeitet wurde. Die im chemischen Screening aufgrund ihrer
Farbreaktion ausgewahlten Metaboliten konnten im Rohextrakt nicht erneut identifiziert
werden. So orientierte sich die Trennung vorrangig an den vom Screening bekannten R:-
Werten im DC. Es konnten zwei Metaboliten isoliert werden. Weitere Metaboliten fielen nur
in Massen <1 mg an, so dass eine vollstandige Reinigung und Charakterisierung hier nicht

mehr moglich war.

3.4.1 Indol-3-carbonsdure (69)

Die Substanz fiel im DC durch ihre rote Fluoreszenz bei 350 nm auf und konnte als
hellorauner Feststoff in einer Ausbeute von 0.2 mg/L isoliert werden. Das El-
Massenspektrum deutete auf ein lon héchster Masse mit m/z = 161. ‘H-NMR-Spektren

wurden in CD,Cl, und CD30D gemessen, wobei das breite Singulett bei 6y = 8.79 nur in
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CD,Cl, detektiert werden konnte, was auf ein austauschendes Proton hindeutet. Ferner
waren funf Signale im aromatischen Bereich (64 = 7-8) messbar, welche alle die Intensitat
eines Protons aufwiesen. Aufgrund ihres Kopplungsmusters wurden vier der Signale
benachbarten Protonen zugeordnet. Das flinfte dieser Signale zeigte nur in CD,Cl, die
Multiplizitat eines Dubletts, weshalb das zugehorige Proton in der Nachbarschaft des
austauschenden Protons vermutet wurde. Ein Signal im *C-NMR-Spektrum (8¢ = 170.3) lieR
aufgrund seiner chemischen Verschiebung auf die Existenz einer Carboxylgruppe schlieBen.
Zusammen mit den spektroskopischen Daten und einer Datenbanksuche (AntiBase)[68]

konnte die Substanz sehr rasch als Indol-3-carbonsadure (69) charakterisiert werden.

8

COOH
3a 3
A\
1
N
“H 69

69 konnte bereits in vielen Mikroorganismen als Metabolit nachgewiesen werden, darunter

21 Er Chromobacterium violaceum

Actinomyceten, Azotobacter-Spezies und Rhizobiaceae.
wurde 69 aus dem Katabolismus von Tryptophan hervorgehend angenommen, was heute fir
viele pflanzliche und mikrobielle Indole ebenfalls der Fall ist. Ebenso fiel 69 neben anderen

Indolen als Metabolit aus Screening-Ansatzen von u.a. anaeroben, halophilen Bakterien!*?%

oder marinen Rotalgen'*?*! an.

3.4.2 Pyrrol-3-carbonséaure (70)

Aus dem Fermentationsansatz von Wa283 konnten 0.4 mg/L eines blass gelben Feststoffs
(70) isoliert werden, der mit Anisaldehyd in der Warme zu einer gelb-braunen Farbreaktion
fuhrte. Auffallig war das Fragmentierungsmuster (Am/z=45) im El-Massenspektrum,
welches die Anwesenheit einer Carboxylgruppe vermuten lie. Insgesamt zeigte diese
Substanz ein Masse-zu-Ladungsverhdltnis von m/z=111. Zusammen mit dem DCI-
Massenspektrum wurde auf eine leicht zu deprotonierende Spezies geschlossen, da ein lon
der Masse 110 g/mol in allen Spektren deutlich zu erkennen war. Aufgrund der geringen
Ausbeute waren die Signale im NMR-Spektrum sehr schlecht aufgelost, weshalb die
Bestimmung von Multiplizitaiten bzw. Kopplungskonstanten nicht eindeutig war. Die

(68,72

chemischen Verschiebungen in Zusammenhang mit Datenbankrecherchen I'und dem
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[124]

charakteristischen Massen-Fragmentierungsmuster identifizierten 70 als Pyrrol-3-

carbonsaure.
6
, [COOH
A
N
H 70

3.5 Actinomyces sp. WaS4811 (GS DVv4811)

Dieser assoziierte Actinomycet wurde von der Sprossachse der Pflanze Filipendula palmata

(Pall.) Maxim. isoliert.

Der Stamm WaS4811 fiel im chemischen Screening durch eine bei 254 nm stark UV-
I6schende Zone im Dinnschichtchromatogramm auf, welche in der Warme mit Ehrlich zu
einer orangen Farbung und mit Orcin zu einer auffallend braunen Farbung fiihrten. Des
Weiteren wiesen die Extrakte des Kulturfiltrats aus den Kultivierungen in SGG- bzw.
Spirulina-Medium eine moderate Aktivitdat im Plattendiffusionstest auf. Allerdings konnten
hier im mittel-polaren Bereich keine Metaboliten, die mit den Spriihreagenzien zu einer
Farbreaktion flihrten, ausgemacht werden. Vermutlich riihrte die festgestellte Aktivitat von
sehr polaren Metaboliten, die an der Auftragsstelle des Dinnschichtchromatogramms
versammelt waren.

Aus diesem Grund wurde eine Kultivierung im 4 L-MaRstab nur unter Verwendung von M2-
Medium durchgefiihrt. Hieraus konnte die im Screening ,ausgewahlte” Substanz 71 in einer

Ausbeute von 3.5 mg/L isoliert werden.

3.5.1 Streptazolin (71)

Wahrend der chromatographischen Aufarbeitung fiel auf, dass die Substanz 71 in
konzentrierter Form ihre gute Loslichkeit in den verwendeten organischen Lésungsmitteln,
vor allem in Methanol, verlor. Nach Entfernen des organischen Losungsmittels und bei
erneutem Losen der gewonnenen zahfllssige Substanz fiel immer ein Teil als weiRes Pulver
aus. Dieses war zwar in DMSO (Dimethylsulfoxid) |6slich, konnte aber aufgrund der geringen
Menge nicht charakterisiert werden.

SchlieRlich konnte 71 als gelbes Ol isoliert werden, welches ausreichend in Chloroform fiir

eine weitere Charakterisierung 16slich war. Im "H-NMR-Spektrum waren Signale von zwdlf
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Protonen zu erkennen; hierbei konnte aufgrund der chemischen Verschiebung fiir die
Signale bei 64 = 4.26 (Dublett), 4.71 (Dublett), 4.83 (Singulett), welche die relative Intensitat
jeweils eines Protons aufwiesen, eine Nachbarschaft von Heteroatomen (Sauerstoff oder
Stickstoff) angenommen werden. Neben zwei Signalen (64 =2.11-2.24, 2.41-2.54), welche
auf aliphatische Strukturelemente deuteten, konnte ein zum Dublett aufgespaltenes Signal
durch seine Intensitat als Methylgruppe interpretiert werden. Im hochauflésenden ESI-
Massenspektrum wurde das lon héchster Intensitidt mit m/z = 208 ([M+H]") zur Berechnung
der Summenformel C;1H13NO3 zugrunde gelegt. In Kombination mit den aus der Datenbank

68 arhaltenen Strukturvorschlagen und den gemessenen spektroskopischen Daten

AntiBase
wurde 71 als Streptazolin identifiziert.

71 besal’ im Plattendiffusionstest keine antibakterielle oder antifungale Wirkung.

Dieser Metabolit wurde 1981 erstmals im Rahmen eines chemischen Screenings aus

t.[125

Streptomyces viridochromogenes Tl 1678 isoliert und charakterisier ' Auch hier wurde

das Ausfallen eines weiRRen Feststoffes beschrieben, welcher als Polymerisationsprodukt von
71 vermutet wurde. Streptazolin (71) ist ein beim chemischen Screening nach neuen
Naturstoffen aus Streptomyceten recht haufig anzutreffender Metabolit, was vermutlich im
Zusammenhang mit seiner guten Detektierbarkeit Iiegt.[126’127] So konnten beispielweise

[11,12]

unter dem Gesichtspunkt des OSMAC-Verfahrens aus Streptomyces sp. Al allein durch

Variation der Kultivierungsparameter vier neue Streptazolin-Derivate (u.a. 72-74) isoliert

werden, darunter glykosylierte (73) oder epoxidierte (74) Spezies.[m]
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Abbildung 37: Durch Variation der Kultivierungsparameter aus Streptomyces sp. Al isolierte Derivate des
Streptazolins (71).

3.6 Actinomyces sp. WWa1l8 und Actinomyces sp. WWa183

Beide Bakterien konnten als assoziierte Actinomyceten von der Wurzel der MéadesiR

Filipendula palmata (Pall.) Maxim. isoliert werden.

Das Metabolitenspektrum des Kulturfiltrat-Extrakts vom Stamm WWal8 zeigte im
Diinnschichtchromatogramm nach Kultivierung in SM-Medium eine mittel-polare Zone, die
mit Anisaldehyd in der Warme zu einer gelb-braunen Farbreaktion fihrte. AuBerdem I6schte
sie bei 254 nm UV-Licht und fluoreszierte bei 350 nm dunkelblau. Ferner wies das Extrakt der
Kultivierung in HF-Medium eine UV-l6schende Zone auf, die mit Anisaldehyd rot anfarbte.
Keines der Extrakte zeigte eine biologische Aktivitat im Plattendiffusionstest.

Aus einem 3 L-Fermentationsansatz in SM-Medium konnte ein gelbes Ol in einer Ausbeute
von 5.0 mg/L isoliert werden, welches nach Aufnahme der physikochemischen Daten als
Streptazolin (71) identifiziert wurde. Zuséatzliche, im chemischen Screening nicht
ausgewahlte Metaboliten fielen aus diesem Ansatz in zu geringen Mengen an, um eine
Charakterisierung erfolgreich durchzufiihren. Von einer weiteren Kultivierung in M2-Medium

wurde abgesehen.

Im Screening wies der Kulturfiltrat-Extrakt vom Produzentenstammes WWal183 nur nach
Kultivierung in M2-Medium ein gewisses Metabolitenspektrum auf. Ferner besaR dieser
Extrakt im Plattendiffusionstest eine geringe Hemmwirkung gegen B. subtilis, S. aureus und
C. albicans. Als Ziel fiir einen grofReren Kultivierungsansatz wurde ein Metabolit (Rf = 0.45)

ausgewahlt, der im DC eine UV-l6schende und mit Ehrlich in der Warme rot anfirbende
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Zone aufwies. Um moglichst auch weitere Metaboliten in ausreichender Menge isolieren zu
konnen, erfolgte die Fermentation im 6 L-MaRstab.

Jedoch konnte das im Screening beobachtete Metabolitenspektrum nicht derart
reproduziert werden, dass der anvisierte Metabolit erhalten wurde. Stattdessen fiel als
Hauptmetabolit des Stammes WWa183 erneut das bereits zuvor isolierte Streptazolin (71) in

Ausbeuten von 3.0 mg/L an.

3.7 Diskussion und Ausblick

Wenig Aufmerksamkeit fand bisher die Lebensgemeinschaft von Pflanzen und erfolgreichen
Sekundarstoffproduzenten, obwohl deren Anpassung an einen bestimmten Lebensraum fir
eine  ungewdhnliche  Spezialisierung und damit einen sehr individuellen
Sekundarstoffwechsel sprechen. Erst jetzt wird begonnen, systematische Untersuchungen
von Okosystemen unter Einbeziehung ihrer Mikrohabitate anzustrengen. Systematische
Untersuchungen fir die Sekundarstoffbildung von ,begabten’ Bakterien pflanzlicher Habitate
gibt es zur Zeit nur vereinzelt. Es lasst sich nur annehmen, dass viele der isolierten
Bodenbakterien auch aus Wurzelbereichen von Pflanzen isoliert wurden; den dkologischen
Zusammenhangen wurde jedoch bisher wenig Bedeutung beigemessen.

Der im Rahmen dieser Arbeit verfolgte Ansatz fokussierte deshalb auf die direkte Suche von
Sekundarstoffproduzenten in der Mikroumgebung hoherer Pflanzen. Da bisher keine solche
systematischen Untersuchungen detailliert in der Literatur zu finden sind, wurden
Heilpflanzen der Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM) ausgewahlt, die durch ihre
therapeutische Anwendung a priori besonders interessant sind (,ethnobotanischer Ansatz’).
Da das Konzept der Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM) mittlerweise nicht nur als
ganzheitliche Heillehre des alten China sondern auch in der westlichen Welt intensiv
erforscht und beschrieben wird, findet man es auf verschiedene Weisen ausgelegt. Damit ist
nicht sichergestellt, dass alle Pflanzen als Heilkrduter im Sinne der altertimlichen TCM
verstanden werden kénnen und in identischer Weise vollstandig mit ihren Wirkungen

beschrieben sind. Hier liegen unterschiedliche Beschreibungen in der Literatur vor.

Die aus dem pflanzlichen Mikrohabitat isolierten Mikroorganismen-Stamme wurden nach
der OSMAC-Methode™*? und dem Verfahren des chemischen und biologischen Screenings

in Kultur genommen und auf Sekundarstoffbildung liberprift.
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Von den 51 Bakterienstammen und 20 Pilzen wurde im Rahmen dieser Arbeit bisher etwa
die Halfte einem Screening unterzogen. Sechs der Actinomyceten konnten detailliert
untersucht werden. Auffallig war hierbei eine haufige Abweichung der Ergebnisse zwischen
chemischen und biologischen Screening. So konnte eine biologische Aktivitat teilweise nicht
in Verbindung mit einem auffalligen, breiten Metabolitenspektrum gebracht werden. Somit
wurde der Schwerpunkt zur Auswahl von Stammen fiir eine mogliche Kultivierung im
groBeren MaRstab auf das chemische Screening gelegt. Ziel war es, zu jedem detektierten
Naturstoff moglichst rasch und effektiv die fir die chemische Charakterisierung notwendige
Menge in Reinform zu isolieren, so dass nur wenige Metaboliten gezielt isoliert werden
sollten. Daraus resultierte konsequenterweise eine gewisse Ignorierung der restlichen
Metaboliten bei der Wahl der Reinigungsschritte. Die Vielzahl der produzierten Substanzen
behinderte jedoch teilweise eine schnelle Reinigung der ausgewadhlten Metaboliten. Des
Weiteren standen zumeist Ausbeute und Auffalligkeit im chemischen Screening in keiner
ausgewogenen Relation zueinander. Weitere Metaboliten konnten ,nebenbei” nur selten in
ausreichender Ausbeute fir eine chemische Charakterisierung isoliert werden. Generell
zeigten alle bearbeiteten Stamme unter den eingesetzten Fermentationsbedingungen ein
geringes Potential zur Produktion grofRer Substanzmengen. Dieses Problem konnte jedoch
durch Optimierung der Kultivierungsparameter umgangen werden; allerdings stand dies
nicht im Fokus der durchgefiihrten Arbeiten.

Zur Zeit mussen Naturstoffe — wenn man nicht den haufig diskutierten Ansatz eines High-
Troughput-Screenings wahlt — noch mit einigem Aufwand gereinigt werden, um

]

ausreichende Daten fiir eine Suche in AntiBase'®® oder dem ,Dictionary of Natural

Products’?

zur Verfigung zu haben. Um eine Re-Isolierung bekannter Sekundarstoffe zu
vermeiden, muissten einem breit angelegten ,klassischen” Screening anders konzipierte
Datenbanken zugrunde gelegt werden. Hierbei ware eine HPLC-DAD/MS-gestitzte
Datenbank denkbar. Allerdings misste dann das individuell durchgefiihrte Screening einem
standardisierten Konzept weichen, um die erhaltenen Daten uberhaupt miteinander
vergleichen zu kénnen.

In diesem Zusammenhang ware ein globaleres Verstandnis der produzierten Sekundarstoffe
als Fernziel zu betrachten. Neben der reinen Isolierung und ldentifizierung sollte auch ihre

eigentliche Aufgabe im Wechselspiel zwischen Wirtspflanze und besiedelndem

Mikroorganismus hinterfragt werden.
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AbschlieBend ldsst sich sagen, dass das chemische Screening an Produzentenstammen aus
bisher nicht bearbeiteten Quellen als Konzept einer modernen Naturstoffforschung
verstanden werden kann. Hier kénnen Entscheidungen, auf welchem Weg zu Naturstoffen
gelangt werden soll, nach individuellen Gesichtspunkten variiert werden. Des Weiteren stellt
vor allem der Einbezug neuer Habitate einen zukunftsweisenden Ansatz dar, welcher bisher

wenig verfolgt wurde und somit Fragen der chemischen Okologie in den Vordergrund riickt.
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4 Biosyntheseuntersuchungen an Streptomyces griseus 3822-14F

4.1 Bafilomycin A; (16) und B, (17)

4.1.1 Plecomakrolide — Potente ATPase Inhibitoren mit biosynthetischen
Besonderheiten

Die Plecomakrolide — friher auch als Hygrolidine[m] bezeichnet — sind eine bedeutende
Gruppe innerhalb der Naturstoffe. Als strukturelle Gemeinsamkeit weisen sie einen 16- oder
18-gliedrigen Makrolactonring mit vier olefinischen Einheiten auf, welcher tber einen Cs-
Koérper haufig mit einem Tetrahydropyranring oder einer hemiketalen Seitenkette verbrickt
ist. lhre Struktur fiihrte auch zu der Bezeichnung ,Plecomakrolid’, was dem griechischen
pleco’ (,ich falte”) entstammt.[3%

Ein GroRteil dieser Substanzen ist besonders aufgrund ihrer biologischen Wirkung (z.B.
antibakteriell, antifungal, insektizid, immunosuppressiv) von Interesse. Haufig wird diese
Aktivitat auf eine Besonderheit zuriickgefiihrt: Viele Plecomakrolide besitzen die Eigenschaft,

[131,132] Enzyme dieses

vakuolare ATPasen (V-ATPasen/H™-ATPasen) selektiv zu inhibieren.
Typs sind ubiquitare Protonenpumpen im Endomembran-System aller eukaryotischen Zellen
sowie in der Plasmamembran einiger spezialisierter Zellen (z.B. Nierentubuli oder
Osteoclasten).[133] V-ATPasen arbeiten ausschlieflich als ATP-abhangige lonenpumpen. lhre
Aufgabe liegt in der Regulation der bei Hydrolyse von ATP freiwerdenden Energie, welche
Uber einen an der Zellmembran anliegenden pH-Gradienten gekoppelt ist. Als Folge der so
gebildeten Potentialdifferenz konnen die elektrochemischen Triebkrafte fiir wichtige
Transportprozesse zwischen Cytosol und Zellorganell bzw. Extrazelluldrraum genutzt

[134

werden.[*** Aufgebaut sind V-ATPasen aus dem membrangebundenen V,-Komplex und

einem katalytischen, cytosolischen Vi-Komplex. Die Aktivitdt der V-ATPasen ist u.a. Uber

einen reversiblen Dissoziationsschritt der beiden Komplexe geregelt (s. Abbildung 38).1*"!

Wie bei nahezu jeder Proteinfamilie gibt es auch fiir die V-ATPasen spezifische Inhibitoren.
Bis heute am besten untersucht sind die Plecomakrolide Bafilomycin A; (16), Bafilomycin B,

(17) und Concanamycin A (18), welche bereits in nanomolekularen Konzentrationen

[132,136

(ICso = 10 nm) zu einer spezifischen Inhibierung von V-ATPasen fiihren. ] Dahingegen

konnte bei anderen ATPasen (F-Typ, P-Typ) nur eine geringe oder keine Hemmwirkung in

Anwesenheit von 16, 17 und 18 festgestellt werden.[*”]
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Fiir mehr als eine Dekade war die Bindungsstelle an der V-ATPase unbekannt. SchlieRlich
wurde in zwei unabhangigen Untersuchungen eine Interaktion der Plecomakrolide mit der
c-Untereinheit des V,-Komplexes nachgewiesen: In Studien an V-ATPasen aus dem
Mitteldarmepithel des Tabakschwarmers Manduca sexta ist es gelungen, die Bindungstasche
von Concanamycin A (18) mit Hilfe eines photoaffinitdtsmarkierten Derivats zu

[138

lokalisieren.[**® Durch einen Austausch von Aminosduren innerhalb dieser Untereinheit

wurde die Sensitivitdt der V-ATPasen beim Pilz Neurospora crassa gegenliber Bafilomycin A;

[139] Hierbei wurden erste Hinweise laut, dass 16 und 18 scheinbar

(16) drastisch gesenkt.
unterschiedliche Bindungstaschen besetzten. Erst kirzlich wurde dieses Bild durch die
Kristallstruktur des bakteriellen Na*-V,-Rings aus Enterococcus hirae plastisch

unterma uert.mo]

V,V, Holoenzym V, Komplex

A

A

V, Komplex

Abbildung 38: Die V-ATPase und ihre reversible Dissoziation in die beiden Subkomplexe V; und V,. Abbildung
entnommen aus [141].

Neben den aktiven Plecomakroliden — zu denen auch das bereits erwdhnte Hygrolidin (75)

)44 z5hlen — riicken

sowie Formamicin (76)[142], Virustomycin A (77)[143] oder Elaiophylin (78
seit kurzem weitere Substanzklassen als V-ATPase Inhibitoren in den Fokus der Forschung.
Als Beispiel soll das Makrolacton Archazolid A (79)[145] — isoliert aus den Myxobakterien
Archangium gephyra und Cystobacter violaceus — genannt werden, welches u.a. zu einer
Bildung von Vakuolen im Endoplasmatischen Retikulum fiihrt. Diese treten im
Zusammenhang mit einer Inhibierung der V-ATPasen auf. 79 zielt ebenfalls auf die
c-Untereinheit, besetzt allerdings nicht die gleiche Bindungstasche wie Concanamycin A (18),

was durch parallele Behandlung der Testzellen mit 79 und 18 festgestellt wurde.™*®
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Bafilomycin B, (17)
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Abbildung 39: Inhibitoren von V-ATPasen: Ausgewahlte Plecomakrolide (16-18 und 75-78) sowie das neue
Makrolacton Archazolid A (79).
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In den letzten Jahren wurde deutlich, dass eine Fehlfunktion der V-ATPasen mit einer immer
grofer werdenden Anzahl an Krankheiten in Verbindung gebracht werden kann; hierzu

[147] Des Weiteren

zdhlen u.a. Osteoporose, mannliche Unfruchtbarkeit oder Nierenazidose.
konnten Plasmamembran-standige V-ATPasen in Tumormetastasen identifiziert werden. Im
Vergleich zu den Krebszellen MCF 7, deren Fahigkeit zur Metastasenbildung eher gering ist,
exprimieren die invasiven Tumorzelllinien MB231 in grofRer Zahl V-ATPasen. In vitro Assays
belegen, dass 16 und 18 gezielt zu einer Inhibierung der MB231-Zellen in der Lage sind,
wohingegen MCF 7-Zellen davon weitestgehend unberihrt blieben.**®!

Diese Eigenschaften, zusammen mit einer zusatzlichen antifungalen und antiparasitdren
Aktivitat, machen die Plecomakrolide Bafilomycin (16, 17) und Concanamycin (18) zu einem
vielversprechenden Tool in der Arzneimittelforschung. Einer Anwendung in vivo steht jedoch
zur Zeit noch ihre hohe Toxizitdit entgegen. Semi-synthetische Ansatze zur Struktur-
Wirkungs-Beziehung, welche hauptsachlich auf 16 zielten, flihrten bislang zu keinem
Gleichgewicht zwischen Aktivitat und Vertréglichkeit.[”g’lso]

Als moglicher Ansatz neben der synthetischen Derivatisierung ist eine Veranderung auf
biosynthetischem Weg in Betracht zu ziehen. Hierbei kénnten verwandte Makrolide durch
Manipulation einzelner Biosyntheseschritte generiert werden (,biosynthetic engineering’),
beispielsweise mittels Mutasynthese oder kombinatorischer Biosynthese. In einem ersten

Schritt muss folglich die Biosynthese dieser Substanzen soweit verstanden sein, dass

biochemische Manipulationsversuche tiberhaupt einen Erfolg erzielen kdnnen.

Durch Fitterungsversuche mit “>C-markierten Vorldufern konnte die Biosynthese der
Bafilomycine A; und B; (16, 17) und des Concanamycins A (18) bis heute weitestgehend

(1301511 pje Grundstrukturen von 16, 17 bzw. 18 mit ihren Acetat- und

formuliert werden.
Propionateinheiten deuten bereits auf einen Aufbau durch eine Polyketidsynthase vom Typ |
(PKS 1) hin. Diese fir PKS vom Typ | kennzeichnenden Kettenverlangerungsschritte lieBen
sich in den durchgefiihrten Einbauversuchen bestdtigen. Ferner sind zwei weitere
Biosyntheseschritte involviert, welche einen bisher unbekannten Vorlaufer mit Ursprung im
Kohlenhydratstoffwechsel vermuten lieBen. Diese sogenannten ,ungewdhnlichen Einheiten’

41521 hezeichnet

(,unusual extender units‘), die auch als ,Glykolat-oder Glycerat-Einheiten
werden, liegen in den Metaboliten 16, 17 und 18 als methoxylierte C,-Einheiten vor. Diese

,ungewodhnlichen Einheiten’ sind keineswegs eine Besonderheit nur der Bafilomycine und
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Concanamycine; in den mikrobiellen Sekundarstoffen Leucomycin (80)[153], Geldanamycin
(81)[154], Soraphen (82)[155], Ansamitocin P-3 (83)[152], FK520 (84)[156], Tautomycin (85)[157]
sowie Oxazolomycin (86)[158] konnen derartige C,-Einheiten ebenfalls vorgefunden werden.
Versuche mit *C-markiertem b- und L-Glycerat sowie Glykolat fiihrten zu Anreicherungen in
den betreffenden ,extender units’ von 81, was kontrar fir 80 und 18 nicht bestatigt wurde.
Vielmehr konnte durch Fitterungsversuche fiir 16, 17 und 18 Glycerin als biosynthetischer
Vorlaufer dieser C,-Einheiten angenommen werden (s. Kapitel 4.1.2).[151] Aufgrund des
immer wieder beobachteten Vorkommens derartiger ,extender units’ kann fir ihre
Biosynthese ein relativ allgemeingililtiges Prinzip postuliert werden. Deren Verstandnis ware
ein weiterer ,Schlissel” zum Aufbau modifizierter Sekundarmetaboliten bzw.

Plecomakrolide im Rahmen eines ,biosynthetic engineering’.
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=== 'unusual extenter units'

MeO

I, O\w% -
(6]

Ansamitocin P-3 (83)

(e} Tautomycin (85)

Abbildung 40: Mikrobielle Sekundarstoffe mit ,ungewdhnlichen C,-Einheiten’ (,unusual extender units’).

4.1.2 Bisherige Untersuchungen zur Biosynthese der Bafilomycine

Die makrolidischen Antibiotika Bafilomycin A; (16) und B; (17) sowie vier weitere Derivate
wurden erstmals 1983 von WERNER, HAGENMAIER et al. aus Kulturen von Streptomyces griseus
ssp. sulphurus isoliert.!> vier Jahre spater konnte die Struktur mittels rontgenographischer

Untersuchungen abgesichert werden.!*®”
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T. SCHUHMANN gelang es, im Rahmen seiner Dissertation die wesentlichen Schritte der

[40.351] prittery ngen von [1-3C)-

Biosynthese von 16 und 17 durch Einbauversuche zu belegen.
und [1,2—13C2]Acetat sowie [3—13C]Propionat und [1—13C]Isobutyrat identifizierten eine PKS I-
vermittelte Biosynthese der Bafilomycine, wobei Isobutyrat die Startereinheit darstellt
(s. Abbildung 41). Zusatzlich wurde gezeigt, dass Succinat und 5-Aminolavulinsdure
wesentliche Bausteine der Seitenkette von 17 sind.

Eine mogliche Quelle der ,ungewoéhnlichen C,-Einheiten’ wurde in Glycerin gesehen, welches
([U-3C5]-markiert) bei Fiitterungsversuchen zu einem dortigen Einbau fiihrte. Fortfiihrende

Untersuchungen zum biosynthetischen Ursprung der methoxylierten C,-Bausteine werden

im Rahmen dieser Arbeit beschrieben.

Acetateinheit

Propionateinheit
Isobutyrateinheit

aus Glycerin

Methionineinheit

Abbildung 41: Durch Einbaustudien bestatigtes Biosyntheseschema von Bafilomycin A; (16) und B, (17).[40’151]
Farbig markierte Einheiten sind detailliert in dieser Arbeit besprochen.

Weiterfiihrende Einbaustudien am strukturell verwandten Concanamycin A (18) mit
2-Hydroxy- und 2-Methoxy-[1-*C]malonyl-SNAC-estern fiihrten zu keinen Anreicherungen
der C,-Einheiten, weshalb Hydroxymalonyl- bzw. Methoxymalonyl-CoA als direkte Vorlaufer

ausgeschlossen wurden.
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Durch Sequenzierung des Biosynthesegenclusters von Concanamycin A (18)[161] konnten finf
Gene der Bildung eines Methoxymalonyl-Bausteins zugeordnet werden, die Ahnlichkeit zum
Gencluster des Makrolids FK520 (84) zeigen (s. Abbildung 42). Erst kiirzlich wurden
Biosynthesegene des Phosphatase-Inhibitors Tautomycin (85) aus Streptomyces
spiroverticillatus sequenziert und die Funktionen ihrer Expressionsprodukte zugeordnet.[lsz]
Mittels phylogenetischer Analyse konnte auch fir 85 ein Subcluster aus finf Genen —
ttmABCDE — der Bildung eines Methoxymalonyl-Bausteins zugeordnet werden. Ebenso wie

Concanamycin (18) weist 85 die ,ungewohnliche C,-Einheit’ auf, was eine biosynthetische

Analogie auf genetischer Ebene zusatzlich bestatigt.

Phosphatase/

Hydroxyacyl-CoA Acyl-CoA | | Methyl-
Dehydrogenase Dehydrogenase Styecyl transferase
transferase
N
‘ConK/‘ Cond ‘ Conl ConH
L-
FkbJ
CFRK [ A6l [FRH Rk |
TtmD

Abbildung 42: Vermutete Analogie der putativen Biosynthese-Gene von Concanamycin A (18), FK520 (84) und

Tautomycin (85), welche an der Biosynthese einer Methoxymalonyl-Einheit beteiligt sing.[156:162,262

| [156] | [163

REEVES et a sowie FLOSS et a ] postulierten einen moéglichen Weg fiir die Bildung eines
solchen Methoxymalonyl-Bausteins, welcher im Einklang mit den ermittelten Genfunktionen
steht (s. Abbildung 43). Hierbei erfolgt die Biosynthese Uber ein an das Acyl-Carrier-Protein
(ACP) gebundenes Intermediat, welches nach Oxidation und Methylierung als
Methoxymalonyl-ACP (87) vorliegt.

Glycerin kommt durch die erfolgreichen Einbauversuche als moglicher Vorldufer der
,ungewdhnlichen Einheiten’ in Betracht. Dies konnte analog fiir die Bafilomycine (16, 17) und
Concanamycin A (18) gezeigt werden, was im Einklang mit Studien an den ebenfalls
,ungewodhnlich methoxylierten* Ansamitocin P-3 (83), Soraphen A (82)[164] bzw. FK520
(84)[165] steht. T.ScHUHMANN formulierte auf Grundlage dieser Ergebnisse fiir 18 eine

Biosynthese der ,ungewodhnlichen Einheiten: Glycerin ist hier die Quelle des
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Methoxymalonyl-ACP (87), welches auf die ACP-Domaéne des entsprechenden PKS-Moduls
der Polyketidsynthase vom Typ | Ubertragen wird, wo die weitere Biosynthese von 18

stattfindet. %! Diese Hypothese wird in dieser Arbeit fiir die Bafilomycine (16, 17) diskutiert.

0 (0]
Intermediat des FkbH (?) FkbK HO
Glycolyse-Stoffwechsels ’ HO SACPJ E——— SACPJ
CH,OH CHO
lebI
Q 0
MeO FkbG
-—= HO
SACP, SACP,
87 COOH COOH

Abbildung 43: Postulierte Bildung von Methoxymalonyl-ACP (87) in Streptomyces hygroscopicus wahrend der
Biosynthese von Fk520 (84) nach REEVES et al.!®

4.1.3 Fiitterungsexperimente

Als Produzentenstamm der Bafilomycine (16, 17) kam Streptomyces griseus Go 3822-14F
zum Einsatz, der bereits von H.B.BoODE im Rahmen eines chemischen Screenings als
talentierter Produzent eingestuft wurde.[*®! Um die erzielten Ergebnisse in Relation zu den
bereits vorliegenden Daten setzen zu kdénnen, orientierten sich Kultivierung und
Aufarbeitung an den von T.SCHUHMANN optimierten Parametern.”*” Eine hohe Ausbeute an
16 und 17 ist gewdhnlich bei Kultierung in SM-Medium zu erwarten. Da dieses komplexe,
fetthaltige Medium eine umfangreiche chromatographische Aufreinigung mit sich bringt,
fand das synthetische Medium NL 1358f Verwendung in den Fltterungsversuchen. Diese
wurden im 500 mL-MaRstab durchgefiihrt und die (markierten) Vorlaufer mit Hilfe einer
Schlauchdosierpumpe kontinuierlich zugefiihrt. Der Fltterungszeitraum richtete sich nach
den verwendeten Vorlaufern.

Die Aufarbeitung und Isolierung der Metaboliten ist in den Kapiteln 9.2 und 9.5 beschrieben,
wobei darauf geachtet wurde, dass die Bafilomycine aufgrund ihrer Empfindlichkeit nicht an
Methanol exponiert wurden. Aus den 500 mL-Ansdtzen konnten nach Chromatographie an
Kieselgel (Cyclohexan/Aceton 3:2) und Sephadex LH-20 (Aceton) jeweils 1-3 mg an 16 sowie

7-10 mg an 17 aus dem Kulturfiltrat erhalten werden.
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4.1.3.1 Fiitterung von [Methyl-*C]Methionin

Als Ausgangspunkt dieser Arbeiten wurde an die letzten Untersuchungen von T. SCHUHMANN
angekniipft. Daher stand in einem ersten Fitterungsversuch die Reproduzierbarkeit und
Validierung mit dem hier verwendeten Produzentenstamm im Vordergrund.

Zu diesem Zweck erfolgte ein erster Einbauversuch mit 1.2 mm [Methyl-13C]L-Methionin,
welches in diversen Biosynthesen als Methylgruppen-Ubertriger fungiert. Die Fiitterung
erfolgte von der 32.-56. Inkubationsstunde, wobei der Erntezeitpunkt in der 70. Stunde lag.
Die Zugabe von Methionin zum Produzentenstamm fiihrte zu dem erwarteten Einbau in die
Methoxy-Kohlenstoffatome an C-2 bzw. C-14 der ,ungewo6hnlichen C,-Einheiten’ in 16 und
17. Somit konnte Methionin als Quelle dieser Methoxygruppen bestdtigt werden, was im

Einklang mit den bereits vorliegenden Ergebnissen steht.[*”)

4.1.3.2 Fiitterung von (2R)-[1,2-**C,]Glycerin (88) und (2S)-[1,2-'*C,]Glycerin (89)

Als mogliche Quelle der ,ungewohnlichen C,-Einheiten’ kommt Glycerin in Betracht, da
dieses zu einer starken Anreicherung der betreffenden Kohlenstoffatome C-1/C-2 bzw.
C-13/C-14 von 16 und 17 fuhrte.*” Von besonderem Interesse ist folglich, welche zwei
Kohlenstoffatome des Cs-Kérpers ,Glycerin® zur Markierung der C,-Einheit flihrten und
welches die beteiligten Intermediate auf dem Weg zu den methoxylierten Einheiten sind.
Hierzu wurde die Eigenschaft des Enzyms Glycerin-Kinase genutzt, welches Glycerin unter
ATP-Verbrauch ausschlieBlich zu L-Glycerin-3-phosphat (G3P) umsetzt. Dadurch kann das
prochirale Molekil Glycerin durch die Einfilhrung von jeweils zwei benachbarten
B3c-.Markierungen in seine enantiomeren Formen Uberfihrt werden. In Bezug auf die
Markierung im Molekiil kann (25)—[1,2—13C2]Glycerin (89) nach IUPAC auch als [1,2-3C,]-sn-
Glycerin (89) bezeichnet werden, wobei ,sn’ flir ,stereospecific numbering‘ steht.
Konsequenterweise entspricht das (2R)-[1,2-3C,]Glycerin (88) dem [2,3-'3C,]-sn-Glycerin
(88). Durch die 1‘:’C—Isotopenmarkierung und nach Umwandlung durch Glycerin-Kinase liegen
nun chirale Molekile vor: [1,2-*C,]-sn-Glycerin-3-phosphat (90) bzw. [2,3-3C,]-sn-Glycerin-
3-phosphat (91) (vgl. Abbildung 44).
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a) LCH,OH AP ApP CH,OH
HOI“C N 2 » HO“'C/
H N Glycerin-Kinase H/ \CH OPO 2-
CH,OH 2 3
Glycerin L-Glycerin-3-phosphat (G3P)
b) 13 13
CH,OH ATP  ADP CH,OH
HO“I:13C/ ;L» HOIH.13C
\ in-Ki N\ X
H CHZOH Glycerin-Kinase H CHZOF’Og
[1,2-13C,]-sn-Glycerin [1,2-13C,]-sn-Glycerin-
(89) 3-phosphat (90)
CH,OH  ATP  ADP CH,OH
HOmn 13" N7 HOmusc”
H/ }3 Glycerin-Kinase H/ % 2-
CH,OH CH,OPO,
[2,3-13C,]-sn-Glycerin [2,3-13C,]-sn-Glycerin-
(88) 3-phosphat (91)

Abbildung 44: Stereospezifitat der Glycerin-Kinase: a) Glycerin wird ausschlief8lich in L-Glycerin-3-phosphat
(G3P) umgewandelt; b) Stereoselektiv markierte Glycerin-Enantiomere (88, 89) und ihre Produkte.

Sollte Glycerin-Kinase tatsachlich an der Biosynthese des ,ungewohnlichen C,-Bausteins’
beteiligt sein, diirfte nur Zufltterung von einem der beiden sn-Glycerine (88, 89) zu einer
intakten, angereicherten C,-Einheit in den Bafilomycinen (16, 17) fihren.

Zu diesem Zweck wurden 89 und 88 in separaten Ansdtzen von der 30.-42.
Inkubationsstunde dem Stamm GO 3822-14F zugefiihrt. Die Zugabe der Vorldufer begann in
diesem Fall etwas friiher, um ein Einschleusen von Glycerin in den Intermediarstoffwechsel
zu verringern. Ebenfalls wurde der Erntezeitpunkt auf die 56. Stunde ,vorverlegt”. Das zu
futternde Glycerin (0.8 mm) wurde mit etwa der doppelten Menge an unmarkiertem
Glycerin (2 mm) verdinnt; hierdurch sollte der Entstehung statistischer Kopplungen
entgegengewirkt werden, die aus einem Einbau intakter 13C,-Einheiten in benachbarte
Positionen resultieren kdnnen.

Die *C-NMR-Spektren der isolierten Bafilomycine (16, 17) zeigten starke *C-"3C-Kopplungen
zwischen C-1/C-2 und C-13/C-14 nur nach Futterung von 89, welche auf einen intakten
Einbau schliefen lieBen. Im Unterschied dazu konnten nach Zugabe von 88 nur
Einzelanreicherungen von C-2 und C-14 in den methoxylierten Einheiten beobachtet werden

(s. Abbildung 45). Ferner flihrte der Einsatz von 88 als Vorldufer zu starken Kopplungen in
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den Acetat- und Isobutyrat-Einheiten von 16 und 17. AufRerdem konnten sehr schwache
Kopplungssignale im *C-NMR fir die Atome C-19/C-20 und C-24/C-33 sowie C-1//C-2* (bei
17) ausgemacht werden. Diese sind vermutlich auf den geringen Anteil an R-Enantiomer im

Vorlaufer 89 zuriickzufihren (s. Kapitel 4.1.4).

16:R=H

17:R =
OH HQAS Hz (schwach)
OR

e,
'n,,

'y,

4

50 Hz

23
(stark) OMe

36 Hz (schwach)

25 33

Abbildung 45: Beobachteter Einbau in 16 und 17 nach Fitterung von [1,2-13C2]-sn-G|ycerin (89).
Kopplungskonstanten sind fur intakte Einheiten angegeben. Ausgewahlte Einzelanreicherungen wurden durch
Referenzierung auf 2-OMe sowie 14-OMe berechnet.

Da Glycerin in unterschiedlichsten Biosynthesewegen verstoffwechselt wird, war die

(228 quf wenige Kohlenstoffatome

Referenzierung zur Bestimmung der Einbaurate
beschrankt. Fiir die Futterung von (25)—[1,2—13C2]Glycerin (89) wurden die C-Atome der
Methoxygruppen an C-2 und C-14 als Referenz gewahlt, wobei hier kein Einbau von Glycerin

[%67) Dazu im Gegensatz

durch Verstoffwechselung zu Methionin zu erwarten sein sollte.
flihrte die Verwendung von (2R)—[1,2—13C2]Glycerin (88) sehr wohl zu einer Markierung von
2-OCHs; bzw. 14-OCHs;, da Glycerin Gber Serin signifikant in Methionin eingebaut wird.

Deshalb wurden in diesem Fall C-1 und C-13 fir die Referenzierung herangezogen.

Das Kulturfiltrat der Glycerinfiitterungen zeigte im Dinnschichtchromatogramm neben den
bekannten Metaboliten eine weitere, im Vergleich zu 16/17 relativ unpolare Zone mit
auffalliger UV-Loschung bei 254 nm. Diese war in allen anderen Fermentationen des
Stammes GO 3822-14F nicht aufgetreten. Eine ausfihrliche Untersuchung und Diskussion

des zugehorigen Metaboliten (19) ist in Kapitel 4.2 beschrieben.
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4.1.3.3 Fiitterung von (2R)-[1,2-3C,]Glycerat (92) und (25)-[1,2-3C,]Glycerat (93)

In der Literatur beschriebene Einbauversuche mit [1—13C]Glycerat an Geldanamycin (81)[154]
sowie mit (2R)-[1,2-°C,]Glycerat (p-[1,2-*C,]Glycerat) (92) an Soraphen A (82) aus
Sorangium cellulosum'™® fiihrten zu einer Markierung der in diesen Molekilen enthaltenen
,ungewohnlichen Einheiten’. Geht man von einem Intermediat der Glycolyse aus, welches zu
Methoxymalonyl-APC (87) fiihrt, so stellt sich an dieser Stelle die Frage, ob dieses einzig aus
Glycerin hervorgeht oder — wie im Fall von 81 oder 82 — ebenfalls liber Glycerat in den
Stoffwechsel gelangen kann. Dazu im Gegensatz stehen jedoch Fitterungsversuche mit
Glycerat am Produzenten von Leucomycin (80); hier konnte kein Einbau von Glycerat
nachgewiesen werden.!"**!

Glycerat konnte Uber eine aktivierte 3-Phosphat-Spezies den Weg in die Glycolyse (und
damit in 87) finden; oder es hat eine direkte Aktivierung zum Thioester an der C-1
Carboxylgruppe des Glycerats stattgefunden, ohne dass zuvor die Glycolyse durchlaufen
wurde. Fiitterung von Glycerat zum Bafilomycin-Produzenten sollte die Frage beantworten,
ob Glycerat als solches zu einem Einbau in die ,methoxylierten Einheiten von 16 bzw. 17
fihren kann und damit direkt in einen der Biosyntheseschritte von 87 eingeschleust wurde.
Ist dieses der Fall, so missten unterschiedlich stereospezifisch markierte Glycerate zu

abweichenden Einbaumustern in 16 und 17 fiihren, wie es bereits bei der Glycerin-Fiitterung

festzustellen war.

In einem Vorversuch wurden Fiitterungsexperimente mit unmarkiertem b- bzw. L-Glycerat
(je 4.2 mm) am Stamm GO 3822-14F durchgefiihrt, um den Einfluss dieser Vorlaufer auf die
Produktion von 16 bzw. 17 zu Uberpriifen. Da hierbei weder ein Rickgang noch eine
signifikante Steigerung der Produktion beobachtet wurden, erfolgte die Fiitterung von
jeweils 3.9mm (2R)-[1,2-3C,]Glycerat  (92) bzw. (25)-[1,2-*C,]Glycerat (93) zum

Produzentenstamm. Dieses wurde von H. G. FLoss (University of Washington, Seattle/USA)
synthetisiert!*®* vi

und zur Verfligung gestellt.
Die aufgenommenen *C-NMR-Spektren nach Futterung von 92 bzw. 93 lieRen jedoch weder
Einzelanreicherungen noch Kopplungsmuster erkennen. Somit korrelieren diese Ergebnisse

mit den fir 80 durchgefihrten Futterungen. Hiermit wird deutlich, dass Glycerat als direkter

vii

An dieser Stelle danke ich H. G. FLoss flr die Bereitstellung ausreichender Mengen der stereospezifisch
markierten Glycerate.
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Vorlaufer wahrend der Makrolidproduktion nicht verwertet werden kann. Ob dieses mit der
Substratspezifitat der an der Biosynthese von 87 beteiligten Enzyme zusammenhangt oder
ob sowohl im Bafilomycin- als auch Leucomycin-Produzenten das Enzym Phosphoglycerat-
Kinase in seiner Funktion zumindest teilweise desaktiviert ist, kann auf Grundlage der

vorliegenden Ergebnissen nicht beantwortet werden.

Tabelle 10: Spezifischer Einbau (sp. Einb.) von (2R)—[1,2-13C2]G|ycerat (92) und (25)-[1,2-13C2]G|ycerat (93) fur
Bafilomycin A (16). Die Referenzierung erfolgte auf den Durchschnittswert der Intensitdten von 2-OMe und
14-OMe.

Position [ppm] sp. Einb. sp. Einb. Position [ppm] sp. Einb. sp. Einb.
92 93 92 93
1 167,6  -0,65 -0,26 14 82,6 -0,61 0,01
2 141,4 -0,72 -0,26 14-OMe 55,7 -0,63 0,05
2-OMe 60,1 -0,67 -0,06 15 77 -0,61 -0,08
3 133,9 -0,75 -0,29 16 37,5 -0,64 -0,08
4 133,1 -0,63 -0,41 16-Me 9,8 -0,66 -0,20
4-Me 14 -0,63 -0,15 17 71 -0,53 0,16
5 143,5 -0,69 -0,36 18 42,3 -0,62 0,00
6 37 -0,57 -0,05 18-Me 7,1 -0,70 -0,19
6-Me 17,3 -0,63 -0,16 19 99,3 -0,60 -0,25
7 81,1 -0,66 -0,07 20 43,8 -0,58 -0,06
8 41,4 -0,56 0,01 21 70,9 -0,58 -0,04
8-Me 21,70 -0,59 -0,01 22 40,4 -0,64 -0,15
9 41,5 -0,62 -0,13 22-Me 12,1  -0,58 -0,03
10 143,6 -0,72 -0,30 23 76,1 -0,64 -0,04
10-Me 20,1 -0,64 -0,29 24 28,2  -0,59 -0,01
11 125,3 -0,68 -0,35 25 21,3 -0,64 -0,19
12 133,5 -0,65 -0,28 26 143  -0,59 -0,09

13 127,1 -0,65 -0,20

4.1.4 Diskussion der Biosyntheseexperimente

Der Einbau ausschlieRlich des (2S)-Enantiomers 89 in beide Kohlenstoffatome der
,methoxylierten C,-Einheiten’ steht im Einklang mit den fiir eine Beteiligung von Glycerin-
Kinase erwarteten Ergebnissen. Hiermit wird deutlich, dass nur C-1/C-2 des sn-Glycerins fir
die Bildung der ,extender units’ verwendet werden, wohingegen C-3 — welches durch

Glycerin-Kinase phosphoryliert wird — wahrend der Biosynthese verlorengeht.
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Um in den Stoffwechsel einzugehen, muss Glycerat durch eine vergleichbare Kinase-
vermittelte Reaktion phosphoryliert werden. Die Substratspezifitdt ist in diesem Fall so
ausgepragt, dass normalerweise nur b-Glycerate durch diese Kinasen umgesetzt werden (vgl.
[164]). Jedoch konnte im Rahmen dieser Arbeit fir den Bafilomycin-Produzenten S. griseus
eindeutig gezeigt werden, dass eine solche Kinase-Aktivitdit nicht vorhanden bzw.
abgeschwacht zu sein scheint.

In Anlehnung an die bereits auf genetischer Ebene und fiir Concanamycin A gemachten
Beobachtungen kann die Biosynthese der ,ungewdhnlichen Einheiten’ wie folgt formuliert
werden: Im Primdarmetabolismus wird Glycerin durch Glycerin-Kinase ausschlief§lich zu
L-Glycerin-3-phosphat (G3P) verstoffwechselt, welches dann via 3-Phospho-bp-glycerat (3PG)
zu 1,3-Bisphospho-p-glycerat (BPG) umgesetzt wird. Dieses tritt nun in den Sekundarstoff-
wechsel ein und wird, ACP-gebunden, dephosphoryliert. Zwei weitere Oxidationsschritte und
anschlielende oder zwischenzeitliche Methylierung fihren zu Methoxymalonyl-ACP (87)
(s. Abbildung 46). Hier liegt nun der Verkniipfungspunkt zur Bafilomycin-Biosynthese, welche

PKS I-vermittelt die Plecomakrolide 16 bzw. 17 ergibt.

HOH (2R)-[1,2-13C,]- (25)-[1,2-3C,)-
2 Glycerat (92) Glycerat (93)
HO H
CH,OH X
[1;2'13C2]'5n' ilycerin- HZOH OOPO? joo_
G| i 89 inase
ycerin (89) > HO=[=H ——=, H—l—0H H=—t==OH
CH,OH CH,OPO; CH,OPO? CH,OPO>
HO H
CH.OH L-Glycerin-3- D-1,3-Bisphospho- 3-Phospho-
2 phosphat (G3P) glycerat (BPG) glycerat (3PG)
[2,3-13C,]-sn-
Glycerin (88) l
O~S-ACP O~S-ACP O~S-ACP
H OMe ———— H OMe —=— H OH
COOH CH,OH CH,OH

Methoxymalonyl-
ACP (87)

Abbildung 46: Hypothese zur Biosynthese von Methoxymalonyl-ACP (87), welches als Vorlaufer der ,extender
units’ in den Bafilomycine (16,17) vermutet wird. Rot dargestellt sind Markierungen, welche als intakte Einheit
in 16 und 17 zu finden sind.



BIOSYNTHESEUNTERSUCHUNGEN AN GO 3822-14F 91

Der Einbau intakter Einheiten von [2,3-*C,]-sn-Glycerin (88) in alle Acetat-Bausteine der
Bafilomycine kann ebenfalls anhand des Metabolismus von 88 in der Glycolyse erklart
werden. Dieser flhrt tiber Pyruvat (94), als eigentliches Endprodukt der Glycolyse, durch das
Enzym Pyruvat-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA (95).[167] Der gleiche Stoffwechselweg flihrt
analog auch fir [1,2—13C2]—sn—Gcherin (89) zu 95; im Unterschied zum (2R)-Enantiomer tragt
95 hierbei nur eine *C-Markierung, welche im *C-NMR als Einzelanreicherung in den

Acetat-Einheiten detektierbar war (s. Abbildung 47).

NAD* NADH+H*

ATP ADP
HO/.\T/ Son 2 HO/.\T/ ~o(@) NS Ho” 80

Glycerin-Kinase Glycerinphosphat- o 1l
OH OH Dehydrogenase (@]
[1,2-13C,]-sn-Glycerin (89) @ L-Glycerin-3-phosphat Dihydroxyaceton-
[2,3-13C,]-sn-Glycerin (88) (G3P) phosphat (DHAP)
O
P+ NAD*  NADH+H* ADP ATP
—— P = G G
Triosephosphat- | Glycerinaldehyd-3- | Phosphoglycerat-
Isomerase OH phosphat-Dehydrogenase OH Kinase
Glycerinaldehyd- 1,3-Bisphospho-
3-phosphat (GAP) glycerat (BPG)
o 0 0
|| /u\./ ” ADP ATP
O \O® o) \OH o) 7 ;L»
| Phosphoglycerat- | Enolase | Pyruvat-Kinase
OH Mutase O® O®
3-Phospho-D- 2-Phospho-D- Phosphoenol-
glycerat (3PG) glycerat (2PG) pyruvat (PEP)
1) CoASH @co,
/u\./ NAD*  NADH+H* @]
. N A /u\
I Pyruvat- CoAS
@) Dehydrogenase

Pyruvat (94) Acetyl-CoA (95)

Abbildung 47: Biosynthetische Umwandlung der stereoselektiv markierten Glycerine (88, 89) zu Acetyl-Co (95)
und resultierendes 13C-Markierungsmuster. Nur die Fiitterung von 88 fiihrt zu einer intakten C,-Einheit in 95.

Die Anreicherung von C-24/C-33 als Bestandteil der Isobutyryl-Einheit kann ebenfalls Gber
Pyruvat (94) als Zwischenstufe erkldrt werden. ™! Das hieraus in Zuge des Valin-Anabolismus
gebildete a-Ketoisovalerat kann unter dem katalytischen Einfluss der Verzweigtkettigen-a-

Ketosaure-Dehydrogenase in Isobutyryl-CoA lberfihrt werden.
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4.2 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19)

4.2.1 Fermentation und Isolierung von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19)

Einzig im Kulturfiltrat aus den Futterungsversuchen mit **C-markiertem Glycerin zeigte sich
im Dinnschichtchromatogramm eine zusatzliche UV-l6schende (254 nm) Zone, welche unter
den normalen Fermentationsbedingungen nicht detektiert werden konnte. Konzentriert kam
es mit Anisaldehyd in der Warme zu einer blassrosa Farbreaktion. Hierbei erfolgte eine
Kultivierung in dem Glycerin-freiem Medium NL 1358f, wobei Glycerin von der 30.-42.
Inkubationsstunde kontinuierlich dem Produzentenstamm zugefliihrt wurde. Die
Aufreinigung erfolgte analog zu den Bafilomycinen (16,17); nach einem ersten
Chromatographie-Schritt an Kieselgel (Cyclohexan/Aceton 3:2) konnte 19 mittels
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Eluent: Aceton) als weiller Feststoff in einer
Ausbeute von 1.5 mg/L gewonnen werden.

Im El-Massenspektrum zeigte 19 ein lon hochster Masse bei m/z = 184, woraus sich in einer
hochauflosenden Messung die Summenformel CgHgOs bestimmen lieR. Das 'H-NMR-
Spektrum weist vier Signale auf, wobei jeweils zwei von ihnen eine vergleichbare chemische
Verschiebung und Intensitdt besitzen. Die Signale bei 64 = 7.42 und 8.11, denen aufgrund
ihrer Intensitat je ein Protonen zugeordnet wurde, deuten auf aromatische Wasserstoffe. Es
konnte kein Kopplungsmuster ausgemacht werden, was auf eine voneinander , isolierte”
Lage im Molekil schlieRen lasst. Ferner finden sich im Hochfeldbereich des Spektrums zwei
3H-Siguletts (6 = 3.83, 3.87), welche in Kombination mit den zugehdérigen Resonanzen im
BC.NMR (6c = 52.1, 52.4) als Methoxygruppen identifiziert wurden. Tieffeldverschiebungen
im C-NMR (6¢c= 158.7, 162.5) deuten auf Carbonyl-Kohlenstoffatome hin. Es liegt die
Vermutung nahe, dass es sich hierbei um zwei Methylester gebunden an ein aromatisches
Ringsystem handelt. Zusammen mit den 2D-NMR-Datensitze wurde 19 als 2,4-

Dimethoxycarbonylfuran (Furan-2,4-dicarbonsduremethylester) identifiziert.

In dieser Arbeit wird die erste Isolierung von 19 aus einem Streptomyceten bzw. generell aus
einem Mikroorganismus beschrieben.™**® Vornehmlich ist dieses 2,4-substituierte Furan (19)

in der Literatur als Syntheseprodukt beschrieben, wobei es meist nur als
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Zwischenprodukt[169’170] vorkommt oder als Derivat der 2,4-Furandicarbonsdure (96) genannt
wird. In letzterem Fall fand eine erste Erwdahnung bereits 1901 statt, in der FEIsT die Synthese
von 96 ausgehend von Cumalinsdure (97) beschrieb.!*”"! Die erste spektroskopische
Charakterisierung von 19 erfolgte durch WINTERFELDT im Jahr 1965.117%

Aus natirlichen Quellen wurde 19 bisher nur als flichtige Komponente bzw. Geruchsstoff
identifiziert: So konnten beispielsweise Kim et al. 19 im Jahr 2006 mittels GC-MS-Analyse als
einen der Duftstoffe vom Matsutake-Pilz (,Kiefernpilz“) Tricholoma matsutake Sing.
nachweisen.'”?! Des Weiteren wurde 19 kurze Zeit spater von BALDIRAN et al. als
Abbauprodukt vom Laub (Streu) der Eiche Quercus petraea durch streuabbauende

Basidiomyceten identifiziert.l'”%

4.2.2 Furan als Baustein niedermolekularer Naturstoffe
Furan-Derivate sind in der Natur weit verbreitet und kénnen oftmals in eine von drei
Gruppen klassifiziert werden (vgl. Abbildung 48):

e Furanterpenoide, mit einem oder mehreren mono-, di- oder tri-substituierten

[175] genannt, welches als

Furanringen. Als Beispiel sei hier Siphonodictidin (98)
Sekundarstoffe aus dem Schleim des marinen Schwamms Siphonodictyon sp. isoliert
wurden. Dieses Furanterpenoid wurde als Schutzstoff gegen ein zu starkes Wachstum
der Koralle, welche der Schwamm besiedelt, charakterisiert. Als verwandte
Substanzen gilt das Marislin (99)[176], das aus der Nacktschnecke Chromodoris
marislae isoliert wurde.

e Furanocumarine, in denen C-2 und C-3 des Furanrings mit weiteren Aromaten
verknlpft sind. Als ,klassisches” Beispiel kénnen die Untersuchungen von H. G. FLOSS
mit Pimpinella magna genannt werden, aus deren Wurzelholz zahlreiche
Furanocumarine — wie Sphondin (100), Pimpinellin (101) oder Bergapten (102) —
isoliert wurden.’”! Derartige Furanocumarine finden sich z.B. auch im Saft von
Bergamotten (Citrus bergamia).l*’®

e Fettsdure-dhnliche Furane bzw. Furan-Ketten, die vornehmlich 2,5-substituiert
vorkommen. Viele Furane dieser Klasse konnten bisher aus Pflanzen isoliert werden.
Jedoch wird immer wieder von Furanen mikrobiellen Ursprungs berichtet.

LAATSCH et al. isolierten aus einem bodenblrtigen Streptomyceten die Dimere 103

und 104 sowie das Trimer 105, wobei nicht geklart werden konnte, ob diese durch
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den Aufarbeitungsprozess aus 5-(Hydroxymethyl)furfural (HMF) gebildet wurden
oder ,echte” Sekunddrmetaboliten reprasentieren. Keine dieser Furane zeigte eine
antibakterielle oder antifungale Aktivitgt. 18!

Eine derartige Kategorisierung lasst sich nicht in jedem Fall vornehmen. Im erstmals aus dem
Doldenbliitler Ferula ferulaeoides (einer mongolischen Heilpflanze) isolierten Sesqui-
terpenoid 106 liegt beispielsweise zwischen Furanring und Cumaringeriist eine zusatzliche
Terpenoid—Einheit.[m] Uber eine biologische Aktivitat wurde hier jedoch nicht berichtet.
Dahingegen sind ,einfache” Furane von seltener Natur. In der Literatur finden sich nur sehr
wenige systematische Untersuchungen zur Chemie dieser Furan-Naturstoffe. LI et al.
berichteten (iber die Isolierung von Rehmanon A (107), Rehmanon B (108) und Rehmanon C
(109).“80] Diese neuen ,einfachen” Furane stammen aus dem Wurzelholz von Rehmannia
glutinosa, einer in der chinesischen Heillehre eingesetzten Pflanze. 109 konnte ebenfalls in
einer weiteren chinesischen Heilpflanze, Salvia miltiorrhiza, nachgewiesen werden. '8
Besonders 107 stellt einen attraktiven neuen Naturstoff dar, da es als
Thrombozytenaggregationshemmer in Frage kommt. Erste synthetische Arbeiten hierzu sind

kiirzlich beschrieben wurden.!*%?

Des Weiteren liegen bis heute nur sehr wenige Beispiele zur Biosynthese der ,einfachen”
2,4-substituierten Furane vor. Dieser Fakt stellt folglich eine besondere Motivation fiir die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Biosynthese von 2,4-Dimethoxy-

carbonylfuran (19) dar.
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Abbildung 48: Furan-Derivate aus natiirlichen Quellen

4.2.3 Fiitterung unmarkierter Vorlaufer zur Produktionssteigerung

Die erste Isolierung von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) gelang nach Fitterung von

C-markiertem Glycerin zum Produzentenstamm GO 3822-14F. Es stellte sich die Frage, ob
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die geringe Ausbeute (1.5 mg/L) durch Variation der Kultivierungsbedingungen bzw.
Flitterung anderer, direkter Vorlaufer gesteigert werden konnte.

Es ist davon auszugehen, dass es sich bei der Bildung von 19 um einen fein regulierten
Mechanismus handelt, immerhin konnte 19 nicht bei alleiniger Verwendung von Glycerin-
haltigem Medium im Diinnschichtchromatogramm beobachtet werden. Ferner wurde ein
solches Furan-Derivat im chemischen Screening des Stammes Go6 3822-14F durch H. B. BobE

(1661 Allein die Zufitterung eines Vorldufers scheint die Biosynthese von 19

nicht beschrieben.
im Produzentenstamm zu aktivieren bzw. derart zu verstarken, dass die Substanz iberhaupt

detektierbar ist.

Da im Dinnschichtchromatogramm kein 19 im Extrakt des Mycels beobachtet werden
konnte, wurde nur das Kulturfiltrat weiter bearbeitet. Aufarbeitung und Isolierung sind in
Kapitel 9.4 beschrieben. In allen Fitterungen mit unmarkiertem Glycerin wurde dieses in

Konzentrationen von 5.4 mm eingesetzt.

Variation des Fiitterungszeitraumes von Glycerin

e In einem ersten Versuch (2L-Ansatz) wurde der Fitterungszeitraum von
unmarkiertem Glycerin verlangert und die Zugabe von der 32.-56. Inkubationsstunde
(analog zu den Bafilomycinen) gewahlt. Die Ernte erfolgte nach der 70. Stunde. Es
wurden 0.9 mg/L an 19 isoliert.

e Fir einen weiteren 2 L-Ansatz wurde die Fltterung nur sehr kurz — von der 30.-32.
Inkubationsstunde — durchgefiihrt. Die Ernte erfolgte nach der 56. Stunde. Hierbei
konnte 19 in einer Ausbeute von 0.7 mg/L vorgefunden werden.

e In zwei weiteren Ansdtzen (jeweils 6 Liter) erfolgte die Zugabe des Glycerins nicht
kontinuierlich sondern in zeitlichen Abstinden: Im ersten Versuch vier Mal (auf
10 mL Portionen verteilt) alle drei Stunden, in einem zweiten Versuch acht Mal (je
5 mL Portionen) alle 1.5 Stunden. Dabei blieb der Fitterungszeitraum unverandert
(30.-42. Stunde) und die Ernte erfolgte nach der 56. Stunde. Im Diinnschicht-
chromatogramm konnte 19 in beiden Fallen identifiziert werden, jedoch liefl§ sich aus
der ersten Fermentation (viermalige Zugabe von Glycerin) kein Furan (19) isolieren.
Aus der zweiten Fermentation (achtmalige Zugabe von Glycerin) wurde 19 in einer

Ausbeute von 1 mg/L isoliert.
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Wie man aus den gewonnenen Daten erkennt, wurde die Produktion des Furans 19 durch
Zugabe von Glycerin induziert. Dennoch muss bei derart kleinen Ausbeuten die Menge an
gebildetem Furan vorsichtig interpretiert werden. Somit ist schwer zu beantworten, ob die
beobachteten Schwankungen der Ausbeute als Folge der Aufarbeitung zu betrachten sind
oder ob derartige Unterschiede tatsachlich auf die Wahl des Fitterungszeitraumes
zurlickzufiihren sind. Somit konnte aus den durchgefiihrten Versuchen kein idealer
Fltterungszeitraum interpretiert werden. Fest steht dennoch, dass nur bei Zugabe von
Glycerin wahrend der Fermentation eine deutliche Produktion an 2,4-Dimethoxycarbonyl-
furan (19) auszumachen war. Da die Aufnahme einer Produktionskurve des Metaboliten
ohne zuvor festgelegte Flitterungszeit nicht moglich erschien, orientierte sich die Glycerin-
Zugabe aller weiteren Kultivierungen an dem fir die Einbaustudien gesetzten Zeitfenster

(30.-42. Inkubationsstunde).

Fiitterung anderer Vorlaufer zur Steigerung der Produktion von 19

Da Glycerin im Metabolismus als Baustein vieler Substanzen eine Verwendung findet, stellte
sich die Frage, ob Glycerin als alleiniger Vorlaufer von 19 in Frage kommt oder ob
Intermediate des Stoffwechsels ebenfalls fiir die Furan-Produktion akzeptiert werden. Es
wurden daher sowohl direkte Intermediate der Glycolyse, wie D-Glycerat, als auch die daraus
hervorgehenden Aminosauren Alanin und Serin als mogliche Vorldufer in Betracht gezogen.
Des Weiteren wurde Shikimisaure (59) als moglicher Vorlaufer erachtet. Denkbar ware hier
die Bildung des Furans Uber eine intramolekulare Reaktion von 59 vom Typ einer Baeyer-
Villiger Oxidation (vgl. Kapitel 4.2.5).

Die Kultivierung erfolgte jeweils im 500 mL-Mal3stab, wobei jeder Vorldufer in einer
Konzentration von 4 mm eigesetzt wurde. Bei racemischen Mischungen (pL-Alanin und bDL-
Serin) wurde fiir jedes Enantiomer eine Konzentration von 4 mm verwendet (somit 8 mm
Endkonzentration des Racemats). Die Fitterung erfolgte in jedem Fall kontinuierlich mittels
Schlauchdosierpumpe von der 30.-42. Inkubationsstunde. Der Erntezeitpunkt lag in der
56. Stunde. Parallel erfolgte die Fermentation des Stammes GO 3822-14F in den Medien
NL 1358s (Glycerin-haltig) und NL 1358f (ohne Glycerin-Zusatz) ohne Zuflitterung von
moglichen Vorlaufern. Die gewonnenen Extrakte des Kulturfiltrats wurden auf eine
Konzentration von 4 mg/L eingestellt und mittels Dinnschichtchromatogramm sowie HPLC-

MS (Séule 1/Programm 1) auf die Produktion von 19 analysiert (s. Abbildung 49).
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Abbildung 49: Gehalt an 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) im Extrakt des Stamms Go6 3822-14F nach
Zuflitterung unterschiedliche Vorlaufer. Dargestellt sind die mittels HPLC ermittelten Flachen von 19 im
Massen-Chromatogramm.

Aus dem Diinnschichtchromatogramm konnte keine Aussage iber die Anderung der
Produktion von 19 aufgrund der Intensitdt der UV-Léschung bzw. GroRe der ,Furan-Zone“
gemacht werden. Dagegen liel? die Analyse mittels HPLC-MS auf Glycerin bzw. Glycerat als
direkten Vorldufer des Furans 19 schlieRen. Hierbei konnten anndhernd gleiche Werte
sowohl im UV-Chromatogramm als auch in der Massenspur detektiert werden, welche in
Zusammenhang mit der Produktion an 19 gesetzt wurden. Alanin, Serin und Shikimisaure
flihrten scheinbar auch zur Bildung des Furans, verbunden mit einem deutlichen Riickgang
der Produktion. Die Extrakte aus den Fermentationen in den Medien NL 1358s bzw. NL 1358f
zeigten keine eindeutige Bildung des Furans, was in Analogie zu den bisherigen
Beobachtungen von H.B.BoDE und T.ScHUHMANN steht. Da es zu keiner deutlichen
Produktionssteigerung kam, wurde der Zugang zu 19 via Fermentation weiter durch

Zufiutterung von Glycerin favorisiert.

Von einer Kultivierung im GroBvolumen-Fermenter wurde abgesehen. Die Produktion von 19
wurde als derart fein reguliert erachtet, dass aus Griinden der Zeiteffizienz hier keine

Versuche unternommen wurden. Sollte das Furan 19 in verschiedenen Bioaktivitatstests als
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potenter Metabolit eingestuft werden, erscheinen weitere Versuche zur Produktions-

steigerung als angebracht.

4.2.4 Fitterung von *C-markierten Glycerinen

Die erste Isolierung von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) gelang wahrend der Einbaustudien
von *C-markiertem Glycerin in die Bafilomycine (16,17).[168] Aus diesem Grund lagen parallel
bereits Informationen Uber Einbaumuster von Glycerin in 19 vor. Fitterung von
[U-13C3]Glycerin (110) fuhrte zu einer Anreicherung von C-1‘/C-2/C-3 sowie C-2/C-4/C-5,
wobei die Kopplungsmuster im 3C.NMR auf den Einbau zweier intakter Cs-Einheiten
hinwiesen. Die Signalintensitdt der zum Dublett vom Dublett aufgespaltenen Signale
entsprach in etwa der Intensitdt der Zentrallinie, was auf einen deutlichen Einbau von
Glycerin hinwies. Innerhalb einiger Kopplungssignale waren zusatzlich weitere Resonanzen
geringerer Intensitdt zu erkennen. Hierbei wiesen C-2/C-3 (Yec = 73 Hz) und C-4/C-2 (Yec =
87 Hz) die Multiplizitat eines Dubletts auf, wobei die Werte ihrer Kopplungskonstanten den
aus den 13C3—Einheiten ermittelten Werten entsprachen. Dieses deutete auf das
Vorhandensein eines zusatzlichen Isotopomers hin, da statistische Kopplungen nur zwischen
C-3 und C-4 zu erwarten gewesen waren.

B3¢ Kopplungssignalen bei C-2/C-3

Fiitterung von [2,3—13C2]—sn—Gcherin (88) fuhrte zu
und C-4/C-2“, welche in Ubereinstimmung zu dem vermutlichen Isotopomer der Fiitterung
von 110 waren. Somit wurden 110 und 88 im Metabolismus derart umgesetzt, was zum
Verlust einer 3C-Markierung von 110 fiihrte. Als Folge konnten fiir beide Vorlaufer
vergleichbare Einbaumuster festgestellt werden.

Nach Fitterung von [1,2-3C,]-sn-Glycerin (89) konnte ein Einbau in C-2/C-1‘ sowie C-4/C-5
beobachtet werden. Auch hier waren die zum Dublett aufgespaltenen Signale von
vergleichbarer Intensitdt mit der Zentrallinie, was 89 als direkten Vorldufer vermuten lieR.

Da 88 und 89 nicht enantiomerenrein eingesetzt wurden, lield sich im B3C-NMR von 19 nach
Fltterung des einen Enantiomers jeweils auch ein Isotopomer mit einem Markierungsmuster

ausmachen, das dem des jeweils anderen Enantiomers glich.

Alle beobachteten Einbaumuster sind in Abbildung 50 zusammengefasst.
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Abbildung 50: Einbaumuster in 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) nach Futterung von unterschiedlich
Bc-markiertem Glycerin. Kopplungskonstanten sind exemplarisch fiir die aus der Fitterung von 110 erhaltenen
Isotopomere angegeben. In den anderen Fitterungsexperimenten konnten analoge Kopplungskonstanten
ermittelt werden.

4.2.5 Diskussion der Biosyntheseexperimente

Alle bisher vorliegenden Ergebnisse, insbesondere die Intensitdaten der Kopplungssignale im
B3C-NMR, lassen Glycerin als direkten Vorlaufer in Betracht kommen. Die Ergebnisse der
Flitterung von unmarkiertem Glycerat und die daraus folgende Produktionssteigerung
verstarken zusatzlich die Annahme, dass die Biosynthese von 19 tiber die Glycolyse verlaufen
konnte. Sowohl Glycerin als auch Glycerat werden hieriliber eingeschleust. Die Fiitterung von
uniform markiertem Glycerin (110) fiihrte zum Einbau von zwei intakten Cs-Einheiten,
weshalb keine komplexen Stoffwechselwege angenommen werden, aus denen 19

13~ 13
C—

hervorgeht. Kdame es zu einer Spaltung der C-Bindung des Vorlaufers, ist die

Wahrscheinlichkeit einer spateren Wiederverknipfung von Bc-Atomen im selben Molekiil

13~ 13
C—

verhaltnismaRig klein, so dass die zuvor beobachtete C-Kopplung verloren gegangen

ware.

In einem der wenigen Beispiele aus der Literatur beschreibt WHITE Einbaustudien an der

[183]

Furan-Einheit des in Archaebakterien produzierten Methanofurans. Fiitterung von



BIOSYNTHESEUNTERSUCHUNGEN AN GO 3822-14F 101

[1,2-33C,]Acetat fiihrte zu einem Einbau intakter Einheiten. Er postulierte, dass Acetat Uber
Pyruvat (94) in die Gluconeogenese eingeschleust wird, wo es zu Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) metabolisiert wird. 94 und DHAP zusammen bilden den Furan-Ring des
Methanofurans.

Im Falle des 2,4-Dimethoxycarbonylfurans (19) kann von einer dhnlichen Biosynthese
ausgegangen werden. Hierbei werden ebenfalls Pyruvat (94) und DHAP als Bausteine des
Furans betrachtet. Glycerin wird durch Glycerin-Kinase zu L-Glycerin-3-phosphat (G3P)
umwandelt, welches durch das Enzym Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase zu DHAP
umgesetzt wird. Des Weiteren kann 94 mit der intakten Glycerin-Markierung als Endprodukt
der Glycolyse gewonnen werden. Ringbildung kdnnte durch Addition der Methylgruppe von
94 an die Ketogruppe des DHAP und rickgerichteten nukleophilen Angriff der
Hydroxygruppe von DHAP an den Carbonyl-Kohlenstoff von 94 erfolgen. Weitere
Reaktionsschritte werden als Dehydratisierung, Dephosphorylierung und Oxidation des
verbleibenden Alkohols zur Carbonsaure postuliert (s. Abbildung 51). Eine abschlieRende
Methylierung der Furan-2,4-dicarbonsaure (96) ware durch Methionin denkbar. Es konnte

I—13C]I\/Iethionin an den

jedoch kein 19 wahrend der Fitterungsversuche mit [Methy
Bafilomycinen (16,17) isoliert werden, um diese These zu untermauern. Diese Vermutung
kann jedoch mit den Daten zur Berechnung der spezifischen Einbaurate in 19 gestitzt
werden. Zur Berechnung dieser Einbauraten dienten die vermeintlich unmarkierten
Methoxygruppen als Referenz. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die restlichen
C-Atome einen nur unwesentlich hoheren Einbau aufwiesen. Aufgrund des
Signalverhiltnisses (Dublett zu Zentrallinie) im *C-NMR-Spektrum war jedoch von einem
deutlichen Einbau auszugehen. Sollte Methionin tatsichlich als Methylgruppen-Ubertrager
fungieren, so ist der Einbau von Glycerin Gber den allgemeinen Metabolismus Glycerin —

Serin — Methyltetrahydrofolat — Methionin zu erklren.¢”!
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Abbildung 51: Hypothese zur Biosynthese von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19).

Das *C-NMR-Spektrum von 19 nach Futterung [U-*C3]Glycerin (110) zeigte einen zweiten
Satz an Dublett-Signalen bei C-2/C-3 sowie C-4/C-2“ (s. Abbildung 50). Diese lassen sich
aufgrund oben genannter Biosynthese-Hypothese jedoch nicht erkldren, da es hierbei zu
dem Verlust einer 13C—I\/Iarkierung des Glycerins bzw. eines verwandten Stoffwechsel-
Intermediats gekommen sein muss. Es ist davon auszugehen, dass ein Teil des aus Glycerin
gebildeten —und damit markierten — DHAP nicht zu 19 reagierte und weiter verstoffwechselt
wurde. Uber das Enzym Triosephosphat-lsomerase stehen DHAP und Glycerinaldehyd-3-
phosphat (GAP) in einem direkten Gleichgewicht zueinander. Das Enzym Aldolase katalysiert
in der Gluconeogenese die Reaktion von DHAP und GAP zu Fructose-1,6-bisphosphat (FBP),
welches anschlieBend zu Fructose-6-phosphat (F6P) dephosphoryliert wird. Sowohl FBP als
auch F6P tragen zwei intakte Cs-Einheiten, die aus Glycerin stammen. Aufgrund der
verzweigten Stoffwechselwege sind nun zwei Reaktionen von F6P denkbar (s. Abbildung 52):
Weg1: Reduktion von F6P fiihrt zu Glucose-6-phosphat (G6P), welches via
Pentosephosphat-Weg zu Ribose-5-phosphat (R5P) umgesetzt wird. Dieses tragt nur noch
eine intakte Cs3-Markierung sowie — als Folge der Decarboxylierung von 6-Phosphogluconat
(6PG) — eine verbleibende *C,-Einheit.

Weg 2: Alternativ kann F6P durch das Enzym Transketolase unter Aufnahme von GAP
(**C3-markiert) in Xylulose-5-phosphat (Xu5P) und Erythrose-4-phosphat (E4P) gespalten

werden. Hieraus resultiert eine Einzelmarkierung in C-1 von E4P.

Im nicht-oxidativen Teil des Pentosephosphat-Wegs katalysiert eine Transketolase die

Ubertragung von einem C,-Fragment (C-1 und C-2) des Xu5P auf R5P, wodurch das
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C;-Produkt Sedoheptulose-7-phosphat (S7P) entsteht. Das zurlickbleibende Fragment der
Xylulose ist GAP, wiederum *Cs-markiert. Transaldolase katalysiert im Folgenden die
Abspaltung eines Cs-Fragments von Xu5P, welches mit GAP zu Fructose-6-phosphat (F6P)
kondensiert. Bei dem zuriickbleibenden Fragment handelt es sich um Erythrose-4-phosphat
(E4P). Phosphorylierung und anschlieBende Spaltung von F6P durch Aldolase fiihrt zu DHAP
und GAP. Das DHAP tragt im Gegensatz zu dem direkt aus Glycerin gewonnenen Analogon
nun keine intakte 13Cg,—Einheit mehr, sondern eine Einzelmarkierung in C-1 und die
verbliebene intakte 3C,-Einheit in C-2/C-3. Durchliuft dieses DHAP nun die Glycolyse, so
ergibt sich ein Pyruvat (94), welches ebenfalls eine Einzelanreicherung (C-1) und eine intakte
13C,-Einheit tragt. Kondensation dieses Pyruvats (94) mit seinem Vorliufer DHAP fihrt
folglich zu einem Furan (19), das nur zwei intakte C,-Markierungen (C-2/C-3 sowie C-4/C-2")
tragt. Die zusatzlichen Einzelanreicherungen in C-1‘ und C-5 konnten aus den erhaltenen
NMR-Daten nicht interpretiert werden, da ein garantiert nicht angereichertes Atom fir eine
verlassliche Referenzierung fehlte.

Folglich fuihrt nur die Futterung von [U-"3C;]Glycerin (110) und [2,3-3C,]-sn-Glycerin (88) zu
Isotopomeren mit intakten B¢,-Einheiten. Trotz des vermuteten sehr komplexen
Stoffwechsels, den das markierte Glycerin durchlduft, war ein sehr gutes ,channeling”

festzustellen, was sich in dem messbaren zweiten NMR-Signalsatz widerspiegelte.

AbschlieBend bleibt jedoch die Frage unbeantwortet, ob 19 ausschlieRlich nach dem Prinzip
der Vorldufer-dirigierten Biosynthese gebildet wird (Aktivierung eines ,stillen”
Biosynthesewegs durch Glycerin) oder ob es prinzipiell als Minderkomponente des Stamms
GO 3822-14F vorkommt und Fitterung von Glycerin nur zu einer Erhéhung der Produktion
flihrte. Vorsichtig soll an dieser Stelle auch die Vermutung aufgeworfen werden, ob dieses
Furan als Detoxifizierungsprodukt des Stammes nach Glycerin-Zugabe fungiert, wie es fir

andere, ,einfache” Furane (z.B. Hydroxymethylfurfural) der Fall ist (vgl. Kapitel 3.3.10.5).
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Abbildung 52: Hypothese zur Biosynthese von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19). Markierungsmuster eines

moglichen Isotopomers aufgrund des verzweigten Intermedidrstoffwechsels.
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An dieser Stelle soll noch kurz auf eine erste Vermutung zur Biosynthese von 19 eingegangen
werden, welche als ein Ansatzpunkt fir die Flitterungsversuche zur Produktionssteigerung
genutzt wurde (vgl. Kapitel 4.2.3). Phosphoenolpyruvat (PEP) (Glycolyse) bzw. Erythrose-4-
phosphat (E4P) (Pentosephosphat-Weg) ,speisen” direkt den Shikimat-Weg[sgl, dessen
Produkt Shikimisdure (59) durch Fiitterung von Bc-markiertem Glycerin ein typisches
Einbaumuster erhalt. Geht man von einem Abbau zu 4-Hydroxybenzoesaure (111) und
anschlieender Oxidation aus, liegt ein symmetrisches Molekil vor. Erste Vermutungen
zielten auf eine symmetrische Zwischenstufe, anhand derer Resonanzen von verschiedenen
Isotopomeren im BC-NMR zu kldren wiren. Als mogliche Reaktion, welche zur Bildung eines
5-Rings gefuhrt hatte, wurde eine Baeyer-Villiger Oxidation angenommen. Jedoch stimmten
postuliertes und experimentell erhaltenes Einbaumuster von 19 nicht (iberein, so dass der in
Abbildung 53 dargestellte Biosyntheseweg ausgeschlossen wurde. Des Weiteren sprachen

die Ergebnisse aus den Fitterungsversuchen zur Produktionssteigerung von 19 gegen

Shikimisaure (59) als direkten Vorlaufer.
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Abbildung 53: Widerlegte Hypothese der Biosynthese von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) mit Shikimisaure
als Vorlaufer. Das Einbaumuster entspricht in diesem Fall nicht den experimentellen Befunden.
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4.2.6 Darstellung von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19)

Besonders im Hinblick auf Untersuchungen zur biologischen Aktivitdat von 19 war es
unerldsslich, ausreichende Mengen der Substanz vorliegen zu haben. Theoretisch ware es
moglich gewesen, durch ein grolRes Ansatzvolumen genligend 19 zu produzieren. Jedoch war
die parallele Fermentation in mehreren Erlenmeyerkolben durch die Anzahl der Ausgange
der Schlauchdosierpumpe begrenzt. Aus diesem Grund wurde ein synthetischer Zugang zu
19 erwogen. Hierzu finden sich in der Literatur verschiedene Ansatze, welche zumeist auf
Furan-2,4-dicarbonsdure (96) als Syntheseprodukt zielen.

Im Allgemeinen lassen sich alle synthetischen Arbeiten auf die Versuche von Feist™! und

[184] zuriickfuhren. Hierbei ging die Synthese von Cumalinsdure (97) aus, welche

V. PECHMANN
nach Veresterung, Bromierung und Kochen in wassriger KOH-Lésung zu 96 fiihrt.
Als eine der wenigen Alternativen lasst sich die Darstellung von 19 ausgehend von Vanillin

[185] pEARL und BARTON setzten dieses mit Natriumchlorit unter sauren Bedingungen

anflhren.
um und fraktionierten anschlieBend nach unterschiedlicher Lo&slichkeit. Aus einer
Natriumhydrogensulfit-l&slichen Fraktion konnte 96 zur weiteren Aufreinigung isoliert
werden. Allerdings ist die Ausbeute sehr gering beschrieben; aus 76 g Vanillin konnte auf
diesem Weg 1 g an 96 gewonnen werden. Aus diesem Grund und angesichts der komplexen
Aufarbeitung wurde diesem Ansatz nicht nachgegangen.

Da auch in der aktuelleren Literatur™® die Synthesevorschriften von FEIsT und v. PECHMANN
als Grundlage verwendet werden, orientierte sich die hier beschriebene Darstellung von 19
ebenfalls an selbigen Vorschriften. Cumalinsdure (97) wurde in Methanol durch leichtes
Erwdarmen geldst und durch Zugabe etherischer Diazomethan-Losung zum Cumalinsdure-
methylester (112) verestert. Zur Vermeidung von Nebenreaktionen im folgenden
Reaktionsschritt wurde 112 chromatographisch an Kieselgel (CHCls/MeOH 9:1) gereinigt. Die
Bromierung von 112 erfolgte mit elementarem Brom in Eisessig unter Zugabe katalytischer
Mengen an lod. Nach einer Woche konnten klare Kristallnadeln erhalten werden, welche mit
Eisessig gewaschen wurden. Der ndchste Schritt wird in den existierenden Vorschriften
unterschiedlich erfolgreich angegeben. Die hier beschriebene Darstellung erfolgte unter
Einbezug der Arbeiten von JOHNSTONE et al.*®® sie gaben an, dass nur durch exakte Kontrolle
der Reaktionsbedingungen ein deutlicher Umsatz des Bromcumalinsduremethylesters (113)
festzustellen war. Zu diesem Zweck wurde 113 in wassriger KOH-Losung auf 60 °C erhitzt und

fir 35 Minuten geriihrt. Der Umsatz lag hierbei bei 83 % was sich mit den Angaben von
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JOHNSTONE et al. deckte (dort: 90 %). Die erhaltene Furan-2,4-dicarbonsaure (96) wurde mit
etherischer Diazomethan-Losung zu 19 umgesetzt. Fir die Folgeuntersuchungen erfolgte ein
abschlieBender Reinigungsschritt mittels HPLC (Saule 11, Programm 1 ohne Sdurezusatz).
Aus 3 g Cumalinsaure (20.1 mmol) konnten 30 mg (0.16 mmol) Furan 19 gewonnen werden,
was einer Ausbeute von 0.8 % entspricht. Dieser geringe Wert lasst sich vor allem auf die
erste Stufe der Synthese zurickfiihren; eine vollstandige Loslichkeit von 97 in Methanol ist
nicht gegeben. Der Anteil an unldslichem 97 blieb bei der Bestimmung der Ausbeute
allerdings unbericksichtigt. Somit wiirde sich diese entsprechend erhéhen, wiederholte man
den ersten Syntheseschritt mit der verbleiben Cumalinsaure (97).

Weitere Versuche zielten auf eine Optimierung der ersten Stufe: Starkeres Erwarmen der
Losung von 97 in Methanol fiihrte jedoch nur zu einer teilweisen Behebung des Problems.
Ebenso brachte ein Wechsel des Losungsmittels zu Ether keinen Erfolg. Als weitere Variante
wurde 97 direkt mit Diazomethan-Losung versetzt und nur die fliissige Phase weiter
behandelt. In allen Fdllen blieb die Gesamtausbeute unter dem Wert aus oben
beschriebener Methodik. Dennoch konnten aufgrund der durchgefiihrten Synthese
ausreichende Mengen an Furan 19 gewonnen werden, um dieses auf seine biologische

Aktivitdt hin zu untersuchen.

HOOC Ay cn, HCOOC o, MCOOC o -Br
| — | p— |
MeOH, RT H,CCOOH/I,,
0~ o

O "0 79 30min O O
97 9 % 112 18 % 113
COOH COOCH,
KOH ﬂ CH,N, ﬂ
—_— —_—
60°C,35min  HOOC 0 MeOH,RT ~ H,COOC o
83% 96 57% 19

Abbildung 54: Darstellung von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) auf Grundlage der Arbeiten von FE|ST[171],

[184] [186]

V. PECHMANN und JOHNSTONE

Im Rahmen der Diplomarbeit von N. BURKARD sollte eine Optimierung der Darstellung von 19
unter neuen synthetischen Gesichtspunkten vorgenommen werden.*8”! Allerdings fihrte
diese nicht zu einer angestrebten Steigerung der Ausbeute — 0.02 % wurden hier insgesamt

erzielt — bzw. Abweichung von den bereits beschriebenen Synthesewegen von Feist’Y und
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v. PEcHMANN!®*

1. Somit muss zum jetzigen Zeitpunkt diese urspringliche Vorschrift mit
einigen Variationen, trotz der sehr geringen Gesamtausbeute, als ausreichend betrachtet
werden, um ausreichend Substanz fir biologische Untersuchungen zur Verfligung stellen zu

kénnen.

4.2.7 Biologische Aktivitat des 2,4-Dimethoxycarbonylfurans (19)

Die bereits fiir andere Furan-Derivate beschriebene biologische Aktivitat*®® wurde zum
Anlass genommen, verschiedene Wirkungen von 19 in ausgewdhlten Bio-Assays zu

untersuchen.

Im  Plattendiffusionstest auf antibakterielle bzw. antifungale Aktivitat zeigte
2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) keine Aktivitat gegen die verwendeten Testkeime E. coli,

B. subtilis, S. aureus sowie C. albicans.

Sowohl der Naturstoff als auch das auf synthetischem Wege erzeugte Furan 19 wurden
durch W. BeiL (MHH/Hannover) auf ihre zytotoxische Wirkung gegen unterschiedliche
Krebszelllinien in vitro untersucht. Trotz dreifacher Wiederholung des Tests fiir den
Naturstoff bzw. zweifacher Wiederholung des HPLC-gereinigten Syntheseprodukts konnten
keine validierbaren Daten gewonnen werden. Aus den erhaltenen Werten l3sst sich jedoch
die Vermutung duBern, dass 19 keine oder nur eine sehr geringe zytotoxische Aktivitat
besitzt. Aus Zeitgriinden wurde eine weitere Synthese von 19 im Rahmen dieser Arbeit nicht
angestrebt sondern es sollte auf das von N. BURKARD hergestellte Furan als unabhangiges
synthetisches Produkt zurickgegriffen werden. Wie bereits erwdhnt, konnten auf diesem

Wege jedoch keine ausreichenden Mengen an 19 bereitgestellt werden.

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe K. JuNG (Universitat Miinchen) wurde
fir die Suche nach neuen Quorum-Sensing (QS)- und Anti-Quorum-Sensing (AQS)-Molekiilen

(18] Fir die Analyse der

das Furan 19 zum Aufbau einer Substanzbibliothek ausgewahlt.
einzelnen Naturstoffe wurde ihr Einfluss auf die QS-kontrollierte Biolumineszenz in dem
Reporterstamm Vibrio harveyi BB120 Uberpriift. Jedoch zeigte 19 hier keinen Effekt auf das

Biolumineszenzverhalten.
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Bei Untersuchungen zum Einfluss des Furans 19 auf die Keimung des Modellorganismus
Arabidopsis thaliana ,Columbia Zero’ (Acker-Schmalwand) wurden die inkubierten
Mikrotiterplatten zundchst visuell auf das Sprosswachstum bonitiert. Es war festzustellen,
dass der Sekundarmetabolit das primdre Langenwachstum von Arabidopsis thaliana nicht
beeinflussen konnte. Bei der daran anschlieRenden Bonitur des Wurzelwachstums konnten,
wie bereits bei der Sprossbonitur, keine eindeutigen Hinweise auf phytotoxische
Eigenschaften des getesteten Metaboliten gefunden werden.

Zur abschlieBenden Untersuchung der gebildeten Biomasse wurden die Pflanzen in der
Mikrotiterplatte zundchst eingefroren und anschlieBend gefriergetrocknet. Die Kontrolle auf
Biomasseproduktion erfolgte mittels Feinwaage. Analog zu den visuellen Bonituren konnte
auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den eingesetzten Metaboliten-
konzentrationen (5 nm bis 100 um) sowie zu den Negativkontrollen hergestellt werden. Eine
phytotoxische Aktivitat gegenliber Arabidopsis thaliana konnte in diesem Assay nicht belegt

werden.
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5 Molekularbiologische Studien zur Biosynthese des
Collinolactons

Bei Pilzen und Pflanzen liegen oftmals die Gene, die fir die Produktion von
Sekundarmetaboliten verwendet werden, Uber das gesamt Genom verteilt vor. Im
Gegensatz dazu finden sich Biosynthesegene von Bakterien in den allermeisten Fallen
»geclustert” im Genom, d.h. sie liegen in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander. Diese
Tatsache kann ebenso wie das Vorliegen zahlreicher hochkonservierter Domanen innerhalb
solcher (Biosynthese-)Gene zu einer effizienten Lokalisierung des kompletten Biosynthese-
Genclusters genutzt werden. Voraussetzung dafiir ist eine Hypothese zur Bildung des
Sekundarmetaboliten, d.h. zum verantwortlichen Biosyntheseweg und der beteiligten
Enzyme. Zum Auffinden der codierenden Gene verwendet man haufig sogenannte DNA-
Sonden. Diese bestehen aus 30 bis 50 Nukleotiden, deren Basensequenz aus der
Priméarstruktur des Biosynthese-Enzyms abgeleitet wurde. Fiir das eigentliche Screening in
Gen-Banken oder Cosmid-Banken sind diese Sonden meist radioaktiv oder Lumineszenz-
markiert.

Das hier verfolgte Ziel ist die Identifizierung, Sequenzierung und Annotation des
Biosynthesegenclusters von Collinolacton (20). Jedoch finden sich in der postulierten
Biosynthese keine spezifischen Funktionalitdten, fiir die ausgearbeitete Sonden zum
Screening zur Verfligung stehen. Um eine neue Sonde zu entwickeln, miissen in einem
ersten Schritt spezifische Primerpaare fir ein bestimmtes hypothetisches Gen entwickelt
werden. Kann dieses tatsachlich auf Grundlage der entwickelten Primer aufgefunden
werden, kénnen die Sequenzen von Primern und vorgefundenem Gen fiir die Erstellung

einer spezifischen Sonde genutzt werden.

5.1 Collinolacton (20) — ein neuartiges Cyclodecatrien aus Streptomyces sp.
5.1.1 Produzentenstimme Streptomyces sp. G6 40/10 und Tii 1892

Die beiden Streptomyceten-Stamme GO 40/10 und Tu 1892 wurden hinsichtlich ihres

(1901 R kind!™ ™ und H.-J. ScHiEwe™®? wihrend ihrer

Metabolitenspektrums von B. BETHE
Dissertationen eingehend untersucht. Beide Stimme kdnnen als ,talentierte” Produzenten
eingestuft werden und zeigten im chemischen Screening groRe Ahnlichkeiten beziiglich der

produzierten Metaboliten. Aus beiden Streptomyceten konnte der in dieser Arbeit
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besprochene, neuartige Sekundarmetabolit Collinolacton (20) isoliert werden, wobei sich die
hier dargestellten Untersuchungen vornehmlich auf den Stamm G6 40/10 beziehen.

Dieser stammt aus einer bolivianischen Bodenprobe und ist Teil einer Stammsammlung, die
zum Zweck eines Screenings auf anti-HIV-Aktivitat angelegt wurde. Hierbei konnte jedoch

t[193

keine antivirale oder toxische Wirkung im MT-4 Zelltes ] festgestellt werden. Dennoch

wurde der Stamm als ,talentiert” eingestuft, da er im chemischen Screening ein sehr

(1901 Eine taxonomische Klassifizierung ist

breitgefdachertes Metabolitenspektrum aufwies.
erstmals im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeiten vorgenommen wurden (s. folgendes
Kapitel).

Bei dem Stamm Ti 1892 handelt es sich ebenfalls um ein Bodenbakterium, welches bei
Kamakura (Prafektur Kanagawa/Japan) isoliert wurde. Eine taxonomische Zuordnung
klassifizierte Tu 1892 als Streptomyces collinus ssp. collinus.'®* Wihrend eines Screenings
auf abnormes Hyphenwachstum beschrieben H. ZAHNER und W. WEBER gelbe Komponenten,

die eine breite antifungale Aktivitat zeigten. In einem chemischen Screening wurde das

breite Metabolitenspektrum naher charakterisiert.™"

Vornehmlich lassen sich die aus beiden Stammen isolierten Metaboliten in vier Gruppen
einordnen: Ansamycine (114-118), 14-gliedrige Makrolide (119-121), y-Butyrolactone (126,
127) und das Collinolacton (20), das eine ganz neue Substanzklasse eroffnet.

Ansamycine bilden eine groBe Gruppe an Makrolactam-Antibiotika. Diese weisen als
gemeinsames Element einen Chromophor vom Chinon- oder Naphtochinon-Typ auf, welcher
durch Amidbindung Gber eine aliphatische Kohlenstoffkette verbriickt ist. Dieses Merkmal
fliihrte zu dem Namen ,Ansamycine’, da die Uberbrickende Kohlenstoffkette die Gestalt
eines , Henkels” (griechisch ,ansa’) besitzt.[***! Als prominente Beispiele an Metaboliten aus
G6 40/10 konnen die Makrolactame Ansatrienin A (114), Diastovaricin| (115) sowie

Naphthomycin B (116), C (117) und K (118) angefihrt werden.
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O CH, Ansatrien A (114)

Diastovaricin | (115): R? = CH,, R? = CH,, R3 = Cl
Naphtomycin B (116): R? = H, R = CH,, R® = CI
Naphtomycin C (117): R =H, R? = CH,, R®=H
Naphtomycin K (118): R = H, R? = CH,OH, R® = OH

Abbildung 55: Aus Streptomyces sp. G6 40/10 isolierte Metaboliten aus der Gruppe der Ansamycine.“gz]

Unter die Klasse der Makrolide fallen 12-, 14-, 16- oder 17-gliedrige makrocyklische

(19} 1m chemischen Screening zeigte sich G6 40/10 als Produzent zahlreicher 14-

Lactone.
gliedriger Makrolide, die alle der Gruppe der Cineromycine angehoren. Hierbei wurden
sowohl glykosylierte (119, 120) als auch nicht-glykosylierte (121) Cineromycin-Derivate

vorgefunden.

Cineromycin B (119) 2,3,8,9-Tetrahydro- 7-0-(a-Glucosyl)-
cineromycin B (120) cineromycin B (121)

Abbildung 56: Aus Streptomyces sp. G6 40/10 isolierte 14-gliedrige Ma krolide.®”

An dieser Stelle sei kurz der wohl bekannteste Vertreter der Makrolide, das Erythromycin A
(122) erwidhnt. 122 stellt eine der bedeutendsten Leitsubstanzen der Makrolidantibiotika

dar. Es dient — in Mischung mit Erythromycin B (123) und C (124) — als Alternativ-
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Antibiotikum, das vornehmlich dann angewendet wird, wenn gegeniber Penicillinen oder

Cephalosporinen Resistenzen oder Allergien bestehen.[*”]

Erythromycin A (122): R! = OH, R? = CH,
Erythromycin B (123): Rt = H, R? = CH,
Erythromycin C (124): R'=0OH,R?2=H

Abbildung 57: Die aus Streptomyces erythreus isolierten Makrolidantibiotika der Erythromycin-Familie.

Von allen bekannten Naturstoffen beinhalten ca. 10 % eine y-Butyrolacton-Einheit als
charakteristisches Strukturelement.[**® Die Mehrzahl dieser Lactone gehoren der Klasse der
Sesquiterpene an und viele der mehr als 6000 bekannten Lactone zeichnen sich besonders
durch ihre biologische Aktivitat aus, wie z.B. der A-Faktor (Autoregulatory Factor) (125).[199]
125 wurde erstmals 1976 aus Streptomyces griseus isoliert, wo er die Biosynthese des
Antibiotikums Streptomycin und die Sporenbildung in speziellen Perioden des Lebenszyklus
induziert. Der A-Faktor wird daher als ,mikrobielles Hormon“ angesehen. Aus dem Stamm
GO 40/10 konnten zwei neue y-Butyrolactone (126, 127) isoliert werden, fir die bisher

allerdings keine biologische Aktivitdt gefunden werden konnte.

0
o o OH © o
PPN O
OH
O o) @) OH )

A-Faktor (125) 126 127

wL

1

Abbildung 58: Der als ,,mikrobielles Hormon“ bezeichnete A-Faktor (125) aus Streptomyces griseus sowie aus
Go 40/10 isolierte v-ButyroIactone[m] 126 und 127.

5.1.2 Taxonomische Charakterisierung von Streptomyces sp. G6 40/10

Als Auftragsarbeit wurden Bereiche der 16S rDNA des Stamms Go6 40/10 durch die Firma

Biotecon Diagnostics (Potsdam) sequenziert. In einem Alignment mittels BLAST®Y konnte
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eine jeweils 100 %ige Ubereinstimmung mit Streptomyces coelescens bzw. Streptomyces
cinerochromogenes festgestellt werden. Eine weitere Unterscheidung war aufgrund des
untersuchten Genbereichs nicht moglich. Ein Vergleich dieser Spezies im ,Compendium of

Actinomycetales’[64]

zeigte, dass eine weitere Differenzierung auf Grundlage der
Zuckerverwertung moglich sein sollte. Die Verwertung dieser sogenannten ISP-Zucker
(,International Streptomyces Project’) wurde durch die DSMZ (Braunschweig) untersucht.
Zusatzlich wurde der Stamm Ti 1892 in dieses Experiment mit einbezogen. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Vergleich der Melaninproduktion und Zuckerverwertung der Stamme Go 40/10 und T 1892 sowie
Streptomyces collinus (DSMZ-Nr. 40129), Streptomyces coelescens (DSMZ-Nr. 40421) und Streptomyces
cinerochromogenes (DSMZ-Nr. 41651). Die Experimente erfolgten durch die DSMZ (Braunschweig). +: positiv;
-: negativ; v: variable Ergebnisse; n.b.: nicht bestimmt.

G0 40/10 Tii1892 S. collinus S. coelescens S. cinerochro-

mogenes
Melaninproduktion auf

Pepton-Eisen + % n.b. n.b. n.b.
Tyrosin + + n.b. n.b. n.b.
ISP-Zucker als C-Quelle

Glucose + + = n.b. +
L-Arabinose + + - + -
Saccharose + + - Y +
D-Xylose + + - + -
Inositol + + + + +
Mannitol + + - n.b. +
D-Fructose + + - + +
Rhamnose + + + + -
Raffinose + + + Y +

Besonders auffillig ist die vollstindige Ubereinstimmung der Ergebnisse von G6 40/10 und
T4 1892 sowohl fiir die Melanin-Produktion auf unterschiedlichen Medien als auch der
Zuckerverwertung. Diese Tatsache ist besonders verwunderlich, da eine grofe Abweichung
der Ergebnisse von Ti 1892 zu S. collinus besteht, obwohl der Stamm in diese Spezies
klassifiziert wurde. An dieser Stelle konnen dafiir zwei Erklarungsversuche angefiihrt
werden: Zum einen entsprechen die vorliegenden Daten von S. collinus dem von der DSMZ

als , Typ-Stamm®“ bezeichneten Streptomyceten. Um welche Subspezies es sich hierbei
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handelt, ist nicht angegeben; eine Abweichung der Kohlenstoffquellen bei verschiedenen
Subspezies ist denkbar. Fir weitere Stamme vom Typ S. collinus liegen bei der DSMZ keine
Daten Uber die Zuckerverwertung vor. Ein zweiter Erklarungsversuch mag trivial erscheinen,
soll aber an dieser Stelle nicht unerwdhnt bleiben. Durch die bereits Gber mehrere Jahre
erfolgte Nutzung des Stamm-Materials kann es irgendwann schlichtweg zu einer
Verwechselung von G640/10 und Ti 1892 gekommen sein. Beide Stamme weisen ein
identisches Erscheinungsbild beim Wachstum auf Festphasen-Medium auf. Eine
abschliefend durchgefiihrte 16S rDNA Analyse des Stamms Ti 1892 durch die Firma
Biotecon  Diagnostics  (Potsdam) bestdtigte seine  Zugehorigkeit zur  Klasse
S. cinerochromogenes. Hieraus kann abschlieBend vermutet werden, dass es bei der
urspriinglichen taxonomischen Klassifizierung zu einer Fehleinordnung gekommen war, da
diese ohne eine Analyse des Genoms erfolgte.

Fir den Stamm G6 40/10 ist eine gréRere Ubereinstimmung der Zuckerverwertung mit
Streptomyces coelescens festzustellen. Hierbei konnen besonders die Zucker L-Arabinose, D-
Xylose und Rhamnose hervorgehoben werden, welche von S. cinerochromogenes nicht
verwertet werden. Somit wird im Folgenden davon ausgegangen, dass der Stamm Go 40/10

der Spezies S. coelescens angehort.

5.2 Collinolacton (20) — Struktur und biologische Aktivitat

Bei Collinolacton (20) handelt es sich um einen sowohl aus Tl 1892 als auch aus G6 40/10
isolierten Sekundarmetaboliten. 20 ertéffnet mit seinem ,ungewdhnlichen” Molekilgerist
eine neue Substanzklasse von Naturstoffen. Zeitweise auch als ,Makrolid mit Taille”
bezeichnet, besitzt 20 ein 7-10-6-Ringgeriist, welches aus einem Cyclodecatrien sowie zwei
Lactonringen besteht.

Dieser Metabolit wurde im Arbeitskreis Zeeck bereits Gber mehrere Jahre bearbeitet und
eroffnet dabei immer neue Perspektiven. Die erste Charakterisierung erfolgte 1991 durch
R. KIND im Rahmen eines chemischen Screenings des Stammes Tu 1892.1"%% jedoch konnten
aufgrund fehlender heteronuklearer Korrelationsexperimente nur zwei Strukturelemente
von 20 postuliert werden. Wahrend eines Screenings des Streptomyceten Go6 40/10 durch
H.-J. ScHIEWE wurde eine Substanz mit gleichen physikochemischen Eigenschaften wie 20
isoliert. Diese wies im NMR-Spektrum einen doppelten Signalsatz auf, der auf ein

Isomerenverhaltnis von 4:1 schlieRen lieB. H.-J. ScHIEWE formulierte einen ersten
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Strukturvorschlag fir 20 und begriindete das Auftreten des doppelten Signalsatzes mit dem

0.9 Diese Behauptung konnte durch

Vorhandensein eines E/Z-Isomerengemisches von 2
anschlielende temperaturabhangige NMR-Experimente widerlegt werden, wodurch
L. HOFFMANN zu dem Schluss kam, dass der doppelte Signalsatz durch eine dynamische

). Dabei handelt es sich

Rotationsisomerie von 20 begriindet werden kann (s. Abbildung 59
bei der Minderkomponente im NMR-Spektrum um eine Verbindung gleicher
Stereokonfiguration, die durch Rotation des Molekulfragments C-14/C-15/C-19 um die
Bindungen C-13a/C-14 und C-15/C-15a mit seiner Hauptkomponente im dynamischen

Gleichgewicht steht.

20 (syn) 20 (anti)

Abbildung 59: Collinolacton (20), erster Vertreter einer neuen Naturstoffklasse. Dargestellt sind die beiden
Rotamere von 20, wobei das Gleichgewicht auf der Seite der anti-Form Iiegt.m]

Eine Bestimmung der absoluten Stereokonfiguration von 20 sollte mittels
rontgenographischer Untersuchungen vorgenommen werden. Da von Collinolacton (20)
selbst keine fir die Rontgenstrukturanalyse geeigneten Kristalle gewonnen werden konnten,
fihrte L. HOFFMANN umfangreiche Derivatisierungen, vornehmlich an der 4-Hydroxygruppe,
durch. Eine Kristallisation, auf dessen Grundlage die Stereokonfiguration ermittelt wurde,
gelang allerdings nur mit einem Derivat ohne intaktes Cyclodecatrien-Grundgerist (hier
nicht dargestellt).

In den Untersuchungen zur biologischen Aktivitdt von 20 zeigten dagegen die 4-Hydroxy-
Derivate ein besonderes Potential. Auch wenn weder Collinolacton (20) selbst noch seine
Derivate eine antibakterielle noch antifungale Aktivitat im Plattendiffusionstest aufwiesen,
fielen besonders die 4-Hydroxy-Derivate durch ihre Zytotoxizitdt (im pum-range) gegeniber
Mammakarzinom-Zellen (Zelllinie MCF 7) auf. In weiteren Bio-Assays wurde der Einfluss der

aktiven Derivate auf eine proliferationshemmende Wirkung untersucht. Besonders



MOLEKULARBIOLOGISCHE STUDIEN ZUM COLLINOLACTON 117

interessant waren Veranderungen im
Mikrotubulinetzwerk der eingesetzten PtK2-Zellen, die
mit 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (128) behandelt o
wurden. Hierbei konnte reproduzierbar eine o N ©
monoastrale Halbspindelbildung anstatt des o
normalen, bipolaren Spindelapparates festgestellt
werden (s. Abbildung 60). Dieses Phdanomen wurde 128
erstmals durch Maver et al.'®® an Monoastrol (129) -
beschrieben und trat bisher nur bei Inhibitoren des
Motorproteins Eg5 auf.

OH
Aufgrund einer moglichen Nutzbarkeit fir die Krebstherapie und fiir
Zellzyklus-Untersuchungen riickte das Target von 128 ins Interesse 0
der Untersuchungen. Es stellte sich die Frage, ob das Collinolacton- o >cH
Derivat 128 als weiterer Inhibitor von Eg5 eingeordnet werden kann

N
oder ob ein bisher unbekanntes Target adressiert wird. H 129

Abbildung 60: PtK2-Zellen nach Inkubation mit 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (128): monoastrale
Spindelbindung (links) und normale bipolare mitotische Spindeln der PtK2-Zellen (rechts, Kontrolle).
Mikrotubuli wurden durch Immunofluoreszenz griin markiert, Zellkerne und Chromosomen mit DAPI blau.

Wadhrend der Diplomarbeit von J.-N. FricKe konnte das Spektrum an Collinolacton-Derivaten
erweitert werden (s. Abbildung 61) und es wurden Untersuchungen beziglich eines
moglichen Targets vorgenommen.m” Weiterhin wird dem 4-0-p-Brombenzoyl-Derivat (128)
die bedeutendste biologische Aktivitdat zugemessen. Dabei konnte festgestellt werden, dass
128 ein Eg5-unabhingiges — und damit vermutlich neuartiges — Target adressiert. Folglich

liegt der Schliissel zu weiteren, potentiell aktiven Derivaten in einem tiefgreifenden
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Verstandnis von Struktur und biochemischer Funktion des Collinolactons (20). Neben einem
synthetischen Konzept ist hierbei ebenso eine Manipulation auf biosynthetischem Weg
erstrebenswert. Aus diesem Grund finden die von L.HOFFMANN zur Aufklarung der
Biosynthese von 20 durchgefiihrten Vorarbeiten im Rahmen dieser Arbeit ihre konsequente

Fortsetzung.

ém SRt

91 % o 67 %

Acetanhydrid o
Pyridin, — Tiglinsaure o o}
42 % RT,16h  EpC, DMAP, ) N
Benzoeséure Toluol, Isobutterséure (e}
EDC, DMAP 55°C, 24 h EDC, DMAP,
CH,Cl,, CH,Cl,,
RT, 24 h RT,24h [o) {
63 % Y
PAL-label

EDC, DMAP,
CH,Cl,,
RT, 18 h FC N

o-Br-Benzoesaure

EDC, DMAP
CH,Cl,, RT, 24 h
2% -~

a
a
a
p-Br-Benzoesaure
EDC, DMAP EDC, DMAP
o o CH,Cl,, RT, 24 h THF, o
\ o 55°C, 15 h 44 % 9]
o Mosher's Ester
o EDC, DMAP, Dess-Martin,
/ CH,C, CH,Cl,, RT, 1h
o .
128

48 % 0

Abbildung 61: Im Arbeitskreis synthetisch hergestellte Derivate des Collinolactons (20).[41’201]

5.3 Biosynthese des Collinolactons (20)

Bisher konnte die Biosynthese des Collinolactons (20) aufgrund von Fiitterungsexperimenten
mit isotopenmarkierten Vorldaufern nur postuliert werden. Basierend auf diesen Ergebnissen
wird eine Biosynthese vermittelt durch eine Polyketidsynthase von Typ | (PKS1I)
angenommen.[‘u] Hierbei bildet Propionat die Startereinheit und es erfolgen
Kettenverlangerungsschritte durch sechs Acetat- und zwei weiteren Propionat-Einheiten, die
zur Bildung eines Nonaketids fiihren (130). Ungewohnlich fir einen Mechanismus vom PKS I-
Typ war die Tatsache, dass die Acetat- bzw. Propionat-Einheiten in 20 als C=C-
Doppelbindung vorgefunden wurden, was gewdhnlich selten der Fall ist. Nach Ausbildung

des Makrolactons (131) durch die PKS | werden zwei Ringschlisse zur Ausbildung des 7-10-6-
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Trizuklus angenommen, die in der Summe wie eine [6+4]Cycloaddition postuliert werden.
Dieser Schritt ist bisher jedoch noch fiir keinen Sekunddrmetaboliten aus Mikroorganismen
sowie Pflanzen formuliert worden. Ferner konnte das gebildete Intermediat Collinoketon
(132) bisher in keiner Kultivierung von G6 40/10 bzw. Tii 1892 nachgewiesen werden. Durch
Fermentation in 20, angereicherter Atmosphare konnte Luftsauerstoff als Quelle des O-1
von 20 vermutet werden. Dieses insertierte in eine intakte Acetat-Einheit, was aus dem
Einbaumuster deutlich wird (vgl. Abbildung 62). Der Einbau von Luftsauerstoff lieR den
Schluss zu, dass das 7-Ring-Lacton wahrend der spaten Biosynthese, vermutlich als post-PKS
Reaktion, durch oxidative Ringerweiterung aufgebaut wird. Fir diese Biosynthese-Stufe
wurde eine Baeyer-Villiger Oxidation postuliert, deren Mechanismus die Befunde plausibel

erscheinen lasst.

&> [1,2-13C,]Acetat (0]
. PKS I
/—I [1-13C]Propionat — >
O ™
OH
Nonaketid (130) Makrolacton (131)

transannulare .
Ringbildung (@) (@) [**0,7]
—_— —
\ Baeyer-Villiger
@] Oxidation
OH
Collinoketon (132) Collinolacton (20)

Abbildung 62: Auf der Grundlage von Fitterungsexperimenten mit isotopenmarkierten Vorlaufern postulierte
Biosynthese des neuartigen Sekundarmetaboliten Collinolacton (20).[41]
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5.4 Die Baeyer-Villiger Oxygenase (BVO) als Grundlage molekulargenetischer
Arbeiten am Collinolacton (20)

5.4.1 Naturstoff-Biosynthesen mit putativer Baeyer-Villiger Oxygenase

Oxygenasen sind Enzyme, die reduktiv Sauerstoff aktivieren und diesen in Substrate
einbauen. Baeyer-Villiger (Mono)Oxygenasen (BV(M)O) gehoren zur Klasse der Oxido-
reduktasen und Uberfuhren aliphatische, arylaliphatische und cyclische Ketone in Ester bzw.
Lactone.!?*>2%] Bgj den Monooxygenasen, wie z.B. im Falle des Collinolactons (20), vermutet
man, dass nur ein O-Atom des molekularen Sauerstoffs (ibertragen wird.

1948 wurde die erste ,biologische” Baeyer-Villiger Oxidation fir die Biotransformation von

Steroiden in Pilzen beschrieben.[?%

I Seither wurden viele Baeyer-Villiger Reaktionen in
biosynthetischen Abldufen beschrieben.?® Alle heute bekannten bakteriellen BMVOs sind
NAD(P)H- oder NADH-abhdngige Flavorproteine. Flavinadenindinukleotid (FAD) und
Flavinmononukleotid (FMN) sind die beteiligte Coenzyme dieser Flavin-abhdngigen
Monooxygenasen. BVMOs werden in zwei Gruppen unterteilt, wobei die Kategorisierung
anhand ihres Coenzym-Gebrauchs vorgenommen wird: Typ I-BVMOs gebrauchen NADPH
und FAD, wohingegen Typ II-BVMOs NADH und FMN bendtigen. Fast alle bisher
beschriebenen BVMO gehdren zum Typ I; nur zwei Typ 1I-BVMOs sind bisher fur den Stamm
Pseudomonas putida PpG1 charakterisiert worden. %!

Die Reaktionen entsprechen der chemischen Baeyer-Villiger Oxidation, die normalerweise
durch Peroxosduren katalysiert wird und iber einen zweistufigen Mechanismus verl3uft.’2%”)
Der allgemein akzeptierte Mechanismus auf enzymatischer Ebene basiert auf
Untersuchungen zur Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO), welche erstmals aus

Acinetobacter calcoaceticus isoliert wurde.!*®® Der Mechanismus ist in Abbildung 63

dargestellt.
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Abbildung 63: Mechanismus der Baeyer-Villiger Oxidation bei Flavin-abhangigen Monooxygenasen.[zozl

Fiir Biosynthesen von Sekundarstoffen aus Streptomyceten wurden bereits eine Reihe von

BVO-Genen charakterisiert. Als Beispiel sei hier kurz die Biosynthese von Urdamycin L (133),

einem Sekundarstoff aus der Klasse der Angucycline[m] erwahnt. Die Biosynthese von 133

verlauft Gber den instabilen Vorldufer UWM 6 (134), welcher Uber eine Baeyer-Villiger
Oxidation in 135 umgewandelt wird (vgl. Abbildung 64). Molekularer Sauerstoff wird dabei
zwischen C-12b und C-1 unter Bildung des Siebenring-Lactons 135 eingefiihrt. Durch weitere

Oxidation und Wasserabspaltung wird 133 gebildet. Fir die BVO konnte das Gen urdM

charakterisiert werden.!?*"!
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OH OH O

UWM 6 (134) 135 133

Abbildung 64: Postulierte Biosynthese fir die Bildung von Urdamycin L. Ein Reaktionsschritt wird als Baeyer-

Villiger Oxidation angenommen.mo]

In der Literatur lieRen sich weitere Vertreter der Angucycline finden, die eine BVO zum
Aufbau ihrer Struktur nutzen. Dazu zahlen beispielsweise Jadomycin B (136)[211] oder
Landomycin E (137)[212]. Auch fiir den Aufbau der Naturstoffe Mithramycin (138) und
B-Rubromycin (139) wurden Gene postuliert, die eine Baeyer-Villiger Monooxygenase

codieren sollten.

Abbildung 65: Literaturbekannte Vertreter, fiir deren biosynthetischen Aufbau eine Baeyer-Villiger
Monooxygenase postuliert wurde.
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5.4.2 Aufbau einer Cosmid-Genbank von Streptomyces sp. G6 40/10

Die Sequenzierung des Gesamtgenoms eines Streptomyceten ist prinzipiell maoglich,
wenngleich auch extrem kostspielig. Dies wird deutlich, wenn man eine durchschnittliche
GroéRe des Genoms von 8-10 Mb beriicksichtigt, was ca. 7000-8000 Genen entspricht. Bis
heute sind 82 Genome von Mikroorganismen komplett sequenziert, von denen drei der
Gruppe der Streptomyceten angehoren (S. avermitilis, S. coelicolor und S. griseus).[m]

Ziel der Arbeiten am Collinolacton (20) ist das Auffinden des Biosynthesegenclusters, um
einerseits die Hypothese zur Biosynthese zu bestatigen und ferner gezielte Modifikationen
an 20 in Hinblick auf bioaktive Derivate vornehmen zu kénnen.

Aus diesem Grund wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Combinature (Berlin) eine
Genombibliothek des Produzentenstammes Go6 40/10 in dem integrativen Vektor pOJ436[214]
angelegt. Die genomische DNA des Stammes wurde hierzu partiell mit dem
Restriktionsenzym Sau3A gespalten, wodurch DNA-Fragmente einer GroRe von ca. 35 kb
entstanden. Diese wurden (iber eine BamHI-Schnittstelle in das 11.1 kb groRRe Integrations-
system (p0J436) ligiert, welches zur spateren Selektion eine Apramycin-Resistenzkassette
vorweist. Die Amplifikation erfolgte mittels E. coli DH5a. Zur Reduktion der groRen Anzahl an
Cosmid-Klonen wurde die Genbank mit Fragmenten von Typ I-Polyketidsynthasen gescreent
(KS-AT-Sonde PKSI-2214). Hierbei wurde die Annahme zugrunde gelegt, dass Collinolacton
(20) biosynthetisch durch eine PKS | aufgebaut wird. Als weitere Einschrankung erfolgte ein
zusatzliches Sonden-Screenings auf Biosynthesegene der Ansamycine, die ebenfalls von
G640/10 produziert werden. Diese werden biosynthetisch  durch  AHBA
(Aminohydroxybenzoesaure) als Startereinheit aufgebaut, weshalb im Screening eine AHBA-
Sonde (DEG-AHF2) Verwendung fand. Als Konsequenz konnte die Anzahl an Cosmid-Klonen
auf 81 reduziert werden, welche sowohl PKS I-positiv als auch AHBA-negativ gescreent
wurden. Die Genabschnitte von Go640/10 in diesen Cosmiden sind allerdings nicht
abschnittsweise verteilt, sondern sollten stellenweise Uberlappungen besitzen. Da bei einem
Verdau von Cosmid-DNA mit Restriktionsenzymen charakteristische Bandenmuster
entstehen, konnen diese identischen oder zum Teil Uberlappenden Cosmide Uber einen
Vergleich der Restriktionsmuster identifiziert und so die Zahl der naher zu untersuchenden
Cosmide weiter verringert werden. Hierzu wurde ein Verdau der Cosmide mit dem Enzym

BamHI durchgefiihrt und die Cosmide Uber ihre Restriktionsmuster im Agarosegel in acht
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Familien kategorisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden hiervon vier (G62214-57,

G062214-61, G62214-70, G62214-102) fiir eine weitere Bearbeitung ausgewahlt.

57 61 M 70 ; LA
T ._._I — = b L hadl i |
] [ & — e
L= pt it BE*~_== B e
- gy = Lt —1 & -t

g“ -H-‘---.:E HH.‘ Hgm ::~>7_-h

: =... any o . ba & =§
. - — —

.- & E P -

— = - ..

- .

LR

-

.-

e ettt el

Abbildung 66: Cosmide der Genbank des Stamms G6 40/10 nach BamHI-Verdau. Die Auftrennung erfolgte per
Agarosegel und Anfarben mit Ethidiumbromid bei 302 nm. 57/61/70/102: Laufende Nummern der Cosmide;
M: DNA-Marker Typ ,1 kb* (1000-10000 bp).

Als auffallig erwies sich das Fehlen der gemeinsamen Vektorbande einer GroRe von 11.1 kb,
die nach ,Ausschneiden” der Inserts im Agarosegel zu erkennen sein misste. Vermutlich ist
die BamHI-Schnittstelle wahrend der Ligation so modifiziert, dass kein Verdau mehr durch
das Restriktionsenzym erfolgen konnte. Somit entstammt die groRte Bande im Agarosegel
dem eigentlichen Vektor plus einem Stiick des Inserts (von Klonierungsstelle bis zur nachsten

BamHI-Schnittstelle).

5.4.3 Design von BVO-spezifischen Primern fiir die PCR

Unter Primern versteht man kurze Oligonukleotide, die als Startpunkt fiir die DNA-
Replikation dienen. Da fast alle DNA-Polymerasen nicht de novo in der Lage sind, einen
neuen DNA-Strang zu synthetisieren, bendtigen sie eine 3‘-Hydroxygruppe als Startpunkt flr
die DNA-Synthese. Diese 3-OH-Gruppe kann durch passende Primer zur Verfligung gestellt
werden. In vivo wird diese Aufgabe durch eine RNA-Polymerase (Primase) ibernommen,
wobei ein kurzes RNA-Startmolekil erzeugt wird, welches der DNA-Polymerase als Primer
fir die Elongation dient. Bei in vitro Amplifikationsreaktionen, wie der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) werden ebenfalls Primer bendtigt. Der Vorteil liegt darin, dass durch

Design passender Primer gewilinschte DNA-Abschnitte gezielt vervielfiltigt werden.
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Voraussetzung hierfiir bildet die Spezifitdt der Primer, denn die Primer miissen zu einer
moglichst einmaligen Sequenz im Genom komplementar sein, um falsche Amplifikate zu
vermeiden. Die typische Ldange von Primern fiir die PCR liegt bei 18-30 Basen. Zu kurze
Primer (< als 15 Nukleotide) binden zwar effizienter, weisen aber haufig eine zu geringe
Spezifitat auf. Sehr lange Primer erhéhen wiederum die Spezifitdt, jedoch geht hier eine
niedrigere Annealing-Effizienz mit einer verringerten Produktausbeute einher. Als
Konsequenz des hohen GC-Gehaltes (Guanin/Cytosin) des Streptomyceten-Genoms
(70 £ 10 %) sollte auch der GC-Gehalt der Primer bei ca. 60 % liegen. Allerdings sollten
Poly-G- und Poly-C-Bereiche in den Primern vermieden werden, da dies zu einer
verminderten Spezifitat fihren wirde. Als wesentliches Kriterium beim Design von Primern
wird ihre Schmelztemperatur angesehen, da hieran die Annealing-Temperatur wahrend der
PCR festgelegt wird. Die verwendeten Primer sollten eine Schmelztemperatur besitzen, die
ein Annealing im Bereich von 55-65 °C erlaubt. Als grobes MaR wurde fiir die in dieser Arbeit
designten Primer versucht, eine Schmelztemperatur 2-6 °C hoher als die PCR-Annealing-

Temperatur zu erhalten.

Sequenzen von bekannten Baeyer-Villiger Monooxygenasen (BVMOs) sind im Durchschnitt
zwischen 500 und 550 Aminosauren lang und enthalten charakteristisch zwei sogenannte
Rossmann-Motive (GXGXX(G/A)) fiir die Bindung der Adenosin-Einheit der Cofaktoren.!**!
Eines hiervon liegt nahe dem N-Terminus und ein zweites ca. 200 Aminosduren davon
entfernt. Jedoch stellt das Rossmann-Motiv keine rein fir BVMOs spezifische Domane dar,
da hierdurch generell alle FAD-abhdngigen Enzyme codiert werden. Erfolgte das Primer-
Design allein auf Grundlage dieses Motivs, waren die Primer sehr unspezifisch; alle Gene, die
flir FAD-abhangige Enzyme codieren, konnten damit in der PCR amplifiziert werden. FRAAIE
et al. postulierten auf Grundlage von Arbeiten an Pseudomonas fluorescens einen fir BVMOs
charakteristischen Fingerprintbereich (FXGXXXHXXXW(P/D)), der eine Unterscheidung von

[218] pieser konnte durch

anderen Flavin-abhdngigen Monooxygenasen (FMOs) ermoglicht.
eine ,Multiple-Sequence-Alignment’ von diversen  Flavoprotein-Monooxygenasen
identifiziert werden.

[41] zugrunde gelegt,

Fiir die hier ermittelten Primer wurden die Vorarbeiten von L. HOFFMANN
die sich ebenfalls mit dem Design von BVO-Primern beschaftigten. Da bei den dort

durchgefiihrten Amplifikationsversuchen jedoch keine eindeutigen Amplifikate gewonnen
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wurden, sollte das Primerdesign an dieser Stelle neu durchdacht werden. Als
Anknipfungspunkt diente ein Alignment von Aminosdure-Sequenzen putativer BVMOs.
Dabei wurde auf Sequenzdhnlichkeiten in Hinblick auf vermutlich konservierte Bereiche
gepriift.

Relativ zu Beginn der Sequenz (Richtung N-Terminus) ldsst sich das in der Literatur
beschriebene Rossmann-Motiv wiederfinden (vgl. Abbildung 67). Allerdings konnten das
zweite Rossmann-Motiv sowie der von FRAAIE et al. postulierte BVMO-Fingerprintbereich
nicht mit einer erkennbaren Homologie identifiziert werden. ROHR et al. gingen von der
Annahme aus, dass speziell fir BVMOs vom Typ | zusatzlich zu den drei Glycin-Einheiten im
Rossmann-Motiv Asparaginsaure (D) — fiinf Aminosduren Richtung N-Terminus entfernt — als
Adenosin-Bindungsmotiv von FAD in Frage kommt. In dem hier dargestellten Alignment
(vgl. Abbildung 67) fallt auf, dass diese Aminosdure nur teilweise in den Sequenzen
vorkommt. Aufgrund des nicht homologen Zwischenbereichs (zwischen Asparaginsdure und
Rossmann-Motiv) erschien es nicht sinnvoll, diesen Bereich fir ein Primer-Design
auszuwahlen. Dem Alignment ist jedoch zu entnehmen, dass C-terminal direkt an das
Rossmann-Motiv angrenzend eine auffdllig homologe Sequenz aus sieben Aminosduren
(LMLAGEL) vorliegt. Diese ist bisher noch nicht in der Literatur als konservierte Region fir
BVMOs beschrieben worden. Unter Einbezug des Rossmann-Motivs wurde dieser Bereich fiir
das Design des Forward-Primers ausgewihlt.

Zwei weitere Bereiche — ca. 150 bzw. ca. 215 Aminosauren in Richtung C-Terminus — wiesen
eine fir das Primer-Design geeignete Homologie auf, so dass hiermit Reverse-Primer erstellt
wurden. Die so entwickelten Primerpaare sollten bei ausreichender Spezifitdt zu

Amplifikaten einer Grof3e von 450 bzw. 645 bp fihren.



MOLEKULARBIOLOGISCHE STUDIEN ZUM COLLINOLACTON 127

CLUSTAL W (2.0.10) multiple sequence alignment

GXGXXG

UrdM MVAP------m oo m e - - SLDVDVIVVGAGPVGLMLAGELLRTGGVRVTVLERLAE 42
PgaM MSED------------------ HTETQVVVVGAGPVGELFLAGELRLAG-ADVVVLEQLTA 41
JadF MTEPRRAGAPAPESPDAPDTPVLLDADVVVIGAGPTGLMLAGELIRLGG-ADVIVLESRET 59
LndM2 MAD-=-=-------ccooea o IHTKTQVVVVGAGPVELMLAGELRLGG-ADVVVVERLDT 41
MtmOIV MHNSN------------- ADDAALTTDVVVVGGGPVELMLAGELIRAGG-VGALVLEKLVE 46
RubN MSQSVPP--EQSERDFEITYDTDVDFDVLIVGGGPVGMLLAAELRISR-VRAVVLERLPE 57

* PR oK KX ko oxk kx .. Fo®
UrdM PTTESRASMTMLTPSYEMELLHERGLVERLGP-PPDAGPGHFGG---IPLDLTEAGESRY 98
PgaM PTTESRASTLHAR---TMEILDSRGLLASLGD-PPNEPMGHFGG---IPLDLTLP--SAY 92
JadF PTTESRASTLHAR---TMELLDDRGLLTPLGT-PPSEPRGHFGG---IPLDLTLP--GRH 110
LndM2 PTTESRASTLHAR---TMEILDSRGLLAELGT-VPTDAMGHFGG---VPLDLTLP--GPW 92
MtmOIV PVGHDRAGALHIR---TVETLDLRGLLDRFLEGTQVAKGLPFAGIFTQGLDFGLVD-TRH 102
RubN RTPHSKAFGLHAR- - -SLESLDRRGLLKRFREGARSWNNGHFAG-LDEWVDFSTLD-SAH 112

Lok Lok R RERx * ¥ o
UrdM AGQWKAPQIRVEAVLSTWATELGAEVRRGHTVIGLVEAPDGVSVVATAPSGERLRLSAAY 158
PgaM AGQWKVQQTRIEELLAQWAKDLGADIRRGHEVTALTATGEYAEAEVRTAEGRTELFRAKC 152
JadF PGQWKVEQTRTEALLQEWATGLGADVRRGHTLRSLTVTETYAEAGATGPGGRDVRVRARY 170
LndM2 PGQWKVPQARVEELLGNWATGLGAVVLRGHELRGLTAGQDHVDAEAVGPDG-PVRLRASY 151
MtmOIV PYTGLVPQSRTEALLAEHAREAGAEIPRGHEVTRLRQDAEAVEVTVAGPSG-PYPVRARY 161
RubN GYALLSEQTRTERLLEERAAEFGAEIRRGHEVTAIRQDADGVEAEVAGPDG-TYTLRARY 171
***:* * **:***:: .....* .*

—
UrdM IVGCDGEDSAVRRLAGFAFPGADPTKELLRADLAGIELR--ERRFERHPNGVANARRGP- 215
PgaM VIVGCDGENSVVRRLGGFGFPGTEGGRELLRADVAGIDVP--NRRFERLDGGLAIVARRP- 209
JadF AVGCDGERSTVRALAGAEFPGQEARRELLRADVAGIDVP--DRRFQRLPGGLAVAACR-- 226
LndM2 VIVGCDGEQSAVRRLGGFGFPGADAARELIRADVAGIDIP--NRRFQRLEHGLAIAARRP- 208
MtmOIV GVGCDGGRSTVRRLAADRFPGTEATVRALIGYVTTPERE-VPRRWERTPDGILVLAFPPE 220
RubN AVGCDGGRSLVRREAGIDFPGTGGRVTARLGDVILADRENAPMGMERTERGLLFCVP--- 228

3k 3k 3k k ok k  kk .. k sk ok . . :* *:

—

UrdM QAARYRKGRVLLAGDAAHVQLPVGGQALNLGLQDAMDLGGKLAAHITGKAGEELLDT--T 327
PgaM QADSYRDHRFF LJAGDAAHQQOMPIGGQALNLGLQDAVNLGWKLAAQVAGRGPDGLLDSYHG 322
JadF QLTRYRDGRVLWAGDAAHQOMPIGGQALNLGLQDAVNLGWKLAAVVRGTAPDGLLDTYHD 341
LndM2 QAARYRQGRVLLJAGDAAHQQMPVGGQALNLGLQDAVNLGWKLAAHLGGRQPQSFLDTYHD 323
MtmOIV QAKRYRSGRVLLAGDAAHVHFPIGGQGLNTGLQDAVNLGWKLAARVRGWGSEELLDTYHD 337
RubN QADRYREGRLLIAGDAAHTHFPVGGQGVNLGLQDAFNLGWKLAAEVHGWAPEDLLDSYDR 344

* **_ *_: EEFEEF3 ::*:***_:* *****‘:** k 3k skook . * . :**:

Abbildung 67: Alignment von Aminosauren-Sequenzen, die putativ Baeyer-Villiger Monooxygenasen codieren.
Die Darstellung erfolgte mit Hilfe des Internet-basierten Programms Clustalw.*"! Homologien werden durch
Symbole angegeben: * = 100 % Ubereinstimmung; : = Ubereinstimmung > 50 %; . = Ubereinstimmung= 50 %.
Grin dargestellt sind Aminosauren, die als FAD-Bindestelle in Frage kommen. Das Rossmann-Motiv ist rot
unterlegt; weitere als homolog angesehene Sequenzabschnitte sind blau markiert. Pfeile markieren
Aminosauren, die dem Primer-Design zugrunde gelegt wurden.
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Da die genetische Replikation und die PCR auf Nukleotid-Ebene verlaufen, ist es essentiell,
die ausgewdhlten Aminosduresequenzen anhand des genetischen Codes in eine Nukleotid-
abfolge zu Ubersetzen. Jede Aminosadure wird durch ein Basentriplett (Codon) codiert,
welches aus den Nukleotidbasen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) sowie Tymin (T)
bestehen kann. Da der genetische Code degeneriert ist, konnen mehrere Basentripletts flr
die selbe Aminosaure codieren (s. Abbildung 68). Aus diesem Grund erfolgte das eigentliche
Primer-Design durch ein Alignment auf Nukleotid-Ebene, wobei der Aspekt der ,Codon
Usage’ bericksichtigt wurde. Als ,Codon Usage’ bezeichnet man das Phanomen, dass
Varianten des universellen genetischen Codes von verschiedenen Spezies unterschiedlich
haufig verwendet werden. Dabei werden manche Codons des degenerierten Codes anderen
Tripletts, die die gleiche Aminosaure codieren, bevorzugt. Hierbei wird deutlich, welche
Nukleotidbasen im Organismus tatsachlich fir ein Basentriplett genutzt werden. Als Beispiel
sei hier die Aminosaure Valin (V) angefiihrt: Vier Basentripletts sind zur Codierung moglich —
GTT / GTC / GTA / GTG. Im vollstandig sequenzierten Genom von Streptomyces coelicolor
finden sich 1075 Codons des Typs ,GTC’, jedoch nur 42 des Typs ,GTT.[218]

Abbildung 68: Der genetische Code. Basentripletts (Codons) werden von innen nach aul3en gelesen.

Zusatzlich zu dem Oxygenase-Reduktase-Gen IndM2 des Landomycins (137) aus

Streptomyces globisporus wurde das analoge Gen lanM2 aus S. cyanogenus mit in das

folgende Aligment einbezogen.[m]
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Forward-Primer

Grundlage fiur diesen Primer bildet der Abschnitt 5-GLMLAGEL-3‘ der Aminosauresequenz,
ankniipfend an das Rossmann-Motiv. Die Aminosaure Leucin (L) kann gemal genetischem
Code durch sechs Codons (CTC/G/T/A und TTG/A) codiert werden. Aufgrund des Nukleotid-
Alignments konnte die Verwendung der Codons TTG und TTA jedoch ausgeschlossen werden
(vgl. Abbildung 69). Aus diesem Grund reduzierte sich die Anzahl sogenannter ,Wobble-
Positionen’ im Primer. Hierunter versteht man Positionen, die von mehr als einer
Nukleotidbase besetzt werden kénnen. Im Fall des Leucins betrifft das die dritte Base des
Tripletts. Der eingesetzte Primer besteht dann aus einer Mischung dieser vier
Kombinationen (CTC/G/T/A), was die Bindungsmoglichkeit wahrend der PCR erhoht, jedoch
zu Lasten der Spezifitat gehen kénnte.

Anhand der ,Codon Usage’ konnte ebenfalls ermittelt werden, dass die dritte Base im
Triplett zumeist Cytosin (C) bzw. Guanin (G) ist. Dies wurde bei der Festlegung der ,Wobble-
Positionen’ ebenfalls berlicksichtigt, so dass ein zusatzlicher Primer abgeleitet wurde, der als
dritte nur C bzw. G (C/G =S, laut Nukleotid-Code) besitzt. Alle abgeleiteten Primer sind in

Kapitel 10.10.1 angegeben.

G, L ML
urdMm GCGCCCTCTCTGGACGTGGACGTGATCGTCGTCGGCGCCGGGCCGGTCGGGLCTGATGLTC 66
pgaM GAGGACCACACCGAGACCCAGGTGGTCGTGGTCGGCGCGGGCCCCGTCGGGLTGTTCLTC 66
Lndm2 GACATACACACCAAGACCCAAGTGGTCGTGGTCGGAGCGGGGCCGGTCGGGCTGATGLTC 66
LanM2 GCGAAGCACACCGACACCCAGGTGATCGTGGTCGGGGCGGGTCCGGTCGGGCTGATGLTC 66
JjadF CCGGTCCTCCTGGACGCCGACGTCGTCGTCATCGGCGCCGGGCCCACCGGCLCTGATGLTC 120
urde  —mm-e-- ATGGATGCTTCA-GTCATCGTCGCCGGCGCAGGGCCCACTGGACTCATGLTC 51
mtmoIVv GACGCCGCACTGACGACGGACGTCGTGGTGGTGGGAGGAGGCCCGGTCGGCLCTGATGLTG 81

* kk ok ok Kk ok kk ok ok ok | ok bk

A|G|E|L
urdMm GCAGGGGAACTGLCTGCGCACCGGCGGAGTACGGGTGACCGTACTGGAGCGGCTCGCAGAA 126
pgaM GCGGGCGAGCTCLGGCTCGCCGGCGLGG---ACGTGGTGGTCCTCGAGCAGCTCACCGCG 123
Lndm2 GCCGGCGAGCTCLGGCTCGGCGGGGLGG---ACGTGGTGGTCGTGGAGCGTCTGGACACG 123
Lanm2 GCCGGCGAGCTGLGGCTCGGCGGGGLLG---ACGTGGTGGTCGTCGAAAAACTGTCCACC 123
JjadF GCCGGCGAACTGLGGCTCGGCGGCGLGG---ACGTGATCGTCCTGGAGAGCCGGGAGACC 177
urdE GCCGGGGAACTGLGGCTCGCAGGGGTCG---ACGTCATCGTGCTCGACCGCTTGGCGGAA 108
mtmoIvV GCCGGGGAACTGLGGGCCGGCGGGGTGGE- - -GGGCCCTGGTGCTCGAGAAGCTCGTCGAG 138
*x * * * * * **x * * * ** * *x

Abbildung 69: Alignment von Nukleotidbasen, die putativ Baeyer-Villiger Monooxygenasen codieren. Die
Darstellung erfolgte mit Hilfe des Internet-basierten Programms Clustalw.?"”

Reverse-Primer
Es wurden zwei homologe Bereiche der Aminosaure-Sequenz zugrunde gelegt: 5-VGCDGE-3’

und 5-AGDAAH-3’. Beim Design dieser Primer muss bedacht werden, dass jeder Primer nicht
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identisch mit dem spadteren DNA-Template sein darf, sondern komplementar dazu.
Andernfalls kommt es zwar zur Bindung der Primer, es wird jedoch nicht die zwischen den
Primern liegende Sequenz amplifiziert. Da Sequenzen in den Datenbanken nicht vom
Doppelstrang hinterlegt sind, sondern jeweils nur ein Strang in 5=3‘-Richtung angegeben
wird, bindet der abgeleitete Forward-Primer am — in den Datenbanken nicht vermerkten —
Komplementarstrang. Somit muss der ebenfalls aus dem 5°-3‘-Einzelstrang abgeleitete
Reverse-Primer zu diesem komplementdr sein (andernfalls hatte man einen weiteren
Forward-Primer). Hierbei ist darauf zu achten, dass der erhaltene, komplementare Primer
nun in 3‘-5‘-Richtung vorliegt (und somit noch ,umgedreht” (,reverse’) gelesen werden
muss).

Die wird am Beispiel des Primer fiir 5-VGCDGE-3‘ exemplarisch gezeigt:
Aminosaure-Sequenz: 5=V G C D G E -3
Nukleotid-Sequenz: 5-GTG/C/T/A GGG/C/T/A TGC/T GAC/T GGG/C/T/A GAG/A-3’

komplementar: 3‘—CAC/G/A/T CCC/G/A/T ACG/A CTG/A CCC/G/A/T CTC/T-5'
3-CAN CCN ACR CTR CCN CTY-5¢
reverse-kompl.: 5-YTC NCC RTC RCA NCC NAC-3f

Alle abgeleiteten Primer sind in Kapitel 10.10.1 angegeben. Die Primer wurden durch die
Firma Sigma-Aldrich als Auftragsarbeit synthetisiert. Vor der eigentlichen Synthese erfolgte
eine Kontrolle, ob die Primer zur Dimerisierung oder Ausbildung von Sekundarstrukturen

neigen kénnen. Dieses konnte nicht festgestellt werden.

CodeHop-Primer
Fiir das eigentliche Primer-Design stehen mittlerweile verschiedene Softwareprogramme zur
Verfligung. Aus diesem Grund wurde das Internet-basierte Programm CodeHop (COnsensus-

)[219

DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers Ials zusatzliches Design-Tool verwendet. Das

Programm erzeugt eine Art ,Hybrid-Primer’, die aus einem sogenannten ,consensus clamp’
(ohne ,Wobble-Positionen am 5‘-Ende) und einem kurzen, degenerierten 3‘-Ende bestehen
(s. Abbildung 70). Dieses ,codiert” drei bis vier hochkonservierte Aminosduren im
zugrundeliegenden Alignment. Dabei erfolgt das Annealing in den ersten PCR-Zyklen Uber

das degenerierte Ende, wobei eine gewissen Stabilisierung durch das 5-Ende gegeben sein

soll. Der langere 5'-nicht-degenerierte Teil des Primers bericksichtigt nur die
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wahrscheinlichste Basentriplett-Kombination (dhnlich der ,codon usage’). Diese hohe
Stringenz soll in spateren Amplifikations-Zyklen zu spezifischen Produkten fithren und falsch-

positive Amplifikate vermeiden.

Primer-to-template annealing

1
Consensus | Degenerate
clamp | core

y [PZ7ZI7T77TI7 7777777777777 Ry )
ST 3

Primer-to-product annealing

TS

5 L]
LS TSS IS SIS IS SIS SIS SIS S

Abbildung 70: Prinzip der Hybrid-Primer, die mit dem Internet-basierten Programm CodeHop erzeugt

wurden.?%!

Samtliche im Alignment fir das Design der BVO-spezifischen, selbst abgeleiteten Primer
enthaltenen Sequenzen wurden auch dem Programm CodeHop zur Ableitung von Primern
zugrunde gelegt (vgl. Kapitel 10.10.1). Hierbei wurden dieselben homologen Bereiche im
Alignment ausgewadhlt und vom Programm fiir das Primer-Design herangezogen. Die zu
amplifizierenden Produkte sollten folglich die gleiche GroRe wie bei Verwendung der selbst
abgeleiteten Primer besitzen. Mithilfe des Programms wurden zwei Forward-Primer
(BVCHA1 for, BVCHA2 for) sowie vier Reverse-Primer (BVCHD1 rev, BVCHD2_ rev,
BVCHE1_rev, BVCHE2_rev) mit moglichst identischer Lange und Schmelztemperatur

ausgewahlt.

5.4.4 PCR-basiertes Screening des Gesamtgenoms und der Cosmid-Bank von
Streptomyces sp. G6 40/10

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann selektiv ein Teil eines DNA-Stranges
vervielfaltigt werden. Die Lange der Amplifikate ist bei der PCR — im Gegensatz zum
lebenden Organismus — begrenzt. Es werden DNA-Stiicke kopiert, welche eine mogliche
Lange von ca. 3 kb besitzen konnen. Das Template (DNA) wird im ersten Schritt durch Hitze
denaturiert, wodurch Einzelstrdnge vorliegen. Durch Absenken der Temperatur ist es
chemisch erzeugten Oligonukleotiden (Primern) moglich, an die Einzelstrange anzulagern

(Annealing). Es werden zwei Primer zugegeben, wobei ein Primer fiir die Bindung an das



132 MOLEKULARBIOLOGISCHE STUDIEN ZUM COLLINOLACTON

5‘-Ende des einen Einzelstranges zustandig ist und der zweite Primer an das 3‘-Ende des
komplementédren Stranges bindet. Sie bilden den Startpunkt fiir die Elongation, welche durch
ein thermostabiles Enzym (Polymerase) erfolgt. Der Elongationsschritt wird durch den
Denaturierungsschritt beendet, dem ein erneuter Annealingschritt und eine weitere
Elongation folgen. Diese drei Schritte (Denaturierung, Annealing und Elongation) bezeichnet
man als Zyklen, sie werden ca. 20-30 mal wiederholt, wodurch es zu einer exponentiellen

Vervielfaltigung des zu amplifizierenden DNA-Stiicks kommt.

Um die Primer auf ihre Spezifitat zu untersuchen, wurde in einem ersten Ansatz nur die
genomische DNA des Stammes Go6 40/10 in PCR-Experimenten eingesetzt. Auf die Cosmid-
Bank sollte erst zurlickgegriffen werden, wenn optimale PCR-Bedingungen durch die
Vorversuche mit genomischer DNA ermittelt wurden. Als Positivkontrolle wurde zusatzlich

7% i die Untersuchungen

die genomische DNA des Stammes Streptomyces fradiae T 271
mit einbezogen. Putative Bayer-Villiger Oxygenase (BVO)-Gene dieses Urdamycin-Bildners
wurden dem Alignment zum Design der Primer zugrundegelegt, so dass ,richtige” BVO-
Primer in Verbindung mit optimalen PCR-Bedingungen zu einem korrekten Amplifikat fihren
sollten.

Je nach gewadhltem Primerpaar musste eine geeignete Temperatur fiir das Annealing
gewdhlt werden. Ungiinstige Annealing-Temperaturen kdnnen zu einer unspezifischen
Bindung an unterschiedliche Stellen des Templates fiihren, was diverse Amplifikate zur Folge

hat (falsch positives Ergebnis). Andernfalls kann eine Anlagerung komplett ausbleiben und es

wird kein Produkt erzeugt (falsch negatives Ergebnis).

PCR mit Temperaturgradient

Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur erfolgten zundachst PCR-Versuche mit
Temperaturgradient. Unter Berlcksichtigung der Schmelztemperaturen der eingesetzten
Primerpaare wurde ein Temperaturfenster von 60 + 6 °C gewahlt. Die einzelnen Abstufungen
wurden durch den Eppendorf Thermocycler automatisch festgelegt: 55.1, 55.5, 56.4, 57.6,
59.1, 60.7, 62.4, 63.9 °C. Alle moglichen Kombinationen der BVO-spezifischen Primer wurden
getestet (s. Kapitel 10.10). Die mit dem Programm ,CodeHop’ generierten Primer wurden
hierbei nicht eingesetzt. Des Weiteren wurde der Einfluss der Konzentration an MgCl, auf die

Produktbildung untersucht. Magnesiumchlorid dient der DNA-Polymerase als Cofaktor und
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ist daher essentiell fiir eine erfolgreiche Produktbildung. Die Konzentration an Template,
Primern und vor allem dNTPs reduziert die verfligbare Menge an MgCl, im PCR-Mix. In
getrennten Versuchen wurden Magnesiumchlorid-Konzentrationen von 2.5 mm und 3.5 mm
eingesetzt. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Bei keinem der untersuchten Primerpaare kam es zur Bildung vom Amplifikaten, die
anndhernd die erwartete GrofRe (450 bzw. 645 bp) aufwiesen. Auch ein Einsatz der
genomischen DNA von Tu 2717 als eigentliche Positivkontrolle fihrte zu keinem deutlichen
Amplifikat. In wenigen Ansatzen konnten lediglich Produkte der GroRenordnung von 150 bp
festgestellt werden. Dieses lieB sich in keiner der in jedem Versuch zusatzlich eingesetzten
Negativkontrollen (PCR-Ansatz mit Primern, jedoch ohne Template) finden.

(2201 3uf ihre Neigung zur

Die Primer wurden erneut mit Internet-basierten Programmen
Dimerisierung oder Selbst-Amplifikation Gberprift. Hierbei konnten keine Auffalligkeiten
festgestellt werden, die fir eine Modifikation der Primer sprachen. Theoretisch sollte somit
ausgeschlossen sein, dass diese Amplifikate als falsch-positive Produkte der Primer

angesehen werden kénnen.

Real-time PCR

Im Rahmen der Untersuchungen zur Optimierung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurde neben den Versuchen im Gradienten-Cycler eine real-time PCR (Real-Time-
Thermocycler, iCycler Bio Rad) in Zusammenarbeit mit P. KossLErR (AK KaRLOvskY/Universitat
GC’)ttingen)"iii durchgefiihrt. Hintergrund dieser Uberlegungen war einerseits die Uberpriifung
des abteilungseigenen Gradienten-Cyclers auf korrekte Funktion, speziell des Heizblockes fiir
die PCR-Tubes, zum anderen konnten im iCycler eine weitaus groRere Probenzahl mit einem
Lauf gefahren werden. Ferner konnte in der Abteilung KaARLOVskY auf bereits fir
Streptomyces spp. optimierte Mastermixe und Programme zurlick gegriffen werden.

Fir die real-time PCR-Ldufe wurden alle abgeleiteten BVO-spezifischen Forward- und
Reverse-Primer in einem einheitlichen Mastermix miteinander kombiniert. Die
entsprechenden Temperaturgradienten wurden an die primerspezifischen Annealing-
Temperaturen angeglichen und lagen zwischen 55 °C und 65 °C.

Die Resultate der real-time PCR-Versuche fiihrten zu einem vergleichbarem Ergebnis.

Abbildung 71 zeigt die quantitative Darstellung des in die dsDNA interkalierten Farbstoffes

viii

Mein Dank gilt P. KARLOVSKY fiir die Bereitstellung der real-time PCR.
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SybrGreen |, dessen Fluoreszenz proportional zur Menge des PCR-Produktes zunimmt. Der
Zyklus, zu dem das Signal einen definierten Schwellenwert (,Treshold line) iberschreitet
wird als ,Treshold cycle’ (Cr-Wert) bezeichnet. Wahrend bei hohem Ausgangsgehalt an
Template-DNA dieser Ci-Wert frither erreicht wird, erfolgt die Uberschreitung des
Schwellenwertes bei geringer Template-DNA-Menge erst bei spateren Zyklen. Aus Abbildung
71 wird ersichtlich, dass die Treshhold line in den meisten Fallen Gberschritten wurde, es
fand also eine Amplifikation statt. Der beobachtete Reaktionsverlauf gibt jedoch keinerlei

Auskunft Giber die Art der Amplifikate.
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Abbildung 71: Darstellung des Reaktionsverlaufes der real-time PCR: Jede der verschiedenfarbigen Kurven zeigt
die Fluoreszenz wahrend des Reaktionsverlaufes in einem ReaktionsgefdR an. Die horizontale Linie (orange)
stellt die von der Software errechnete ,Treshold line‘ dar.

140

120 f'ﬁb
100 .I;i IQ‘
p s
- a0 . = AA) HE
B A e N
F an = : Pt Y
ﬁ e : §;‘:"EFK\
20 - = ' —
’F 5 _\2' =% e
a
-20 i
-40

62 64 66 B VO FZ Y4 Y6 7S5 80 82 B4 86 8% 90 92 94 98
Temperature, Celsius

Abbildung 72: Darstellung der ersten Ableitung der Schmelzkurve.
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Naheren Aufschluss gibt hierbei die dazu gehorige spezifische Schmelzkurve (Abbildung 72),
welche am Ende des real-time PCR-Laufes aufgenommen wurde: Da der Farbstoff
SybrGreen | nicht produktspezifisch ist und sich somit in jedes doppelstrangige DNA-Molekiil
einlagert, wird die Spezifitdt der Amplifikationsprodukte mittels einer Schmelzkurvenanalyse
Uberprift. Jedes doppelstrangige DNA-Molekil besitzt aufgrund der Lange und Basen-
zusammensetzung eine spezifische Schmelztemperatur, bei der die DNA-Stringe
denaturieren. Durch das Trennen der DNA-Strange hort das Fluoreszenzsignal aufgrund der
Freisetzung des Farbstoffs und der damit verbundenen Anderung der Struktur des
Farbstoffes auf. Anhand dieser spezifischen Temperatur kénnen falschpositive DNA-
Amplifikationsprodukte oder Primerdimere von den gewiinschten Fragmenten
unterschieden werden. Die Schmelzkurve ist der Verlauf der Fluoreszenz bei stetig
steigender Temperatur, der Wendepunkt dieser Kurve liegt dann bei der spezifischen
Schmelztemperatur. Die bevorzugte Darstellung ist allerdings die erste Ableitung der
Fluoreszenz, da so der Wendepunkt als Maximum dargestellt wird, was die Auswertung
vereinfacht.

In Abbildung 72 ist kein einheitliches Maximum bei der ersten Ableitung der Schmelzkurve
der PCR-Produkte erkennbar. Dies lasst darauf schliefen, dass kein spezifisches Produkt
amplifiziert wurde. Es wurde deutlich, dass es sich bei den Amplifikaten um mehrere
unterschiedliche Amplifikate handelte, die sich ebenso in der Negativkontrolle (Ansatz ohne
Template) fanden. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die abgeleiteten Primer offenbar
keine Affinitat zur Target-DNA besitzen und PCR-Ansatz sowie das verwendete Programm
Uberarbeitet werden missen. Ggf. missen in zukilinftigen Arbeiten zuséatzliche, neue Primer

in die Untersuchungen mit einbezogen werden.

PCR mit Primern des Programms CodeHop

Der Einsatz der ,CodeHop-Primer‘ erforderte fiir jedes Primerpaar angepasste Bedingungen
bzgl. des PCR-Programms; diese sind in Kapitel 10.10.2 aufgefiihrt. Gegen ein einheitliches
Programm sprachen die sehr abweichenden Schmelztemperaturen der einzelnen Primer.
Obwohl eine Schmelztemperatur mit Optimum bei 60 °C durch das Programm CodeHop[Zlg]
berlicksichtigt sein sollte, betrugen die Differenzen dieser Temperaturen teilweise bis zu

18 °C. Trotz dieser Tatsache wurden einige PCR-Versuche unternommen. Zusammenfassend

lasst sich hier feststellen, dass wiederum keine der erwarteten Amplifikate erhalten wurden.
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PCR mit definierter Annealing-Temperatur

Da bei Verwendung der selbst abgeleiteten, BVO-spezifischen Primer bisher kein eindeutiges
Ergebnis erzielt wurde, erfolgte die PCR nunmehr flr ausgewdhlte Primerpaare bei einer
definierten Annealing-Temperatur (s. Tabelle 12): Es wurde angenommen, dass sich diese an
der Schmelztemperatur der Primer orientiert. Sie wurde 2-6 °C geringer gewahlt als der
Durchschnittswert der Schmelztemperaturen beider Primer. AuRerdem sollte die Annealing-
Temperatur moglichst unter 68 °C gehalten werden, da ab dieser Temperatur die
Polymerase aktiviert ist. Flir die Dauer der Elongation galt die Annahme, dass durch die
Polymerase ca. 1000 Basenpaare pro Minute synthetisiert werden konnen. Neben den BVO-

12191 abgeleitete

spezifischen Primern wurden zusatzlich der vom Programm ,CodeHop
Primer ,BVCHD1 rev’ mit verwendet. Dieser wies als einziger eine Schmelztemperatur auf,
die in der GroRRenordnung der selbst entwickelten Primer lag. In getrennten Experimenten
wurden zwei unterschiedliche MgCl,-Konzentrationen fir den PCR-Reaktionsansatz

zugrunde gelegt: 2.5 mm und 3.5 mm fir die hier erarbeiteten Programme ,BVO-Standard’.

Tabelle 12: Annealing-Temperaturen des Programms ,BVO-Standard’ fiir die eingesetzten Primerpaare. Grau
unterlegt sind Kombinationen, die zu Amplifikaten im GroRenbereich (400-700 bp) fiihrten (bei Verwendung
von 3.5 mm MgCl, im PCR-Reaktionsansatz); - = nicht durchgefihrt.

BvVDla_for BVD1b_for BV63 for
BVD1la_rev 57 °C 56 °C -
BVD1b_rev 63 °C 57 °C 57 °C
BVD2a_rev 57 °C 57 °C -
BVCHD1_rev - 57 °C 57 °C

Nur bei Verwendung einer MgCl,-Konzentration von 3.5 mm konnten bei drei der neun
eingesetzten Primerkombinationen einige Amplifikate mittels Gelelektrophorese festgestellt
werden, die im GroRenbereich 400-700 bp lagen (s. Abbildung 73). Dieser Bereich entsprach

den im Alignment ermittelten, theoretischen ProduktgréRen.
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Abbildung 73: Amplifikate der PCR unter Verwendung von BVO-spezifischen Primern. Die Auftrennung erfolgte
per Agarosegel und Anfarben mit Ethidiumbromid bei 302 nm. a: genom. DNA Tii 2717, Primerpaar BVD1b_for
+ BVCHD1 rev; b: genom. DNA G6 40/10, BV63_for + BVCHD1_rev; c: genom. DNA Tu 2717, BV63_for +
BVCHD1 rev; d: genom. DNA G640/10, BV63 for + BVD1b _rev; e: genom. DNA Ti 2717, BV63 for +
BVD1b_rev; M: DNA-Marker Typ ,100 bp‘ (100-1000 bp). Markiert sind DNA-Fragmente, die fir eine weitere
Bearbeitung ausgewahlt wurden. Pfeile markieren bei Fertigstellung dieser Arbeit sequenzierte DNA-
Fragmente.

Um groRendefinierte DNA-Fragmente in Reinform fiir Klonierungsarbeiten darzustellen,
wurde die DNA aus den PCR-Experimenten mittels Agarosegel getrennt. Im Unterschied zur
Standard-Gelelektrophorese wurde ein Geltisch grofRerer Laufstrecke (20 cm) eingesetzt und
das Gel nach erfolgter Gelelektrophorese in der Mitte geteilt. Die eine Hélfte des Gels wurde
mit Ethidiumbromid behandelt und diente als Referenz, die zweite Halfte wurde nicht
angefdarbt und diente zur Extraktion. Acht der erhaltenen Amplifikate wurden durch
Extraktion aus dem Agarosegel isoliert und gereinigt. Dazu wurde das ,QlAquick Gel
Extraction Kit’ (Quiagen) verwendet (s. Kapitel 10.12.1). Die erhaltenen DNA-Fragmente
wurden in den Vektor pDrive (Abb. s. Kapitel 11.1) kloniert und anschlieRend der
»Vervielfdltigungs-“ E. coli DH5a mit pDrive transformiert.

Unter Transformation versteht man die Aufnahme geloster DNA durch fremde Zellen.
Allerdings ist diese aufgrund der Ladung von Zellmembran und DNA erschwert. Bestimmte
Bakteriengruppen, wie E. coli und Streptomyces sp., besitzen auflerdem kein aktives
Aufnahmesystem fiir Fremd-DNA. Aus diesem Grund wurden Techniken entwickelt, um

dennoch eine effiziente Transformation zu ermdglichen.
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Als besonders effizient, selbst bei groBeren DNA-Molekiilen wie Cosmiden, gilt die
Transformation mittels Elektroporation. Auch wenn das Verfahren nicht vollstandig geklart
ist, gilt es als universelle Methode fir den DNA-Transfer. Salzfreie, sogenannte kompetente
E. coli-Zellen werden zusammen mit der DNA einem kurzen Spannungspuls ausgesetzt.
Hierbei soll sich die Zellwand aufweiten, wodurch es zur Aufnahme der DNA kommt. Da
nicht alle Zellen am Ende erfolgreich transformiert worden, erfolgt im Anschluss ein
Selektionsschritt. Hierbei wurde die via pDrive vermittelte Resistenz gegen Ampicillin und
Kanamycin ausgenutzt, um nur erfolgreich transformierte E.coli zu selektieren. Bei
Transformationen mit Vektoren (wie pDrive), die das lacZ-Gen zur Komplementation der
B-Galactosidase des E. coli besitzen, wurde eine Blau/WeiR-Selektion zur Detektion
rekombinanter Plasmide vorgenommen. Das fiir die Komplementation notwendige Protein
wird auf dem Plasmid kodiert und enthalt einen multiplen Klonierungsbereich. Durch den
Einbau eines Inserts in diesen Klonierungsbereich wird die kodierende Sequenz
unterbrochen und die Bildung des notwendigen Proteins unterbleibt. Als Nachweis fiir das
Vorhandensein von aktiver B-Galactosidase diente das Substrat X-Gal, welches dem LB-
Festmedium zugesetzt wurde. Zur Induktion des lacZ-Promotors wurde zusatzlich IPTG
zugegeben. Bei erfolgreicher Expression des lacZ-Gens erscheinen die Kolonien blau, was auf
ein Fehlen des Inserts hindeutet. Dabei kann es allerdings vorkommen, dass sich — besonders

nach langerer Inkubationszeit — sogenannte Satelliten um die eigentliche Kolonie ausbilden.

Abbildung 74: Bildung von Satelliten-Kolonien. Abgebildet ist eine 24 Stunden-Kultur auf LB,,,-Medium nach
Transformation von E. coli DH5a mit dem Plasmid pDrive. Durch Blau/WeiR-Screening erscheinen Plasmide
ohne Ligations-Insert blau. Um die eigentliche Kolonie (blau) bilden sich weitere, kleine Kolonien aus (weif3).
Diese enthalten jedoch kein Plasmid.
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Diese Satelliten-Kolonien enthalten dabei jedoch kein Plasmid — also auch keine
Resistenzkassette. Sie konnten auf einem Teil der Agarfliche Uberleben, die nur
bakteriostatische nicht aber bakterizide Konzentrationen des Antibiotikums enthielten.
Solche Konzentrationen konnen durch die B-Lactamase-Aktivitdt der zentralen Kolonie
verursacht werden, wodurch es zu einem Abbau des Antibiotikums kam.

,WeiRe” Kolonien (mit Plasmid-Insert) von E. coli DH5a wurden in Flissigkultur angezogen

und die Plasmid-DNA mit Hilfe eines ,Kits” isoliert (s. Kapitel 10.8).

5.4.5 Ergebnisse der Sequenzierung von PCR-Amplifikaten

Mit Fertigstellung dieser Arbeit konnten bisher drei der neun DNA-Fragmente erfolgreich
kloniert und als Auftragsarbeit durch die Firma Agowa sequenziert werden. Hierbei handelt
es sich um zwei Amplifikate (ca. 430 bp und ca. 580 bp, Abbildung 73) des Stammes T 2717
und ein Amplifikat des Stammes G6 40/10 (ca. 620 bp, Abbildung 73). Diese werden im
Folgenden als pDrive T42717-3 (430 bp Insert), pDrive _Ti2717-5 (580 bp Insert) bzw.
pDrive_G64010-4 (620 bp Insert) bezeichnet.

Alle erhaltenen Nukleotid-Sequenzen wurden auf Ubereinstimmung mit bisher publizierten
Sequenzen in der Datenbank BASTN (Basic Local Alignment Search TooI—NucIeotide)[m]
Uberprift. Entgegen der Erwartungen wiesen pDrive_G064010-4 und pDrive_Ti2717-5 nur
die Sequenz des Vektors pDrive auf; ein Insert konnte hier nicht festgestellt werden.
Vermutlich liegt hier der Fehler bei einer falschen Selektion nach dem Blau/WeiR-Screening.
Dagegen fihrte die Suche in BLASTN fir die Sequenz von pDrive _Tii2717-3 zu einer
Ubereinstimmung von 99 % mit den Genen urdE,F,A,B,C,D (423 bp) aus Streptomyces fradiae
(vgl. Abbildung 75). In diesem Fall stammte das eingesetzte DNA-Template auch vom
Kontrollstamm S. fradiae Tl 2717. Diese Tatsache kann als groRer Erfolg fur den gewahlten
Ansatz gewertet werden, da hiermit gezeigt werden konnte, dass die designten Primer
geeignet sind, den gewlinschten Genabschnitt zu amplifizieren. In einem nachsten Schritt
muss nun das DNA-Fragment aus Go6 40/10 erfolgreich in den Vektor pDrive kloniert und
anschliefend ansequenziert werden.

Hierbei muisste in einem Alignment der aus G640/10 und aus T 2717 erhaltenen
Sequenzen mit einer gewissen Ubereinstimmung — zumindest fiir die angenommenen,
homologen Bereiche der BVMO — zu rechnen sein. Des Weiteren erscheint nun auch ein

Einsatz der Cosmid-Bank erstrebenswert.
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Distribution of 2 Blast Hits on the Query Sequence &
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Color key for alignment scores
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Query [ —
1 1 1 1 1 1
0 80 160 240 320 400

S5.fradiae urdE,F,A,B,C,D genes

Length=5700

0.0
0/423 (0%)

Score = 760 bits (411), E=xpect
Identities = 418/423 (99%), Gaps
Strand=Plus/Minus

Query 91 CCGTCGCAGCCCACGAGGTAGGRAGCGETCARCCGGATCTTCTCGTCTTCCGGGCCGEGE 150
FErennrr rerreerrreenrreeerrerrrrerrrreeerreerrreenrrenennnl
Sbjct 482 CCGTCGCATCCCRACGAGGTRAGGGAGCGGTCAACCGGATCTTCTCGTCTTCCGGECCGCGE 423
Query 151 ACCTCGGCCTCGRCGTGGTCACCGTGGTCGTGCAGGETGACGRGTTCGTGTCCACGCCGE 210
RN RN RN N N R R NN R R R RN RN R RN RERR RN
Sbjct 422 ACCTCGGCCTCGRCGTGGTCACCGTIGGTCGTGCAGGETGACGRGTTCGTGTCCRACGCCGE 363
Query 211 ATGTCCGCGCCCAGCTCACGCGCCCAGCCTITCGAGCATCGTCTCGGTGTCCGACTGCEGR 270
RN RN RN N N R R NN R R R RN RN R RN RERR RN
Sbjct 362 ATGTCCGCGCCCARGCTCRCGCGCCCAGCCTITCGAGCATCGTCTCGGTGTCCGACTGCEGR 303
Query 271 ACGGTCTTGGCCGCCTGGTGRAACACTGTCCAGRRACGCCGARAGTCGACCGGCAGACCCCCE 330
RN RN RN N N R R NN R R R RN RN R RN RERR RN
Sbjct 302 ACGETICTTGGCCGCCTGGIGARCACTGTCCRAGAACGCCGAAGTCGACCGECAGACCCCCE 243
Query 331 ARATGRCCGGCGTITGCTGGTGCCCATGTCACCGAGGCGETGCAGCAGGCCGCGCTGGTCE 390
Frrrrrrreeerrerrrrernrreeerrerrrrernrreeerreerrreenrreeernnl
Sbjct 242 ARATGACCGGCGTTGCTGGTGCCCATGTCACCGRGEOGETGCAGCAGGCCGOGCTGGTCE 183
Query 391 ARGACCTCCATCGTGCGCGTGGTGARRCCCRGCCCACGTGACTCCCCGGTGCGTTCCECC 450
Frrrrrrreeerrerrrrernrreeerrerrrrernrreeerreerrreenrreeernnl
Sbijct 182 ARGRCCTCCATCGTGCGCGTGGTGRARCCCRGCCCACGTGACTCCCCGGTGCGTITCCECC 123
Query 451 ARGCGGTCGAGCACGATGACGTCGACCCCTGCGAGCCGCAGTTCCCCAGCCAGCATARGT 3510
Frrrrerreerrrerrereerrreerrrenrrreerreen e eeerr re teeer
Sbjct 122 ARGCGGTCGRGCRCGATGACGTCGACCCCTGCGRGCCGCAGTTCCCCGGCGRAGCATGRAGT 63
Query 511 cca 513

111
Sbjct &2 CCh &0

Abbildung 75: Ausschnitt aus dem BLASTN-Analysenreport, der fiir die eingegebene Sequenz 99 %
Ubereinstimmung mit den Genen urdE,F,A,B,C,D aus Streptomyces fradiae liefert.!*" Query = Durch PCR-
Versuche mit BVO-spezifischen Primern erhaltenes und sequenziertes DNA-Fragment pDrive_Ti2717-3.

5.4.6 Transformation von S. albus und S. lividans

Da die Cosmid-Bank des Stammes G6 40/10 bisher nicht in die PCR-Versuche mit einbezogen
wurde, sollte auf andere Weise von ihr ,profitiert” werden. Die Cosmid-Bank enthalt rein
PKS I-postive Klone, so dass alle genetischen Grundlagen fir die Biosynthese von
Collinolacton (20) darin enthalten sein konnten. Vier Cosmide (G62214-57, G62214-61,
G062214-70, G62214-102) wurden ausgewadhlt und sollten in die Modellorganismen
Streptomyces albus und Streptomyces lividans mittels intergenerischer Konjugation
eingebracht werden. Die Zielsetzung lag in der Erzeugung von Mutanten, die erste

Biosynthesestufen von 20 exprimieren kdnnten.
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Prinzip

Bei der interspezifischen Konjugation[m] konnen Plasmide (Fremd-DNA) in einen
Streptomyceten eingebracht werden. Hierbei fungiert ein E. coli mit dem Plasmid als Donor
und der Streptomyceten-Stamm entsprechend als Rezipient. Hierbei wird die
Transferfunktion eines RP4-Plasmids in E. coli ausgenutzt, um den Transfer in andere Spezies
zu ermoglichen. Die Plasmide miissen hierzu einen RP4 Origin of Transfer (oriT) besitzen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde der methylierungsdefiziente E. coli ET12567'%% mit dem

Mobilisierungsplasmid pUB307 (ein RP4-Derivat) verwendet.

Durchfiihrung und Auswertung

Die jeweilige Cosmid-DNA wurde mittels Elektroporation in den E. coli ET12576 (pUB307)
eingebracht. Eine erfolgreiche Transformation konnte uber die dreifach vermittelte
Resistenz — Apramycin durch p0J436 sowie Chloramphenicol und Kanamycin durch pUB307
— kontrolliert werden. Die intergenerische Konjugation erfolgte wie in Kapitel 10.12.6
beschrieben und konnte mit den Cosmiden G62214-57, G62214-61 und G062214-70
erfolgreich fiir beide Streptomyceten durchgefiihrt werden. Hierbei wurden Mutanten
erhalten, die sowohl die DNA des Cosmids als auch die Apramycin-Resistenzkassette aus
p0J468 aufgenommen haben sollten. Das Mobilisierungsplasmid pUB307 diente nur zur
,Vermittlung” und wurde nicht in das Genom der Streptomyceten integriert.

Alle Mutanten wurden unter Selektionsdruck (mit Apramycin) als 48 h-Vorkultur in
Medium S angezogen und zum Inokulieren der eigentlichen Kultur in Medium SM* (mit
Apramycin) verwendet. Jeder Ansatz wurde in vierfacher Wiederholung durchgefihrt. Die
Wild-Typ Stamme von S. albus, S. lividans und G6 40/10 wurden parallel als Kontrolle in
demselben Medium ohne Antibiotikum-Zusatz kultiviert. Die Ernte erfolgte bei S. lividans
und GO640/10 nach vier Tagen, S.albus Mutanten wurden aufgrund ihres zu diesem
Zeitpunkt geringen pH-Werts flir weitere 24 Stunden kultiviert. Kulturfiltrat und Mycel
wurden getrennt aufgearbeitet (s. Kapitel 10.12.8). Hierbei erfolgte die Extraktion der
Kulturfiltrate mit Ethylacetat und die Extraktion der Mycelien mit Aceton. Die Analyse der
durch die Aufarbeitung erhaltenen Extrakte erfolgte mittels Diinnschichtchromatogramm
(Kieselgel und RP-18) sowie durch HPLC-MS in Hinblick auf ein verandertes
Metabolitenspektrum bzw. neue Metaboliten. Jedoch konnte auf Grundlage dieser

Untersuchungen nicht auf ein deutlich verdndertes Metabolitenspektrum geschlossen
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werden. Exemplarisch ist dies in Abbildung 76 dargestellt. Auch bei Verwendung
unterschiedlicher Anspriihreagenzien (Anisaldehyd, Ehrlich) konnte nicht auf ein verandertes
Metabolitenmuster geschlossen werden. Von weiteren Versuchen mit S. albus und S. lividans

wurde abgesehen.

Abbildung 76: Dinnschichtchromatogramm (RP-18, Laufmittel Methanol/Wasser 7:3) von Extrakten aus
Streptomyces lividans Mutanten (erzeugt mit den Cosmiden G62214-57, G62214-61 und G62214-70). Zusatzlich
sind als Referenz die Extrakte vom Wild-Typ und vom verwendeten SM-Medium (,Hintergrund“), sowie
Collinolacton (20) aufgetragen.

5.4.7 Resistenzprofil von Streptomyces sp. Go 40/10 und Tii 1892

Um nach erfolgter Konjugation garantieren zu kénnen, dass ein Wachstum auf Antibiotika-
haltigem Medium nur von den erzeugten Mutanten ausgeht, erfolgte vor der eigentlichen
Konjugation die Erstellung eines Resistenzprofils der Stamme G640/10 und Tu 1892.
Untersucht wurden mogliche Resistenzen gegenliber folgenden Antibiotika: Apramycin,
Chloramphenicol, Kanamycin, Thiostrepton und Nalidixinsdure. Dazu wurden zum einen
Antibiotika-haltige SM-Agarplatten mit den beiden Streptomyceten beimpft und bei 28 °C
inkubiert. Des Weiteren wurden SM-Agarplatten (ohne Antibiotikum) inokuliert, fiir 24
Stunden bei 28 °C inkubiert und anschlieend das Antibiotikum via Overlay aufgetragen.
Uber mehrere Tage wurde das Wachstum der beiden Stimme verfolgt. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 13 angegeben.
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Tabelle 13: Resistenzprofil von Streptomyces sp. G6 40/10 und Tii 1892 auf SM-Agar. Kam es bei einem Teil der
untersuchten Kulturen zum Wachstum von wenigen Einzelkolonien, ist dieses mit ,geringe Resistenz”

angegeben.

Antibiotikum Konzentration Go6 40/10 Tii 1892

[ng/mL]

Apramycin 50 sensitiv sensitiv
Chloramphenicol 25 geringe Resistenz geringe Resistenz
Kanamycin 50 sensitiv sensitiv
Thiostrepton 30 geringe Resistenz geringe Resistenz
Nalidixinsaure 40 resistent resistent

Es konnte kein Unterschied zwischen direkter Zugabe des Antibiotikums zum Medium und
Overlay festgestellt werden. Mit Ausnahme von Thiostrepton und Nalidixinsaure fihrten alle
Antibiotika zu einer Wachstumsinhibierung von Go6 40/10 bzw. Tu 1892, weshalb die
Verwendung entsprechender Resistenzkassetten als Selektionsmarker moglich erschien. Die
beobachtete Resistenz bei Nalidixinsaure liegt im Rahmen der Erwartungen, da diese in den

folgenden Konjugations-Arbeiten zur Inhibierung von E. coli verwendet wird.

5.4.8 Transformationsversuche an Streptomyces sp. G6 40/10 und Tii 1892

Ein experimenteller Nachweis, dass die postulierten Gene tatsachlich in vivo exprimiert
werden und ihre Transkripte fir die Bildung von Collinolacton (20) verantwortlich sind, sollte
Uber die Konstruktion von Deletionsmutanten erbracht werden. Voraussetzung hierfir ist
neben der Erarbeitung eines Konjugationsprotokolls, das die Einschleusung geeigneter
Genabschnitte in das Bakteriengenom erlaubt, auch das Vorhandensein eines
Bakterienstamms, der eine generelle Transformationsfahigkeit aufweist. Hierflir wurde als
Modell das Plasmid pSET152 verwendet, das eine Apramycin-Resistenzkassette enthalt.
Dieses Konstrukt wurde nach dem Prinzip der interspezifischen Konjugation[m] in die
Collinolacton-Produzentenstamme Go 40/10 und Ti 1892 eingebracht (s. Kapitel 10.12). Als
Donor wurde E. coli ET12567 mit dem Mobilisierungsplasmid pUB307 verwendet. In einem
weiteren Versuch wurde ein pSET152-Konstrukt verwendet, das neben der Apramycin-
Resistenz auch das grine Fluoreszenzprotein ,EGFP‘ (,Enhanced Green Fluorescence
Protein’)[m] vermittelt.

Die Konjugation konnte fiir beide Streptomyceten erfolgreich durchgefiihrt werden. Es

wurden deutlich gewachsene Kolonien sowohl nach einem Overlay mit Antibiotkika-Losung
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als auch auf Apramycin-haltigem Agarmedium beobachtet, was fiir die erfolgreiche
Vermittlung des Resistenzgens spricht.

Zusatzlich konnte das via pSET152ermE+egfp+rrnB  vermittelte ,EGFP‘ mittels
Fluoreszenzspektroskopie auf erfolgreiche Konjugation geschlossen werden. Dazu wurde
eine einzelne Kolonie aus dem Agar ausgestochen und auf einen Objekttrager tGberfihrt. Die
Emission des GFP liegt bei 508 nm, daher konnten erfolgreiche Exkonjuganten durch eine
grine Fluoreszenz identifiziert werden (s. Abbildung 77). Die Messungen am Fluoreszenz-
mikroskop erfolgten in Zusammenarbeit mit D. WEIskopF (AK STEINEM/Universitit Gottingen)™
an einem Zeiss AxioTech Vario (Bandpass-Filtersatz 44: 475 nm Absorption, 530 nm

Emission).

Abbildung 77: Transformationsversuche an Streptomyces G6 40/10. Durch intergenerische Konjugation
vermittelte Resistenz und Fluoreszenz-Eigenschaften: Links: G6 40/10 auf apramycinhatigem SM-Medium;
rechts: Fluoreszenzaufnahme einer einzelnen Kolonie (Zeiss AxioTech Vario) bei 530 nm (Emission).

5.4.9 Identifizierung des Collinolacton-Biosynthesegenclusters mittels
Insertionsinaktivierung

Bei dieser Methode wird ein DNA-Fragment (ber einen Vektor durch interspezifische
Konjugation in das Genom via Single-Crossover integriert. Hierbei werden sowohl das DNA-
Fragment als auch eine Resistenzkassette tUibertragen. Stimmen die Sequenzen von Fragment
und Ziel-Genom Uberein (hier z.B. genB), so lagert sich der Vektor (mit Fragment und

Resistenzkassette) an diese Stelle im Genom an.

* Hiermit méchte ich D. WEISKOPF (AK STEINEM/Universitat Gottingen) fur die Aufnahmen am Fluoreszenz-
mikroskop danken.
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Abbildung 78: Insertionsinaktivierung via Single-Crossover. Hierbei integriert die Resistenzkassette (apr) in die
Genomsequenz ABC und unterbricht die vormals intakte Gensequenz.

Nach Transkription und Replikation ist der Vektor in das Genom integriert, was zu einer
Unterbrechung der urspriinglichen Gensequenz fiihrt. Somit kann das entsprechende Enzym

im folgenden nicht mehr exprimiert werden.

Fiir die Biosynthese von Collinolacton (20) wird ein PKS l-vermittelter Mechanismus
angenommen. Aus diesen Grund wurde ein PCR-basiertes ,Genetic scanning’ durchgefiihrt,
wobei Primer zum Einsatz kamen, die aus Alignments hochkonservierter Bereiche (KS- und
AT-Domanen) von PKS I-Genen abgeleitet wurden. Die PCR-Versuche wurden von T. WEBER
(Universitit Tidbingen)” mit genomischer DNA des Stamms G&6 40/10 durchgefiihrt. Die
erhaltenen Amplifikate (ca. 1.3-1.5 kb) wurden in den Vektor pJET1.2 kloniert und fir diese
Arbeit in E. coli-Kulturen bereitgestellt.

Da der Stamm GO 40/10 noch weitere Metaboliten auf dem PKS I-Biosyntheseweg
produziert, finden sich im Genom vermutlich mehrere PKS I-codierende Genabschnitte. Als
Folge ist unbekannt, welchen Genabschnitten die einzelnen Amplifikate angehéren.
Dennoch wurden die PKS I-Amplifikate aufgrund ihrer GroRRe nach Umklonierung zu direkten
Geninaktivierungs-Versuchen eingesetzt. Nach Isolierung der Plasmid-DNA aus den
bereitgestellten E. coli wurden die Amplifikate aus pJET1.2 Uber die Bglll-Vektor-
schnittstellen ausgeschnitten und in den mit BamHI| ge6ffneten Geninaktivierungsvektor

pA18mob kloniert. Aus ca. 40 E. coli-Kolonien wurde die Plasmid-DNA isoliert und das darin

“Ich danke T. WEBER (Universitit Tiibingen) fiir die Durchfiihrung der Versuche und die Bereitstellung der
Vektoren.
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enthaltene PKS I-Amplifikat auf dem beschriebenen Weg in pA18mob kloniert. Dieses war
notwendig, um sicherzustellen, dass eine moglichst breite Anzahl an unterschiedlichen PKS I-
Fragmenten fiir die Geninaktivierung eingesetzt werden konnte. Theoretisch konnten
allerdings auch mehrere E. coli-Kolonien das gleiche Amplifikat enthalten.

Alle so erhaltenen pA18mob-Konstrukte wurden durch intergenerische Konjugation in
Streptomyces sp. G6 40/10 eingebracht. Insgesamt wurde die Konjugation ca. 150 Mal
wiederholt, da die erzeugten Mutanten in den meisten Fadllen keine korrekte Apramycin-
Resistenz aufwiesen. Es konnten bisher drei resistente G6 40/10-Mutanten erzeugt werden.
Diese wurden in Kultur genommen und die Extrakte mittels HPLC-MS auf eine Inaktivierung
der Collinolacton (20)-Produktion analysiert. Allerdings zeigten alle untersuchten Klone
weiterhin eine unveranderte Produktion von 20, was darauf hindeutet, dass die durch
Plasmidintegration inaktivierten PKS-Enzyme nichts mit der Collinolacton-Biosynthese zu tun
haben. Jedoch konnte durch Analyse der HPLC-Chromatogramme auf eine andere
erfolgreiche Geninaktivierung geschlossen werden. Alle untersuchten Klone zeigten das
Fehlen eines Metaboliten mit einem Masse-zu-Ladungsverhaltnis von m/z =687
(s. Abbildung 79: Spur b-d). Aufgrund des Fragmentierungsmusters konnte hierfiir das
bereits fur den Stamm Go6 40/10 beschriebene Diastovaricin (115) identifiziert werden.

In zwei der drei Klone konnte zusatzlich das Fehlen eines Metaboliten mit m/z = 898
(s. Abbildung 79: Spur b+c) festgestellt werden. Die Masse m/z = 898 konnte keinem bisher
flr G6 40/10 charakterisierten Metaboliten zugeordnet werden.

Da die Produktion von 115 in allen Féllen inaktiviert wurde, ist zu vermuten, dass alle zur
Inaktivierung genutzten Amplifikate dem gleichen Biosynthesegencluster entstammen
miussten. Dies wirde bedeuten, dass eine Verwandtschaft zwischen den beiden inaktivierten
Metaboliten besteht. Warum — unter dieser Annahme — dennoch Spuren des Metaboliten
mit m/z= 898 in einer der drei Mutanten detektiert wurden, lasst sich zum jetzigen
Zeitpunkt nicht abschlieBRend kldaren. Immerhin konnte ein deutlicher Produktionsriickgang

im Vergleich zum Wild-Typ beobachtet werden.
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Abbildung 79: HPLC-MS Chromatogramm von Extrakten der durch Geninaktivierung erhaltenen Mutanten (b-d)
von Streptomyces sp. GO 40/10. Zusatzlich wurden der Extrakt des Wild-Typs (a) und Collinolacton (20) (e) als
Referenzen analysiert. Dargestellt sind die Intensitdten Uber alle Massen (,,Base-Peak”) sowie die Massenspur
mit m/z = 742-744 fiir 20 (m/z = 743 [2M+Na]’).

In zuklnftigen Versuchen missen weitere pA18mob-Konstrukte eingesetzt werden, da an
dieser Stelle bereits eine erfolgreiche Inaktivierung fiir 115 bestatigt werden konnte. Bei
erfolgreicher Inaktivierung der Collinolacton-Biosynthese kann das dafiir verwendete DNA-
Fragment als Grundlage zum Design ,Collinolaction-spezifischer” PCR-Primer verwendet
werden. Ein Einsatz an der Go640/10 Cosmid-Bank erscheint dann erst im Folgenden

erfolgsversprechend, um das Biosynthese-Gencluster von 20 zu identifizieren.
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EXPERIMENTELLER TEIL

6.1

Zusammenfassung der Ergebnisse

Naturstoffe aus Mikroorganismen neuer pflanzlicher Habitate

Der im Rahmen dieser Arbeit verfolgte Ansatz fokussierte auf die direkte Suche von
Sekundarstoffproduzenten im Mikrohabitat hoherer Pflanzen. Da bisher keine
solcher systematischen Untersuchungen detailliert in der Literatur zu finden sind,
wurden hier erstmals Heilpflanzen der Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM) in
ihrem natlrlichen Habitat selektiert und vergesellschaftete Mikroorganismen
(Actinomyceten und Pilze) isoliert. Somit findet sich hier die erste in dieser Form
detailliert beschriebene Umsetzung dieses Konzepts.

Insgesamt konnten 51 Bakterienstimme und 20 Pilze selektiert werden, von denen
im Rahmen dieser Arbeit 20 Actinomyceten und vier Pilze einem breiten chemischen
Screening unterzogen wurden. Zusatzlich wurden in einem biologischen Screening
die gewonnenen Extrakte auf antibakterielle bzw. antifungale Aktivitdit im
Plattendiffusionstest getestet. Sechs hinsichtlich ihres Metabolitenmusters auffallige
Actinomyceten wurden fiir eine Weiterbearbeitung ausgewahlt.

Auffallig war eine zum groRten Teil sehr geringe Produktionsrate der einzelnen
Stamme bezlglich ihrer Sekundarmetaboliten. Nichtsdestoweniger konnten acht
Naturstoffe unter Zuhilfenahme spektroskopischer Methoden identifiziert werden.
Weitere isolierte Metaboliten waren aufgrund ihrer geringen Ausbeute nicht
ausreichend zu analysieren und wurden in dieser Arbeit nicht diskutiert.

Das Alkaloid 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) und ein mogliches Analogon (22)
wurden erstmals aus einem Mikroorganismus isoliert. 21 ist bisher nur als

[79,80

synthetisches Produkt beschrieben. ! Der zugehorige Produzentenstamm Wa232

(GS DV232) konnte taxonomisch als Streptomyces venezuelae charakterisiert werden.

1 10

8a N NH,
\\r
—~N
4aY,
CH, 21

4-Methyl-2-chinazolinamin (21) wurde in einer umfassenden Studie detailliert
charakterisiert. Die Struktur von 21 konnte réntgenographisch bestatigt werden. In

verschiedenen Ansatzen wurde versucht, das moégliche Analogon 22 zu reproduzieren
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und zu charakterisieren. Vermutlich handelt es sich dabei um eine protonierte
Spezies, was durch vergleichende Analysen am hergestellten Chlorid-Salz (29) gezeigt
wurde. Die Protonierungsstelle im Molekiil wurde identifiziert und mittels

Kristallstruktur validiert. Es ist die erste Kristallstruktur eines derartigen Chinazolins

uberhaupt.
B H 10 |ClIHO0
sa NI _NH
1\\r 2
—~N
4a f
CH
L o _ 29

e Durch Futterungsexperimente mit isotopenmarkiertem Glycerin, Harnstoff und
Methionin wurde eine Hypothese zur Biosynthese formuliert, welche aus dem
Shikimat-Weg hervorgeht und Uber einen Katabolismus von Tryptophan zu 21
fuhrt.??" Zusstzlich konnten die bisher unbekannten Zwischenschritte des

sogenannten ,Chinazolin-Wegs‘**"

aufgeklart werden.

e Aus den Fltterungsansatzen konnte Furan-2,5-dimethanol (66) als vermutlicher
Nahrmedienbestandteil oder Detoxifizierungsprodukt des Stammes beschrieben
werden. Des Weiteren wurde ein roter Farbstoff (65) der Masse 716 g/mol detektiert
und zum Teil charakterisiert. 65 ist gemadR dem Prinzip der Vorlaufer-dirigierten
Biosynthese nur bei Fltterungsexperimenten mit Glycerin und Methionin gebildet
worden.

e Biologische Assays belegten eine gute bis moderate Bioaktivitat des Chinazolins 21 in
Hinblick auf seine zytotoxische Wirkung bei Krebszelllinien. Im Plattendiffusionstest
und in einer Untersuchung zur Phytotoxizitat an Arabidopsis thaliana zeigte 21 keine
Wirkung.

e \Weitere aus S.venezuelae Wa232 (GS DV232) isolierte Metaboliten wurden als
N-Methylanthranilsdure (23) und Thioaurin (24) identifiziert.

e Als Sekundarmetaboliten aus Actinomyces sp. Wa283 (GS DV283) konnten Indol-3-
carbonsdure (69) und Pyrrol-3-carbonsdure (70) isoliert werden.

e Der Hauptmetabolit der drei Actinomyceten WaS4811, WWa1l8 und WWal83 wurde
als Streptazolin (71) identifiziert. 71 fiel im chemischen Screening besonders durch

seine auffallige Farbreaktion mit allen drei verwendeten Anspriihreagenzien auf.
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6.2

Biosyntheseuntersuchungen an Streptomyces griseus 3822-14F

140,151] aufgestellte

In weiterfihrenden Einbaustudien wurde die von T.SCHUHMANN
Hypothese zur Biosynthese der Bafilomycine (16, 17) aus S. griseus Go6 3822-14F
validiert und der Ursprung der ,ungewdhnlich methoxylierten’ Einheiten aufgeklart.
Durch Fltterung von [Methyl—13C]L—Methionin konnte diese Aminosdure als
Ubertrager der Methylgruppe in den methoxylierten Einheiten an C-2 und C-14
identifiziert werden.

Die fiir das strukturverwandte Concanamycin (18) postulierte Beteiligung des Enzyms
Glycerin-Kinase an der Bildung der ,ungewdhnlichen Einheiten’ wurde durch
Flitterungsversuche mit stereospezifisch markierten Glycerin — (2R)—[1,2—13C2]Glycerin

sowie (25)-[1,2-3C,]Glycerin — auch fir 16/17 zweifelsfrei gezeigt.[zz‘r’]

Bafilomycin B, (17)

Glycerin wurde als direkter Vorlaufer der ,ungewdnlichen Einheiten’ angenommen;
deren Biosynthese beginnt im Primarstoffwechsel und verlauft tGber 1,3-Bisphospho-
glycerat (BPG). Fitterungsversuche mit stereospezifisch Bc-markiertem Glycerat
fihrten zu keinem Einbau in die Bafilomycine (16,17). Somit wird die
Substratspezifitat des Enzyms Glycerat-Kinase im Stamm Go6 3822-14F als sehr eng
eingestuft und ist damit klar unterschiedlich von z.B. der des Geldanamycins (81).

[168) ynd stereoselektiv *3C-markiertem

Aus den Fitterungsversuchen mit uniform
Glycerin am Produzentenstamm Go6 3822-14F konnte 2,4-Dimethoxycarbonylfuran
(19) erstmals aus einem Streptomyceten isoliert werden. 19 konnte in diesem Stamm
nur auf dem Weg der ,Vorlaufer-dirigierten Biosynthese’ als Metabolit nachgewiesen

werden.
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Durch Variation der Futterungsbedingungen und Einsatz anderer, mit Glycerin
biosynthetisch verwandter Vorldufer (Glycerat, Alanin, Serin, Shikimisdure) wurde
das Produktionsverhalten des Stammes in Bezug auf 19 untersucht. Nur eine
kontinuierliche Zufiitterung von Glycerin und Glycerat flhrten zu verldsslichen
Ausbeuten von 1.5 mg/L des Furans 19. Aus diesem Grund wurde eine sehr
empfindlich regulierte Biosynthese postuliert.

Aufgrund des aus den Futterungen mit “*C-markiertem Glycerin erhaltenen
Einbaumusters konnten ein Biosyntheseweg, der zur Bildung von 19 fihrt, klar
formuliert werden, wobei gezeigt werden konnte, dass die Bausteine aus zwei
unterschiedlichen biosynthetischen Pools stammen. Dabei wird angenommen, dass
Pyruvat (94) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) jeweils einen Baustein des
Furans 19 darstellen. Die Bildung erfolgt zum einen bevorzugt auf direktem Weg
durch 94 und DHAP; des Weiteren wird eine Bildung von 19 aus den gleichen
Bausteinen, jedoch als Resultat eines komplexeren Intermediarstoffwechsels

angenommen.

[171 [184]

Durch Optimierung etablierter Synthesevorschriften von FeisT 'und v. PECHMANN
wurde 19 auf synthetischem Weg mit ausreichender Ausbeute dargestellt und
konnte dadurch vergleichend zum Naturstoff auf eine mogliche biologische Aktivitat
Uberpruft werden.

2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) wurde auf seine biologische Aktivitdt in
ausgewahlten Bio-Assays untersucht. Hierbei zeigte 19 keine antibakterielle bzw.
antifungale Aktivitat im Plattendiffusionstest. Ferner zeigte 19 in in vitro-Assays

weder zytotoxische Aktivitdt gegenlber verschiedenen Krebszelllinien noch

phytotoxisches Potential gegenliber Arabidopsis thaliana.
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6.3

Genetische Studien zur Biosynthese des Collinolactons

Der in diesem Teil der Arbeit verwendete, talentierte Produzentenstamm Go 40/10
konnte erstmals taxonomisch eingeordnet werden. Durch Beurteilung von
Auftragsarbeiten zur Analyse der 16SrDNA und der Zuckerverwertung konnte
GO 40/10 als Streptomyces coelescens charakterisiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weiterflihrende molekularbiologische Studien zum
Auffinden des Biosynthesegenclusters des neuartigen Naturstoffs Collinolacton (20)
vorgenommen. Die Untersuchungen stiitzen sich dabei auf eine Baeyer-Villiger
Oxygenase (BVO), welche in der Biosynthese von 20 als post-PKS Enzym

angenommen wird.

In einem ersten Schritt wurde ein PCR-basiertes Screening des Gesamtgenoms von
GO 40/10 vorgenommen. Als positive Kontrolle wurde DNA des Produzentenstamms

[210

Streptomyces fradiae Tu 2717 mit putativen BVO-Biosynthesegenen ! eingesetzt.

Hierzu wurde das von L. Horrmann'®!

I vorgeschlagene Primerdesign unter neuen
Aspekten Uberarbeitet und sechs neue Oligonukleotide (Primer) fiir die PCR
abgeleitet. Als Vorlage diente ein Alignment von literaturbekannten BVO-Sequenzen,
in dem drei vermutlich konservierte Bereiche identifiziert wurden. Zusatzlich wurden
sechs Primer in die Untersuchungen mit einbezogen, die mit dem Internet-basierten

4219 o rmjttelt wurden.

Programm ,CodeHop
PCR-Versuche mit Temperaturgradient fiir die Annealing-Temperatur wurden sowohl
unter Nutzung eines Gradienten-Thermocyclers als auch mittels real-time PCR
vorgenommen. Hierbei wurde kein Primerpaar gefunden, welches zu den erwarteten
Amplifikaten fuhrte. Dagegen konnten unter Verwendung definierter Annealing-
Temperaturen wenige Amplifikate erhalten werden, von denen bisher drei

sequenziert sind. Das DNA-Fragment, welches aus PCR-Versuchen mit genomischer

DNA von T 2717 (Positivkontrolle) hervorging, zeigte in der Datenbank BLASTN!22Y
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eine 99 %ige Ubereinstimmung mit den Genen urdE,F,A,B,C,D aus S. fradiae. Damit
konnte gezeigt werden, dass die entwickelten Primer zu dem gewiinschten Amplifikat
fuhren. Die noch ausstehende Sequenzierung der Amplifikate von G6 40/10 erscheint
unter diesem Aspekt erfolgversprechend. In einem weiteren Ansatz kann nun auf
eine Cosmid-Bank von S. coelescens Go 40/10 zurickgegriffen werden, welche aus
rein PKS |-positiven Klonen besteht. Ferner kann nun das Design einer BVO-
spezifischen Sonde auf Grundlage weiterer positiver Ergebnisse in Betracht gezogen
werden.

e Ausgewdhlte Cosmide der Cosmid-Bank des Stammes Go 40/10 wurden durch
intergenerische Konjugation erfolgreich in die Modellorganismen Streptomyces albus
sowie Streptomyces lividans eingebracht. Zielsetzung waren Mutanten, die den
Initiationsschritt der Collinolacton (20)-Biosynthese umsetzen und damit fiir eine
Anschluss-Sequenzierung in Frage kommen. Die aus Produktionstests dieser
Mutanten erhaltenen Extrakte wurden mittels HPLC-MS auf mogliche neue
Metaboliten untersucht. Es konnten jedoch keine Riickschliisse auf einen
Zusammenhang zwischen moglicherweise in die Mutanten eingefiihrte Biosynthese-
gene und der Collinolacton (20)-Biosynthese geschlossen werden.

e Eswurde ein erfolgreiches Resistenzprofil der Stamme G6 40/10 und Tl 1892 erstellt,
wobei beide Stamme sehr sensitiv gegenliber den verwendeten Antibiotika sind.
Ferner konnten in Vorversuchen zur Konjugationsfahigkeit dieser Stamme erfolgreich
via Plasmid pSET152 eine Apramycin-Resistenz sowie das ,enhanced green
fluorescence protein’ (egfp) vermittelt werden.

e Durch Insertionsinaktivierung von Polyketidsynthasen mittels PKS I-Fragmenten
wurde ein zusatzlicher Ansatz zur ldentifizierung des Biosynthesegens von 20
vorgenommen. Dazu wurden Plasmide durch intergenerische Konjugation in den
Stamm GO0 40/10 insertiert. Collinolacton (20) konnte in allen Extrakten der
untersuchten Klone mittels HPLC-MS weiterhin nachgewiesen werden. Dagegen
fehlten in allen Mutanten im Vergleich zum Wild-Typ die Metaboliten mit m/z = 687
sowie z.T. auch mit m/z = 898. Ersterer wird als Diastovaricin | (115) vermutet. Die

Konstruktion weiterer Mutanten ist derzeit noch in Bearbeitung.
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B. Experimenteller Teil

7  Allgemeine Materialien und Methoden

7.1 Instrumentelle Analytik

Circulardichroismus-Spektren (CD): Spektropolarimeter Jasco Modell J-810. Alle molaren

Elliptizitaten 6 sind in 10" deg cm? mol™ angegeben.

Drehwerte: Polarimeter PerkinElmer Modell 343. Drehwerte [a]3° sind in 10™" degcm® g™

angegeben.

Elektronenspektren (UV): Spektrometer Varian Modell Cary 3E. Alle Spektren wurden mit
Methanol als Losungsmittel aufgenommen. Die Wellenlange A ist in Nanometern [nm]
angegeben und bezieht sich im allgemeinen auf das Absorptionsmaximum. In einigen Fallen
sind zusatzlich ,Schultern” des Absorbanzpeaks angegeben (Abkirzung: sh).

Der molare dekadische Absorptionskoeffizient € berechnet sich wie folgt:
_ A
€= c-d

Hierbei bezeichnet A die Absorbanz, ¢ die Konzentration und d die Schichtdicke der Kivette.

(6.1)

Durch Umformen erhalt man:

A-M-V
e=—" (6.2)
m-d

Dabei bezeichnet M die Molmasse der untersuchten Substanz und m deren Einwaage.

Die Probe (0.1-0.2 mg) wurde in einem Volumen von 10 mL gelost. Die Schichtdicke der
verwendeten Kivette betrug 1cm. Die Werte fir € besitzen damit die Dimension
10" m? mol™ und sind in dieser Arbeit logarithmiert angegeben.

Angabe Methanol/HCl bzw. Methanol/NaOH: Pro Kivette mit 2 mL methanolischer Losung

wurde jeweils ein Tropfen 1 m Salzsaure bzw. 1 m Natronlauge gegeben.

Infrarotspektren (IR): IR-Spektrometer Perkin-Elmer Modell 1600. Alle IR-Spektren wurden

als KBr-Presslinge aufgenommen.
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Kernresonanzspektren

'H-NMR-Spektren: Varian Inova-600 (600 MHz); Varian Mercury-300 (300 MHz); Varian
Unity-300 (300 MHz). Chemische Verschiebungen sind in &-Werten [ppm] relativ zum
jeweiligen Losungsmittel als internen Standard angegeben. Kopplungskonstanten J sind in
Hertz [Hz] angegeben. Alle *H-NMR-Spektren sind als Spektren erster Ordnung interpretiert,
soweit Signalaufspaltung und Kopplungskonstanten angegeben sind. Abkirzungen:
s = Singulett, bs = breites Singulett, d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, ddd = Dublett
vom doppelten Dublett, t = Triplett, td = Triplett vom Dublett, dq = Dublett vom Quartett,
m = Multiplett.

13C_NMR-Spektren: Varian Inova-600 (150.8 MHz); Varian Inova-500 (125.7 MHz)
ausgestattet mit Varian PFG Cold Probe (Heliumkihlung); Varian Mercury-300 (75.5 MHz);
Varian Unity-300 (75.5 MHz). Chemische Verschiebungen sind in 6-Werten [ppm] relativzum
jeweiligen Losungsmittel als internen Standard angegeben. Multiplizitaten: s =Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett.

>N-NMR-Spektren: Varian VNMR-S (60 MHz (**N), 150 MHz (*3C), 600 MHz (*H)). Chemische
Verschiebungen &6 [ppm] relativ zum Losungsmittel als internen Standard. Alle Stickstoff-
Kernresonanzspektren wurden von T. PAULULAT (AK IHMELS/Universitat Siegen) aufgenommen.
NOE-Differenzspektren: Varian Inova-600 (600 MHz).

2D-NMR-Spektren: 'H,'H-COSY (1H,1H-erelated Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Coherence), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), HMBC

(Heteronuclear Multiple Bond Connectivity).

Massenspektren

Angegeben sind jeweils die Quotienten aus Masse zu Ladung (m/z) sowie die relativen
Intensitaten bezogen auf den Basispeak.

DCI-MS: Finnigan MAT 95, 200 eV, Reaktandgas: NHs.

EI-MS und HR-EI-MS: Finnigan MAT 95, 70eV. Summenformeln wurden aus den
gemessenen prazisen Massen berechnet (Abweichung < 5 ppm).

ESI-MS: Finnigan LCQ (lonenfalle).
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HR-ESI-MS: Bruker Apex IV (FTICR-MS), 7 Tesla; Bruker micrOTOFIl (TOF-MS).
Summenformeln wurden aus den gemessenen prazisen Massen berechnet (Abweichung
< 1 ppm). Sofern nicht anders angegeben, erfolgten die Messungen am FTICR-MS.

Rontgenstrukturanalyse: Diffraktometer Bruker SMART 6000. Zur Datenintegration wurde

Ti226] verwendet, fir die Absorptionskorrektur das Programm

das Programm SAIN
SADABS!??®!, Phasierung erfolgte mit SHELXS™®® und Modellbau/Verfeinerung mit SHELXL'®®!,

Die Messungen wurden von A. THORN (AK SHELDRICK/Universitat Gottingen) durchgefihrt.

Schmelztemperatur-Messungen (Smp.): Schmelzpunkte wurden mit Hilfe eines Reichert

(Osterreich) Heiztischmikroskops bestimmt und sind nicht korrigiert.

Bestimmung der Saurekonstanten (pK-Wert): Das Protonierungsverhalten wurde mittels
pH-metrischer Titration bei 25 °C lber einen pH-Bereich von 2.5-11.0 gemessen. Die zu
untersuchende Substanz wurde in einer Konzentration von 1 mm eingesetzt und in 0.1 m KCI
gelost. Als MaRlosung diente 0.1039 m KOH, welche Uber eine (zuvor mit Standardldsungen
kalibrierte) 2 mL-Spritze zugegeben wurde. Die Reinheit und exakten Konzentrationen aller

B pie eigentliche

eingesetzten Losungen wurden nach einer Methode von GRAN Uberprift.
pH-Titration erfolgte automatisiert mit Hilfe eines Metrohm Titriersystems, wobei eine
kombinierte Mikroelektrode (Metrohm 6.0224.100) verwendet wurde. Zur Auswertung
wurde das Programm ,Hyperquad’ verwendet.®? Die Bestimmung der Saurekonstanten

wurde in Zusammenarbeit mit J. GALEzowskA (AK MEYER/Universitat Gottingen) durchgefihrt.

7.2 Chromatographie

Losungsmittel: Fiir die Chromatographie bendétigte Losungsmittel wurden zuvor destilliert.
Fir die HPLC finden analysenreine LOosungsmittel und Reinstwasser (Millipore Milli-Q)
Verwendung, welche zuvor im Ultraschallbad (10-15 min) bzw. mittels Durchleiten von

Helium (5-10 min) entgast wurden.

Diinnschichtchromatographie: Merck HPTLC-Fertigplatten, Kieselgel (KG) 60 F,s4, 10x10 cm,
Schichtdicke 0.2 mm; Merck DC-Alufolien, Kieselgel (KG) 60 F,s4, 2020 cm, Schichtdicke
0.2 mm; Merck DC-Alufolien, RP-18 60 F,54, 2020 cm, Schichtdicke 0.2 mm. Angegeben sind

Ri-Werte (Laufhdhe relativ zur Losungsmittelfront).
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Spriihreagenzien: Nach Merck, Anfarbereagenzien fiir die Dinnschicht- und

[227) Nach dem Anspriihen wurden die DC-Platten auf ca. 100 °C

Papierchromatographie.
erwarmt.

Anisaldehyd (Nr.21): 1.0 mL Anisaldehyd in einer Losung aus 85 mL Methanol, 10 mL
Eisessig und 5 mL konz. Schwefelsdure.

Ehrlichs-Reagenz (Ehrlich) (Nr.91): 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in einer Losung aus

75 mL Methanol und 25 mL Salzsdure (36 %).

Orcin-Spriihreagenz (Nr. 120-122): 1 g Eisen-(lll)-chlorid in 100 mL Schwefelsdure geldst und

mit dem gleichen Volumen an Orcinlosung (6 % in Ethanol) versetzt.

Adsorberharz: Supelco (USA) Amberlite XAD-2, Sigma Amberlite XAD-16.

Sdulenchromatographie: Fir Schwerkraftsdulen wurde Macherey-Nagel Kieselgel (KG) 60,
0.040-0.063 nm verwendet. Fiir die Gelchromatographie kam Sigma-Aldrich Sephadex LH-20

zum Einsatz.

Mitteldruckchromatographie (MPLC): Pumpe Knauer HPLC Pumpe 64. Merck Lobar RP-18
Fertigsdulen LiChroprep (40-63 um): Typ A (240x10 mm), Typ B (310x25 mm), TypC
(45050 mm).

Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC):

Analytische/Semipraparative HPLC mit DAD-Kopplung:

Pumpe Jasco PU-2080plus; Mischkammer Jasco LG-2080-02; Entgaser Jasco DG-2080-53;
PDA-Detektor Jasco MD-210plus; Saulenofen Jasco CO-2065 (Messungen wurden bei 25 °C
durchgefiihrt).

Analytisch: Autosampler Jasco AS-2055plus mit Rheodyne 100 plL Auftragsschleife.
Semipraparativ: Manuelles Probenaufgabeventil mit Rheodyne 500 plL Auftragsschleife.
Software: Jasco Borwin mit Borwin-PDA Version 1.50 (Chromatographie); HSS-2000 Version
3.5.2 (Steuerung).

Analytische HPLC mit DAD- und ESI-MS-Kopplung (HPLC-MS): Pumpe und Mischkammer
Flux Instruments Rheos 4000; Entgaser Flux Instruments ERC-3415a; Autosampler Jasco 851-

AS; PDA-Detektor Finnigan Surveyor; Massendetektor Finnigan LCQ (ESI-MS).
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Software: Flux Instruments Janeiro Version 1.10.0 (Steuerung Pumpe); Thermo/Finnigan
TunePlus Version 1.3 (Steuerung ESI-MS); Finnigan Xcalibur Version 1.3 (Chromatographie,

Steuerung).

Praparative HPLC mit DAD-Kopplung: Pumpe und Mischkammer Jasco PU-1587; PDA-
Detektor Jasco UV-1575; Manuelles Probenauftragsventil mit Rheodyne 2 mlL
Auftragsschleife.

Software: Jasco Borwin mit Borwin-PDA Version 1.50 (Chromatographie); HSS-2000 Version

3.5.2 (Steuerung).

Analytische HPLC-Saulen:

Saule 1 (Standard fir Analytik und HPLC-MS): Grom (Grace) Superspher RP-18 endc., 100 A,
4 pm, 100x2 mm; Vorsaule: Grom (Grace) Superspher Guard coulmn RP-18 endc., 100 A,
10x2 mm; Flussrate 0.3 mL/min.

Sédule 2: Macherey-Nagel Nucleodur Sphinx RP-18 endc., 5um, 250x3 mm; Vorsaule:
Macherey-Nagel ChromCart, 8x3 mm; Flussrate 0.5 mL/min.

Siule 3: Phenomenex Synergi Hydro-RP C18 endc., 80 A, 4 um, 250x3 mm; Vorsiule:
Phenomenex SecurityGuard AQ C18, 4x2 mm; Flussrate 0.5 mL/min.

Saule 4: Phenomenex HyperClone C18-BDS, 130 A, 5 um, 250x4 mm; Vorsaule: Phenomenex

SecurityGuard AQ C18, 4x2 mm; Flussrate 0.5 mL/min.

Semipraparative HPLC-S3aulen:

Saule 5: Jasco Kromasil (RP) C18, 100 A, 5 pm, 250x8 mm; Flussrate 2.7 mL/min.

Saule 6: Macherey-Nagel Nucleosil (RP) C8 endc., 100A, 5pum, 250x8 mm; Vorsiule:
Macherey-Nagel Nucleosil C8 endc., 100 A, 5 um, 40x8 mm:; Flussrate 2.5 mL/min.

Siule 7: Macherey-Nagel Nucleodur (RP) C18 endc., 110 A, 5 pm, 250x8 mm; Flussrate
2.5 mL/min.

Saule 8: Phenomenex Aqua (Hydro-RP) C18 endc., 200 A, 250x10 mm; Vorsiule: Phenomenex
SecurityGuard AQ C18, 10x10mm; Flussrate 2.7 mL/min.

Saule 9: Macherey-Nagel Nucleosil (RP) C18 endc., 100 A, 250x8 mm:; Flussrate 2.5 mL/min.
Sédule 10: Macherey-Nagel Nucleodur Sphinx RP-18 endc., 5um, 250x8 mm; Vorsaule:

Macherey-Nagel ChromCart 8x3 mm; Flussrate 2.5 mL/min.
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Siule 11: Grom (Grace) Superspher RP-18, 100 A, 4 um, 100x8 mm; Vorsaule: Grom (Grace)
Saphir Guard coulmn €18, 110 A, 5 um, 10x8 mm:; Flussrate 2.5 mL/min.

Praparative HPLC-S&dulen:

Siule 12: Jasco Kromasil (RP) C18, 100 A, 7 um, 250x20 mm; Flussrate 17 mL/min.

Programme und Laufmittelsysteme fiir die HPLC:

Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die UV-Detektion bei 254 nm.

Programm 1 (Standard fir Analytik und HPLC-MS): Laufmittelsystem Wasser (A)/
Methanol (B), jeweils mit 0.05 % Ameisensaure. Gradient: von 20 % auf 100 % B in 20 min,
10 min bei 100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min, 8 min bei 20 % B.

Programm 2 (Aufreinigung von Collinolacton (20)): Laufmittelsystem Wasser (A)/
Acetonitril (B). Isokratisch: 40 min bei 30 % B.

Programm 3: Laufmittelsystem Wasser (A)/Acetonitril (B), jeweils 0.05 % Ameisensaure.
Gradient: von 20 % auf 30 % B in 15 min; zum Spiilen von 30 % auf 100 % B in 5 min, 5 min
bei 100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min, 8 min bei 20 % B.

Programm 4: Laufmittelsystem Wasser (A)/Acetonitril (B), jeweils 0.05 % Ameisensaure.
Gradient: von 20 % auf 60 % B in 15 min; zum Spiilen von 60 % auf 100 % B in 5 min, 5 min
bei 100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min, 8 min bei 20 % B.

Programm 5 (Fermentationskurve des Chinazolins (21), HF-Medium): Laufmittelsystem
Wasser (A)/Acetonitril (B), jeweils 0.05% Ameisensaure. Isokratisch: 10 min bei 5% B;
anschlieRend Gradient: von 5 % auf 100 % B in 15 min, von 100 % auf 5 % B in 5 min, 5 min
bei 5 % B. UV-Detektion bei 274 bzw. 339 nm.

Programm_ 6 (Fermentationskurve/Analyse des Chinazolins (21), M2-Medium): Lauf-
mittelsystem Wasser (A)/Methanol (B), jeweils 0.05 % Ameisensaure. Gradient: von 5 % auf
100 % B in 20 min, 5 min bei 100 % B, von 100 % auf 5% B in 5 min, 10 min bei 5 % B. UV-
Detektion bei 274 bzw. 339 nm.

Programm 7: Laufmittelsystem Wasser (A)/Methanol (B). Gradient: von 20 % auf 70% B in
35 min.

Programm 8: Laufmittelsystem Wasser (A)/Acetonitril (B). Isokratisch: 15 min bei 40 % B.
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Gaschromatograhie mit EI-MS-Kopplung (GC-MS): Thermo TRACE GC/MS (EI-MS, 70 eV);
Séule Varian CP-Sil8 CB (30 m x 0.25 mm, Schichtdicke (Df) 0.25um). Programm
(Sdulenofen): Anfangstemperatur 40 °C fir 1 min, Gradient 10 °C/min, Endtemperatur 300 °C
fir 5 min; Injektor (Split/Split-less): Temperatur 250 °C, ,Splitflow’ (Helium) 10 mL/min mit

Splitverhaltnis 1:10; Flussrate 1 mL/min.

7.3 Mikrobiologische Methoden und Gerdte

7.3.1 Nahrmedien

Ndhrmedienbestandteile:

Die verwendeten Nahrmedienbestandteile wurden von folgenden Firmen bezogen:
AppliChem: Glycerin wasserfrei Merck: Malzextrakt; Caseinpepton
Difco: Agar; Bacto Nutrient Broth Neuform: Hafermehl (Holo Hafergold)

Henselwerk GmbH: Sojamehl (fettarm und Oxoid: Hefeextrakt

vollfett) Riedel-deHaén: b-Mannit
La Vita: Spirulina (blaugriine Mikroalge) Roth: p-Glucose; Starke aus Kartoffeln
Marcor: Cornsteep Powder Villa Natura: Biomalt Gerstenmalzextrakt

Spurenelement-Lésung ,Spur 11°

Fiir einen Liter demineralisiertes Wasser: CaCl, x 2 H,0 3 g, Fe(lll)-citrat 1 g, MnSO,4 0.2 g,
ZnCl; 0.1 g, CuSO4 x 5 H,0 0.025 g, Na;B,07 x 10 H,0 0.02 g, Na,Mo0,4 x 2 H,0 0.01 g, CoCl,
0.004 g.

Ndhrmedienzusammensetzung:

Fir alle Ndhrmedien wurde — sofern nicht anders angegeben — Leitungswasser verwendet
und der pH-Wert vor dem Autoklavieren mit 0.5 M Salzsdaure bzw. 0.5 M Natronlauge
eingestellt (sofern angegeben). Zur Herstellung von Agarplatten wurden 22 g/L Agar
zugesetzt. Alle Ndhrmedien wurden durch Autoklavieren (feuchte Hitze, 121 °C, 1 bar

Uberdruck, 30 min) sterilisiert.
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Die folgenden Angaben beziehen sich auf ein Endvolumen von einem Liter:

Hafer (HF)

M2, m2*
(YMG, YMG")

Soja/Mannit (SM)

Soja/Mannit (SM*)

SGG

NL 1358s
(Standard)

Hafermehl

Spurenelement-Losung ,Spur 11°

Malzextrakt
Hefeextrakt
D-Glucose

M2" zuséatzlich: CaCO;

Sojamehl (fettarm)
D-Mannit

Sojamehl (vollfett)
D-Mannit

D-Glucose

Glycerin

Starke aus Kartoffeln
Caseinpepton

CaCOs
Cornsteep-Powder
Hefeextrakt

NaCl

Glycerin
Caseinpepton
K;HPO,

NaCl

MgSQ,4 x 7 H,0

Spurenelement-Losung ,Spur 11°

20g
2.5mL
pH=7.0

10g
4g

4g
05¢g
pH=7.0

20g
20g
pH=7.0

20g
20g
pH=7.0

10g
10g
10g
58

3g
25¢g
2g

lg
pH=7.0

30g
2g

lg

lg
05¢g
5mL
pH=7.0
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NL 1358f Starke aus Kartoffeln 10g
(Flitterungsversuche) D-Glucose 2g
Caseinpepton 2g
K;HPO, lg
NaCl lg
MgSO,4 x 7 H,0 05g
Spurenelement-Lésung ,Spur 11° 5mL
pH=7.0
NL 1158 Malzextrakt 20g
D-Glucose 10g
Hefeextrakt 2g
NH4HSO,4 05g
pH=6.0
G20 Glycerin 20g
Malzextrakt 10g
Hefeextrakt 4g
Biomalz (BM) Biomalt Gerstenmalzextrakt 20g
pH=5.6
Spirulina-Medium Spirulina-Pulver 20g
Glucose 5g
Starke 5g
Spurenelement-L6sung ,Spur 11° 2.5mL
Caseinpepton 25¢g
pH=7.0
Stirke/Casein Starke 10g
Casein 3g
KNO3 2g
NacCl 2g
MgS0,4 x 7 H,0 50 mg
CaCOs3 10 mg
FeSO, x 7 H,0 10 mg

7.3.2 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte auf Agarplatten. Sofern nicht anders angegeben, wurden

Actinomyceten-Stamme auf M2*-Medium fiir vier bis sieben Tage bei 28 °C und Dunkelheit

inkubiert, Pilz-Stamme auf Medium NL 1158 fiir sieben bis zehn Tage bei 25°C und
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Dunkelheit. Bewachsene Agarplatten wurden mit Parafilm (Fa. Pechiney) verschlossen und

sind bei 4 °C Lagertemperatur flir mindestens vier Monate haltbar.

7.3.3  Kultivierung in Fliissigkulturen
Die Bedingungen flr eine Kultivierung in Flissigmedium sind gesondert fir jeden
Produzentenstamm angegeben (s. zugehorige Kapitel). In allen Fallen — auch wenn nicht

weiter angegeben — fand die Kultivierung bei Dunkelheit statt.

7.3.4 Langzeiterhaltung

Glycerin-Einlagerung: Steriles Glycerin wurde mit dem gleichen Volumen einer 48- Stunden-
Kultur (Bedingungen s. Standardkultivierung der einzelnen Stamme) in Kryordéhrchen (Fa.
Sarstedt) gemischt und bei -28 °C bzw. -70 °C gelagert. Diese 50 %ige Glycerin-Einlagerung ist

je nach Stamm ca. sechs bis 48 Monate haltbar.

Stickstoff-Einlagerung: Von einer gut bewachsenen Agarplatte wurden mit einseitig
zugeschweiflten und mit Bleistlick beschwerten sterilen Polypropylen-Halmen
Agarstiickchen ausgestanzt, bis der Halm gefillt war. Zur Einlagerung von Pilz-Stammen
wurde die bewachsene Agarplatte vor dem Ausstechen mit einer 15 %igen Glycerin-Lésung
bedeckt. Der Halm wurde in einem zweiten duBeren Halm gesteckt und dann an beiden
Enden zugeschmolzen. Die Einlagerung erfolgt in einem Dewargefdll Uber fllissigem

Stickstoff.

7.3.5 Schittler und Fermenter

Thermomixer fir ReaktionsgefdBe Eppendorf Thermomixer compact; Inkubations-
schittelschréanke B.Braun BS-1 und BS-4; Inkubationsschittelschrank B.Braun Certomat HK
mit Rundschiittler B.Braun Certomat U; Rundschiittler B.Braun Certomat RM; Langsschiittler
(gebaut von den Werkstatten der Universitat Gottingen).

Fermenter B.Braun Biostat B (1.5L und 5L) und B.Braun Biostat E (10 L) mit Ingold O,-

Elektroden.
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7.3.6 Zentrifugen

Tischzentrifuge Eppendorf Typ 5415D; Zentrifugen Sigma 3K30, 4K10 und 4K15;

Vakuumzentrifuge Eppendorf Concentrator 5301.

7.3.7 Plattendiffusionstests

Als Testkeime dienten Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Candida
albicans. Mit 15 puL Testsubstanz-Losung (Rohprodukt 5 mg/mL, Reinsubstanz 1 mg/mL)
versetzte Filterpapierplattchen (Macherey-Nagel, 6 mm Durchmesser, 0.5 mm Dicke)
wurden unter sterilen Bedingungen getrocknet und auf die mit den verschiedenen
Testkeimen beimpften Agarplatten gelegt. Diese wurden bei 37 °C (E. coli, B. subtilis und
S. aureus) bzw. 25 °C (C. albicans) inkubiert. 24 h und 48 h nach Inkubation erfolgte eine

Kontrolle auf Hemmung des Wachstums der Testkeime (Messung der Hemmhofe).

Zur Einordnung der Aktivitat der untersuchten Substanzen (ermittelt (iber die Hemmbhof-
GroRe) wurden zusatzlich Antibiotika (c = 0.5 mg/mL) mit aufgetragen.

Bei B. subtilis, S. aureus jeweils 15 uL und bei E. coli 30 uL pro Filterpapierplattchen:
Ampicillin in Wasser (Roth)

Chloramphenicol in Methanol  (Roth)

Erythromycin in Methanol  (Fluka)
Penicillin in Wasser (ICN Biomedicals)
Tetracyclin in Methanol  (Fluka)

Bei C. albicans wurden 15 puL des Antimykotikums Nystatin (Merck), gelést in DMF,

aufgetragen.

Zusammensetzung der Nahrboden fiir Plattendiffusionstests:

Zum Ansetzen der Ndahrboden wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Glucose wurde
erst nach dem Autoklavieren hinzugegeben. Die folgenden Angaben beziehen sich auf einen
Liter Medium:

B. subtilis und E. coli: b-Glucose 5 g, Trinatriumcitrat x 2 H,0 0.5 g, KH,PO4 3 g, K;HPO, 7 g,
MgS0, x 7 H,0 0.1 g, (NH4),S04 1 g, Agar 15 g.

S. aureus: Bacto Nutrient Broth 8 g, NaCl 5 g, Agar 15 g.

C. albicans: Malzextrakt 10 g, Hefeextrakt 4 g, b-Glucose 4 g, Agar 15 g, pH = 5.5.
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7.3.8 Zufitterung isotopenmarkierter Vorlaufer

Die jeweiligen Bedingungen finden sich in den zugehorigen Kapiteln. Alle Zufiitterungen zum
Kulturansatz erfolgten kontinuierlich mittels Ismatec Schlauchpumpe. Die Berechnung der

Anreicherung wurde auf Grundlage folgender Gleichungen vorgenommen:[m]

Intensitat Signal markierte Verbindung

Anreicherung [%] = 1.1 - 1.1 (6.3)

Intensitat Signal der Referenz

- _ Anreicherung [%]-100
Spezifischer Einbau = - - (6.4)
Anreicherung des zugefiitterten Isotops [%]

7.4 Untersuchungen auf biologische Aktivitat

In vitro Untersuchungen zur zytotoxischen/zytostatischen Wirkung

Die Untersuchungen wurden gemaR den Richtlinien des NCI (National Cancer Institute/
USA)[229] mit den Tumorzelllinien AGS (Magen-Adenokarzinom), HMO02 (Magen-
Adenokarzinom), HepG2 (Leberkarzinom), MCF 7 (Mammakarzinom) durchgefiihrt.

Die Zellen wurden auf 96-well Mikrotiterplatten kultiviert. Medium: RPMI 1640 mit 10 %
fetalem Kalberserum. 24 Stunden nach Aussaat wurden die Prifsubstanzen zugegeben und
die Zellen fiir weitere 48 Stunden kultiviert. Nach dieser Zeit wurde die Zellzahl
(Proteinbestimmung mit Sulforhodamin) bestimmt. Das Losungsmittel fir die
Stammldsungen richtete sich nach den Prifsubstanzen, vorrangig wurde Methanol
verwendet. Die Methanolkonzentration im Testansatz betrug jeweils 0.1 %. Es wurde die
halbmaximale (Glso) und maximale (TGl) Hemmung des Zellwachstums ermittelt.

Alle Versuche wurden durch W. BeiL (MHH/Hannover) durchgefihrt.

In vitro Untersuchungen zur Klonbildungsrate

Die Inkubation der Tumorzellen (Linie A549, Bronchialkarzinom) erfolgte fir 24 Stunden in
einem serumfreien Medium. Das Medium wurde entfernt, die Klone getrocknet, mit Lofflers
Methylenblau (Merck) gefarbt und gezahlt, um den ICso-Wert (Konzentration, bei der die
Halfte der Zellen in ihrem Wachstum inhibiert wird) zu bestimmen.

Die Untersuchen erfolgten in-house in Zusammenarbeit mit der Abteilung ZELLKULTUR.
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In planta Untersuchungen zum Einfluss von Sekundarmetaboliten auf Arabidopsis thaliana
In der Arbeitsgruppe KARLOvVskY (Universitdt Gottingen) wurden zunachst Verdinnungen
(5nM bis 100 um) der Testsubstanzen in flissigem MS-Medium (2.2 g/L Murashige &
Skoogmedium, 15 g/L Sucrose) hergestellt und zum Harten flr 48 Stunden bei 4 °C gelagert.

Im Anschluss erfolgte die Samensterilisation von Arabidopsis thaliana unter Verwendung
von Natriumhypochloritlosung sowie das Auslegen der Samen in den einzelnen Vials. Zur
Inkubation wurden die Samen fiir 14 Tage unter standardisierten Bedingungen (25 °C,
8 Stunden Dunkelheit; Beleuchtung 4x40 W, 40 cm Abstand) inkubiert. Die Auswertung des

Keimungsversuches erfolgte visuell.
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8 Naturstoffe aus Mikroorganismen neuer pflanzlicher Habitate

8.1 Isolierung pflanzlich assoziierter Mikroorganismen

Das hier verwendete Pflanzenmaterial stammt aus der Nahe der Stadt Harbin (VR China) und
wurde seinem natlrlichen Habitat steril entnommen, d.h. die Pflanzen wurden in sterile
Beutel Uberfihrt. Die Auswahl erfolgte unter Beriicksichtigung des Aspektes , Heilpflanze der
Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM)“. Die taxonomische Einordnung der Pflanzen

wurde von M. WINK (Universitat Heidelberg) vorgenommen.

Assoziierte Mikroorganismen (Actinomyceten): Die einzelnen Pflanzenteile (Wurzel, Spross-
achse, Blatt) wurden mit sterilem Wasser in Falcontubes durch Schitteln mittels Vortex
behandelt. Einige Tropfen der Wasserphase wurden nun auf einen Cellulose-Nitrat-Filter
(PorengroRe 0.2 um, Sartorius) auf Starke/Casein-Agarmedium aufgetragen und fir 2-5 Tage
bei 28 °C inkubiert. Zeigte sich deutliches Wachstum unterhalb des Filterpapiers wurde die
dortige Mischkultur im Verdiinnungsausstrich auf M2*-Agar iberimpft und erneut bei 28 °C
inkubiert. Durch wiederholtes Auswahlen einzelner Kolonien und anschliefenden 3-Feld-
Ausstrich auf M2'-Agar konnten Reinkulturen gewonnen werden. Hiermit konnten 51
Actinomyceten isoliert werden. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
hierunter gleiche Stamme zu finden sind. Zusatzlich wurden drei unterschiedliche Pilze
isoliert, welche — vermutlich durch Wasserspritzer — neben den Cellulosefilter auf dem

Casein/Starke-Agar gewachsen sind.

Endophytische Pilze: Zur Oberflachensterilisation wurden einzelne Pflanzenteile 30 bis 60
Sekunden in 70 % (v/v) Ethanol getaucht und anschlieRend in sterilem Wasser gewaschen.
Mit einer sterilen Rasierklinge wurden Blatter und Sprossachsen aufgeschnitten und die
Schnittkanten auf NL 1158-Festmedium getupft. Die Inkubation erfolgte anfangs bei 28 °C
fur drei Tage. Durch mehrfaches Uberimpfen (3-Feld-Ausstrich) und Inkubation bei 24 °C
konnten die Kolonien vereinzelt werden. Insgesamt wurden 20 unterschiedlich erscheinende
Pilze isoliert.

Als Negativkontrolle wurde zusatzlich NL 1158-Festmedium mit den sterilisierten und nicht
zerschnittenen Pflanzenteilen inokuliert und bei gleichen Bedingungen inkubiert. Hier

konnte kein Wachstum festgestellt werden.
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8.2 Chemisches Screening von pflanzlich assoziierten Actinomyceten

Wiéhrend des chemischen Screenings wurden alle Medien mit demineralisiertem Wasser
angesetzt. Die Kultivierung der zu untersuchenden Stamme erfolgte in fliinf verschiedenen
Medien (M2, HF, SM, SGG, Spirulina) in 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane und
Schaumstoffkappe. Es wurden jeweils 50 mL Ndhrmedium mit einem ca. 1 cm? groBen Stiick
einer gut bewachsenen Agarplatte inokuliert und bei 28 °C und 180 rpm inkubiert. Nach 72 h
erfolgte eine Kontrolle des pH-Wertes. Lag dieser unter 6.0, wurde der Ansatz flr weitere
24 h inkubiert und dann aufgearbeitet. Konnte ein pH-Wert Uber 6.0 festgestellt werden,
erfolgte die Ernte dieser Kultur. Pro Medium wurden zwei Kolben angesetzt, welche bei
gleichem Aussehen und End-pH zusammen aufgearbeitet wurden.

Zur Aufarbeitung wurden die vereinigten Kulturbrithen (100 mL) auf pH = 5.0 eingestellt, mit
Celite versetzt und filtriert. Das Kulturfiltrat wurde drei Mal mit dem gleichen Volumen an
Ethylacetat extrahiert und die organische Phase im Vakuum entfernt. Zur Extraktion des
Mycels wurde dieses mit 100 mL Aceton versetzt und fir 15 min im Ultraschallbad
behandelt. Celite/Mycel und Fliissigphase wurden durch Filtration getrennt und das Filtrat
im Vakuum eingeengt.

Beide Extrakte (aus Kulturfiltrat und Mycel) wurden in je 5 mL Chloroform/Methanol 9:1
aufgenommen und 10 pL dieser Losung auf HPTLC-Kieselgelplatten aufgetragen. Deren
Entwicklung erfolgte mit Chloroform/Methanol 9:1 als mobile Phase. Das Metaboliten-
muster wurde durch UV-Licht (254 nm, 350nm) und mit Hilfe der Sprihreagenzien
Anisaldehyd, Ehrlich und Orcin analysiert. Im Folgenden wurde eine Isolierungsstrategie
verfolgt, die nicht auf das gesamte Spektrum an Metaboliten zielte, sondern sich an

einzelnen, zuvor ausgewadhlten orientierte.

8.3 Chemisches Screening von endophytischen Pilzen

8.3.1 Kultivierung in Schiittelkulturen

Die verschiedenen Stdmme wurden in vier verschiedenen Ndhrmedien (NL 1158, Biomalz,
G20, SGG) in 1 L-Erlenmeyerkolben mit Schikane und Zellstoffstopfen kultiviert. Diese waren
jeweils mit 150 mL Medium gefillt und wurden mit ca. 1cm? einer gut bewachsenen
Agarplatte des Stammes beimpft. Es wurden jeweils zwei Kolben pro Nahrmedium

angesetzt, um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Die Aufarbeitung
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erfolgte analog zu den Actinomyceten-Stammen (s. Kapitel 8.2) nach einer Fermentation von

sechs Tagen bei 28 °C und 180 rpm.

8.3.2 Kultivierung in P-Kolben

Wie bei den Schittelkulturen wurden die Ndhrmedien NL 1158, Biomalz, G20 und SGG
verwendet. Pro Ndhrmedium wurden zwei P-Kolben (5 L GefdBvolumen) mit je einem Liter
Medium angesetzt und diese mit einer Schaumstoffkappe verschlossen. Nach dem
Autoklavieren wurden die Kolben mit je 20 mL (2 % (v/v)) einer 72 h alten, in Schittelkolben
gewachsenen Vorkultur angeimpft und 28 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Aufarbeitung erfolgte in Analogie zum chemischen Screening von Actinomyceten (s. Kapitel
8.2), wobei hier das Rohprodukt fiir die Analyse mittels HPTLC in 20 mL Lésungsmittel

aufgenommen wurde.

8.4 Biologisches Screening

Das biologische Screening erfolgte durch Plattendiffusionstests (vgl. Kapitel 7.3.7). Hierzu
wurden die Extrakte von Kulturfiltrat und Mycel, die durch das chemische Screening
gewonnen wurden, mit analysenreinem Methanol auf eine Konzentration von 5 mg/mL

eingestellt. 15 pL dieser Losung wurden je Filterpapierplattchen aufgetragen.

Ausgewahlte Extrakte wurden im Rahmen einer bestehenden Kooperation bei der BASF AG
hinsichtlich einer fiir den Pflanzenschutz relevanten biologischen Aktivitdt untersucht. Die
Extrakte wurden in Mikrotestsystemen auf eine hemmende Wirkung gegen phytopathogene
Pilze und schadigende Insekten gepriift. Des Weiteren wurden in vivo Gewdachshaustests auf
fungizide bzw. herbizide Wirkung durchgefiihrt. Zusatzlich erfolgte eine Auftrennung mittels
HPLC, so dass einzelnen Fraktionen beziiglich ihrer biologischen Aktivitat untersucht werden

konnten.

8.5 Streptomyces venezuelae Wa232 (GS DV232)

Bei diesem Bakterium handelt es sich um einen assoziierten Actinomyceten, welcher vom
Blatt (Folium) der Pflanze Filipendula palmata (Pall.) Maxim. (,MéadesiifR’, Familie der

Rosaceae) isoliert wurde.
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8.5.1 Taxonomische Charakterisierung
Die Charakterisierung erfolgte mittels 16S rDNA Analyse durch Biotecon Diagnostics
(Potsdam) sowie Uber das Zuckerverwertungsspektrum durch die DSZM (S. VERBARG,

Braunschweig).

8.5.2 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte auf M2'-Festmedium. Die Platten wurden nach dem Beimpfen
flr drei bis vier Tage bei 28 °C inkubiert, wodurch sich grau-rosa gefdarbtes Luftmycel
ausbildete. Der Agar farbte sich hierbei leicht dunkelbraun. Die Einlagerung erfolgte unter

Standardbedingungen (in Glycerin und liber Stickstoff).

8.5.3 Kultivierung in Schiittelkolben: Variation der Kultivierungsparameter
Kultivierung in HF-Medium: Zur Auswahl, welche Bedingungen einen Einfluss auf das
Metabolitenspektrum besitzen, erfolgte die Kultivierung bei 28°C fir 72h in 1L-
Erlenmeyerkolben mit Schaumstoffkappe, welche mit 250 mL Medium gefiillt waren. Die
Kolben wurden mit je 1/8 einer bewachsenen Agarplatte beimpft. Es wurden folgende
Variationen vorgenommen:

e HF-Medium (Leitungswasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (Leitungswasser) ohne Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (demineralisiertes Wasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (demineralisiertes Wasser) ohne Zusatz von ,Spur 11°
Jede Variante wurde in Erlenmeyerkolben mit Schikane und ohne Schikane angesetzt.
Zusatzlich wurde jede Variante jeweils einmal unter Verwendung von Rundschiittlern
(180 rpm) und einmal unter Verwendung von Langsschittlern (120 spm) kultiviert. Somit
ergaben sich insgesamt 16 unterschiedliche Kultivierungsansatze. Zur 72. Stunde lag der pH-
Wert bei allen Ansdtzen bei durchschnittlich 5.5 und die Kulturen wiesen eine braune Farbe
auf.
Nach Aufarbeitung (s. unten) konnten die Ansatze durch Analyse unter UV-Licht (254 nm und
350nm) und Behandlung mit dem Sprihreagenz Anisaldehyd hinsichtlich ihrer

Metabolitenspektren kategorisiert und zusammen weiter bearbeitet werden.
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Kultivierung in M2-Medium: Die Kultivierung erfolgte im 5 L-Mal3stab in 1 L-Erlenmeyer-
kolben mit Schikane und Schaumstoffkappe, welche mit jeweils 250 mL M2-Medium gefiillt
waren. Nach Inokulation mit ca. 1/8 einer gut bewachsenen Agarplatte erfolgte die
Kultivierung far 72 h bei 28 °C und mit 180 rpm. Zum Erntezeitpunkt war die Kultur

ockerfarben und der pH-Wert lag bei 6.0.

Kultivierung in SGG-Medium: Die Kultivierung erfolgte im 6 L-Mal3stab in 1 L-Erlenmeyer-
kolben mit Schikane und Schaumstoffkappe, welche mit jeweils 250 mL SGG-Medium (mit
demineralisiertem Wasser) gefullt waren. Nach Inokulation mit ca. 1/8 einer gut
bewachsenen Agarplatte erfolgte die Kultivierung fir 72 h bei 28 °C und mit 180 rpm. Die

Kultur besal} eine dunkelbraune Farbe und einen pH-Wert von 7.4.

Aufarbeitung der Kultivierungsansatze: Alle Kulturen eines Ansatzes wurde bezliglich ihrer
pH-Werte und Eigenschaften (Farbe, Geruch, Viskositat...) verglichen und entsprechend
zusammen aufgearbeitet. Die Aufarbeitung erfolgte durch Korrektur des pH-Wertes auf 5.0
und Trennung von Kulturfiltrat und Mycel durch Filtration. Das Mycel wurde verworfen. Das
Kulturfiltrat wurde drei Mal mit jeweils dem gleichen Volumen an Ethylacetat extrahiert und

die organische Phase im Vakuum eingeengt.

8.5.4 Kultivierung im Fermenter (10 Liter-Ansatz)
Auswahl des Mediums: Vor der eigentlichen Kultivierung im Fermenter erfolgte eine
Kultivierung in Schittelkolben zur Auswahl eines geeigneten Fermentationsmediums. Dazu
wurden pro Variante zwei 1 L-Erlenmeyerkolben mit Schikane und Schaumstoffkappe mit
jeweils 250 mL Medium geflllt. Die Varianten unterschieden sich hinsichtlich des
eingesetzten Mediums:

e HF-Medium (Leitungswasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e HF-Medium (demineralisiertes Wasser) unter Zusatz von ,Spur 11°

e Medium S (Leitungswasser)

e Medium S (demineralisiertes Wasser)
Alle Kolben wurden mit ca. 1/8 einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft, fir vier Tage bei

28 °C und 180rpm kultiviert und standardgemdall aufgearbeitet. Der Vergleich der
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Metabolitenspektren erfolgte mittels Duinnschichtchromatographie (KG, Chloroform/

Methanol 9:1 und RP-18, Methanol/Wasser 7:3).

Kultivierung im Fermenter: Die Kultivierung erfolgte als 10 L-Ansatz im Fermenter Biostat E.
Dieser wurde mit neun Litern HF-Medium (mit ,Spur 11° und Leitungswasser) befullt,
sterilisiert und anschlieBend mit einem Liter einer 48 h alten Schuttelkultur gleichen
Mediums des Stammes inokuliert. Die Fermentation wurde bei 28°C mit einer
Rihrgeschwindigkeit von 200 rpm und einer Bellftung von 1 vvm durchgefiihrt. Die pH-
Sperre lag bei 6.5 + 1.5. Die Ernte erfolgte nach der 75. Stunde. Zu diesem Zeitpunkt zeigte

die Kultur eine braune Farbung und wies einen pH-Wert von 5.9 auf.

Variation der Aufarbeitung: Kulturfiltrat und Mycel wurden durch Filtration getrennt. Um
das grolle Volumen dieser Fermentation moglichst effizient aufzuarbeiten, wurde versucht,
die Metaboliten mittels Adsorption an XAD-16 zu isolieren. Dazu wurden 100 mL des Filtrats
an ca. 100 mL XAD-16 adsorbiert, dieses mit Wasser gewaschen und anschlieBend mit
200 mL Methanol eluiert. Als Vergleich wurden 100 mL des Kulturfiltrats zwei Mal mit jeweils
dem gleichen Volumen an Ethylacetat extrahiert. Ein Teil des Mycels wurde 15 min im
Ultraschallbad mit Aceton behandelt und filtriert.

In allen Fallen wurde die organische Phase im Vakuum entfernt, die Extrakte in 1 mL
Chloroform/Methanol 9:1 aufgenommen und je 10 uL durch Dinnschichtchromatographie
(KG, Chloroform/Methanol 9:1) analysiert.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte mittels Ethylacetat-Extraktion, da dieses Verfahren zu
einem breiten Metabolitenspektrum fiihrte. Im Gegensatz dazu erschien eine Extraktion des

gesamten Mycels als wenig erfolgversprechend, so dass das Mycel verworfen wurde.

8.5.5 Isolierung der Metaboliten

Als Folge der variierten Kultivierungsbedingungen ergaben sich jeweils unterschiedliche
Metabolitenspektren des Rohextrakts. Daher orientierte sich die weitere Aufreinigung bei
jedem Medium an den zu isolierenden Metaboliten. Es wurde nur der Extrakt des

Kulturfiltrats aufgearbeitet.
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Isolierungsstrategie nach Kultivierung in HF-Medium: Eine erste Trennung erfolgte mittels
Saulenchromatographie an Kieselgel (Schwerkraft, Chloroform/Methanol 9:1). Durch
anschlieBende Chromatographie an Kieselgel (Schwerkraft, Cyclohexan/Ethylacetat/
Methanol 5:10:2) und MPLC (RP-18, Aceton/Wasser 4:1) konnte 4-Methyl-2-chinazolinamin

(21) in Ausbeuten von 2 mg/L gewonnen werden.

Isolierungsstrategie nach Kultivierung in M2-Medium: Der Kulturfiltratextrakt wurde an
Kieselgel (Chloroform/Methanol 9:1) fraktioniert. AnschlieBende Aufreinigung einer Fraktion
an Sephadex LH-20 (Eluent: Aceton) und HPLC (S&dule 6, Programm 3) lieferten 0.5 mg/L der
Substanz 22. Eine weitere Fraktion wurde nach MPLC (RP-18, Methanol/Wasser 7:3) an
Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) getrennt. Es wurden 1 mg/L an N-Methylanthranilsdure
(23) und 0.3 mg/L an Thioaurin (24) gewonnen.

Isolierungsstrategie nach Kultivierung in SGG-Medium: Das Rohextrakt wurde an Kieselgel
(Schwerkraft, Chloroform/Methanol 9:1) und mittels MPLC (RP-18, Methanol/Wasser 7:3)

getrennt. Man erhielt 4-Methyl-2-chinazolinamin (21) in Ausbeuten von 1.5 mg/L.

Isolierungsstrategie nach Kultivierung im Fermenter (HF-Medium): Durch zweifache
Chromatographie an Kieselgel (Schwerkraft, 1. Chloroform/Methanol 9:1, 2. Cyclohexan/
Ethylacetat/Methanol 5:10:2) und anschlieRende HPLC (Sédule 10, Programm 4) erhielt man

4-Methyl-2-chinazolinamin (21) in einer Ausbeute von 0.2 mg/L.

8.5.6 Charakterisierung der Metaboliten
4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

2-Amino-4-methylchinazolin, 4-Methylchinazolin-2-ylamin

CgHgN3 (159.19) 1

8a N NH,
weiller Feststoff; minziger Geruch Y
UV-l6schend (254 nm) 4a j N
blau-weil} fluoreszierend (350 nm) CH,

Smp.: 112 °C
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Rs= 0.44 (KG, CHCl3/MeOH 9:1);
0.47 (RP-18, Methanol/Wasser 8:2).
R;= 8 min (HPLC: Saule 2, Programm 4);
9.5 min (HPLC: Saule 3, Programm 6).
Anfarbeverhalten: intensiv rot, wird nach einiger Zeit gelb (Anisaldehyd);
violett (Ehrlich).
EI-MS: m/z (%) = 159 (100) [M]*, 144 (12) [M-CH3]*, 132 (18), 119 (17).
HR-EI-MS: m/z = 159.0797 (gefunden wie berechnet).
ESI-MS (positive lonen): m/z = 160 [M+H]", 319 [2M+H]".
HR-ESI-MS:  m/z = 160.08692 [M+H]" (gefunden wie berechnet).
UV  (MeOH): Amax (Ig €) = 202 (4.04), 235 (4.28), 349 (3.31) nm;
(MeOH, HCl): Anax (Ig €) = 201 (3.96), 230 (4.14), 246 (4.01), 275 (3.43), 342 (3.34) nm;
(MeOH, NaOH): Anax (Ig €) = 211 (3.81), 236 (4.31), 350 (3.57) nm.
IR (KBr): Vinax = 3323, 3174, 2757, 1650, 1615, 1560, 1479, 1440, 1392, 1362, 1264,
1249, 1159, 1141, 1012, 948, 868, 797, 761, 736, 555, 523 cm™.

'H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): & = 2.72 (s, 3H, 9-Hs), 6.08 (bs, 2H, 2-NH,), 7.21 (ddd, J = 8.5,
7.0, 1.5 Hz, 1H, 6-H), 7.44 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H, 8-H), 7.63 (ddd, J = 8.5, 7.0, 1.5 Hz, 1H, 7-
H), 7.94 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H, 5-H) ppm.

'H-NMR (600 MHz, CD,Cl,): § = 2.76 (s, 3H, 9-H3), 5.38 (bs, 2H, 2-NH,), 7.25 (ddd, J = 8.5, 7.0,
1.0 Hz, 1H, 6-H), 7.51 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.65 (ddd, J=8.5, 7.0, 1.5 Hz, 1H, 7-H),
7.89 (dd, J=8.5, 1.5 Hz, 1H, 5-H) ppm.

B3C-NMR (125.7 MHz, Aceton-dg): § = 21.5 (q, C-9), 120.3 (s, C-4a), 122.9 (d, C-6), 126.4
(d, C-5), 126.7 (d, C-8), 134.3 (d, C-7), 153.2 (s, C-8a), 161.4 (s, C-2), 170.6 (s, C-4) ppm.
B3C-NMR (125.7 MHz, CD,Cl,): 6 = 21.7 (g, C-9), 119.9 (s, C-4a), 123.0 (d, C-6), 125.7 (d, C-5),
125.8 (d, C-8), 134.1 (d, C-7), 151.7 (s, C-8a), 159.8 (s, C-2), 170.8 (s, C-4) ppm.

>N-NMR (60 MHz (**N), 600 MHz (*H), Aceton-dg)": 6 = -110.4 (N-3), -164.2 (N-1), -303.1 (2-
NH>) ppm.

* . Chemische Verschiebungen wurden aus den Korrelationen im 'H-"N-HMQC bzw. "H-"’N-HMBC bestimmt.

Rontgenstruktur: Die Substanz wurde konzentriert in Dichlormethan gelost (10 mg/mL) und
bei 4°C zur Evaporation gelagert. 21 kristallisierte als weilR-gelbliches Nadelpolster, von dem

eine einzelne Kristallnadel fur die Messung abgespalten wurde. Die Rontgenstrukturdaten
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und Daten der Strukturverfeinerung sind im Anhang (Kapitel 11.2) angegeben bzw. via

ccDCc® zu beziehen.

o B B e
]

e N Cha~, e

Jes \ c-4

Abbildung 80: Réntgenstruktur von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21). Auslenkungsellipsoide sind mit einer

C-9

Aufenthaltswahrscheinlichkeit von 50 % angezeigt. Die Abbildung wurde mit dem Programm SHELXP
generiert.[86]

Analogon des 4-Methyl-2-chinazolinamins (22)

CoHyN3 (159.19)
weiller Feststoff
UV-l6schend (254 nm)
blau-weil} fluoreszierend (350 nm)
R; = 0.44 (KG, CHCl3/MeOH 9:1);
0.47 (RP-18, Methanol/Wasser 8:2).
R;= 6 min (HPLC: Saule 6, Programm 3).
Anfarbeverhalten: intensiv rot, wird nach einiger Zeit gelb (Anisaldehyd);
violett (Ehrlich).
El-MS: m/z (%) = 159 (100) [M]*, 144 (12) [M-CHs]", 132 (18), 119 (17).
HR-EI-MS: m/z = 159.0797 (gefunden wie berechnet).
UV  (MeOH): A (Ig €) =202 (3.53), 236 (3.69), 271 (sh, 2.84), 348 (2.69) nm;
(MeOH, HCl): Amax (Ig €) =201 (3.63), 229 (3.57), 246 (3.43), 277 (2.83), 343 (2.80) nm;
(MeOH, NaOH): Anmax (Ig €) = 209 (3.76), 236 (3.77), 267 (sh, 3.18), 347 (2.99) nm.
IR (KBr): Vmax = 3424, 2927, 2364, 2340, 1684, 1619, 1384, 1262, 1203, 1137, 1026, 802,
760,724 cm™,
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'H-NMR (600 MHz, CD,Cl,): § = 2.91 (s, 3H, 9-Hs), 6.20 (bs, 1H), 7.50 (ddd, J= 8.5, 7.0,
1.0 Hz, 1H, 6-H), 7.75 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.88 (ddd, J = 8.5, 7.0, 1.5 Hz, 1H, 7-H),
8.01(dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H, 5-H), 10.77 (bs, 1H) ppm.

13C-NMR (125.7 MHz, CD,Cl,): 6 =23.1 (g, C-9), 118.1 (s, C-4a), 118.5 (d, C-8), 126.0 (d, C-6),
126.9 (d, C-5), 137.5 (d, C-7), 140.0 (s, C-8a), 155.6 (s, C-2), 178.7 (s, C-4) ppm.

* . Nummerierung des Grundgerusts in Analogie zu 21,

jedoch kann kein endgultiger Strukturvorschlag gegeben werden (s. Kapitel 3.3.3).

N-Methylanthranilsaure (23)

2-(Methylamino)benzoesdure, o-(Methylamino)benzoesaure

CsHoNO, (151.16) S ., COOH
blass gelber Feststoff @ !
UV-l6schend (254 nm) 2 H_CH
R¢=0.36 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).
R: = 9.5 min (HPLC: Saule 1, Programm 1).
Anféarbeverhalten: rosa (Ehrlich).
EI-MS m/z (%) = 151 (100) [M]*, 132 (25), 105 (78), 77 (33), 51 (13).
HR-EI-MS: m/z = 151.0633 (gefunden wie berechnet).
UV (MeOH): Ay (Ig €) = 215 (3.16), 253 (2.65), 332 (2.26) nm;
(MeOH, HCl): Anax (Ig €) = 203 (2.81), 221 (2.90), 256 (1.70), 352 (1.91) nm;
(MeOH, NaOH): Anax (Ig €) = 217 (3.37), 254 (2.93), 332 (2.64) nm.

*H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 2.94 (s, 3H, 8-H3), 6.68 (dd, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 6.76 (d, J = 8.5
Hz, 1H, 3-H), 7.44 (ddd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H, 4-H), 7.97 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 6-H) ppm.
3C-NMR (150.8 MHz, CDCls): 6 = 30.1 (q, C-8), 109.3 (s, C-1), 111.7 (d, C-3), 115,5 (d, C-5),
132.5 (d, C-6), 135.6 (d, C-4), 151.7 (s, C-2), 172.7 (s, C-7) ppm.
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Thioaurin (24)
Antibiotikum vD844, 5-Ox0-6-(N-methylformamid)-4,5-dihydro-1,2-dithiol[4,3-b]pyrrol

C;HgN,0,S,; (214.26) H
@)
gelber Feststoff \NS\FO »\ /o
9 N

UV-léschend (254 nm) 6a 51 H ® 6a Sl

~I \ =~ \
Ri=  0.36 (KG, CHCl3/MeOH 9:1); O — O -

N 3a N

0.65 (RP-18, MeOH/H,0 7:3). H 3 H s

Anfirbeverhalten: gelb-griin (Anisaldehyd).
EI-MS m/z (%) = 214 (10) [M]", 186 (29), 171 (12), 64(22), 59(28), 43 (100).

HR-ESI-MS  gefunden: 214.9943220 [M+H]", 236.9762860 [M+Na];
berechnet:  214.9943453 [M+H]" (Abweichung 0.11 ppm),
236.9762899 [M+Na]* (Abweichung 0.02 ppm).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 203 (4.00), 370 (3.90), 544 (3.01), 579 (3.02) nm;
(MeOH, HCl): Amax (Ig €) =202 (3.91), 370 (3.89), 543 (3.00), 578 (3.01) nm;
(MeOH, NaOH): Anmax (Ig €) = 221 (3.82), 359 (3.89), 544 (3.04), 578 (3.06) nm.

'H-NMR (300 MHz, Aceton-dg): & (Hauptrotamer) = 3.49 (s, 3H, 9-Hs), 7.12 (s, 1H, 3-H), 8.14
(s, 1H, 8-H), 9.74 (bs, 1H, 4-H)" ppm.
'H-NMR (300 MHz, Aceton-dg): & (Nebenrotamer) = 3.15 (s, 3H, 9-Hs), 7.21 (s, 1H, 3-H), 8.51
(s, 1H, 8-H), 9.90 (bs, 1H, 4-H)" ppm.

* . Zuordnungen sind austauschbar.
3C.NMR (125.7 MHz, Aceton-de): 6= 34.1 (g, C-9), 110.5 (d, C-3), 110.6 (s, C-6), 134.4
(s, C-3a), 142.7 (s, C-6a), 162.4 (d, C-8), 162.5 (s, C-5) ppm.

8.5.7 Biosyntheseuntersuchungen an 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

8.5.7.1 Erstellen der Fermentationskurve

Kultivierung in HF-Medium: Aufgrund der héheren Ausbeute an 21 war fiir Untersuchungen
zur Biosynthese eine Fermentation des Stammes Wa232 in HF-Medium vorgesehen. Als
Inokulum diente eine Glycerin-Einlagerung des Stammes. Hiermit wurde gewahrleistet, dass
das Zellmaterial der urspriinglichen Kultivierung verwendet wurde. Zur Aufnahme des

zeitabhangigen Produktionsverlaufs von 21 sollten alle Kultivierungsansadtze die gleichen
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Anfangsbedingungen besitzen. Deshalb wurde zunachst eine Vorkultur in 300 mL
Erlenmeyerkolben mit Schikane und Schaumstoffkappe, die mit je 100 mL HF-Medium gefiillt
waren, angesetzt. Nach dem Beimpfen mit je 1.5 mL einer Glycerin-Einlagerung des
Stammes erfolgte die Kultivierung fir 48 h bei 28 °C und 180 rpm. Die Hauptkultur erfolgte
in 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane und Schaumstoffkappe und jeweils 100 mL HF-
Medium. Diese wurden mit je 5 mL (5% (v/v)) der 48 h-Vorkultur inokuliert und bei 28 °C
und 180 rpm inkubiert. Alle flinf bis sechs Stunden wurden drei Kolben entnommen und wie
unten beschrieben aufgearbeitet. Die Probenentnahme erfolgte bis zur 166. Stunde, so dass

insgesamt 75 Kolben aufgearbeitet wurden.

Aufarbeitungsschema:

e Der pH-Wert der Proben wurde ggf. auf pH = 5.5 korrigiert.

e 50 mL wurden in ein Falcontube Gberfiihrt und fiir 5 min bei 10000 rpm zentrifugiert.
Das Mycel wurde verworfen.

e Der Uberstand wurde ein Mal fiir ca. 30 Sekunden mit 100 mL Ethylacetat extrahiert
und die organische Phase im Vakuum eingeengt.

e Der so erhaltene Extrakt wurde in 2 mL Methanol aufgenommen und in ein 2 mL-
ReaktionsgefaR Uberfuhrt. Mittels Vakuumzentrifuge wurde das Volumen auf 1 mL
eingeengt.

e Eine Analyse des Produktionsverlaufs an 21 erfolgte diinnschichtchromatographisch
(KG, Chloroform/Methanol 9:1) und mittels HPLC (S&dule 4, Programm 5). Hierbei

wurden jeweils 10 pL als Injektionsvolumen gewahlt.

Variation des Ndhrmediums: Da die unterschiedlichen Proben kein vergleichbares
Metabolitenmuster und schwankende Konzentrationen an 21 aufwiesen, wurden
Variationen des Mediums von Vor- und Hauptkultur vorgenommen und analysiert.

Hierzu wurde der Stamm unter den oben genannten Bedingungen fiir 48 h kultiviert, wobei
diese jeweils in HF- und M2-Medium erfolgten. Mit 7.5 mL (7.5 % (v/v)) dieser Vorkulturen

inokulierte man 100 mL Medium (HF und M2) in 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane.
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Dadurch ergaben sich folgende Kombinationen, welche je 2x durchgefihrt wurden:

Vorkultur Hauptkultur

HF HF
HF M2
M2 M2
M2 HF

Die Kultivierung erfolgte bei 28 °C und 180 rpm, wobei Proben von je 10 mL nach 48 h und
60 h entnommen wurden.

Zur Aufarbeitung wurden die Proben (10 mL) in Falcontubes Uberfiihrt, das Mycel
abzentrifugiert (5 min bei 13000rpm) und der Uberstand ein Mal mit 20 mL Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde im Vakuum eingeengt und in 0.5 mL Methanol
aufgenommen. Eine Analyse des Metabolitenmusters erfolgte mittels Diinnschicht-

chromatographie (KG, Chloroform/Methanol 9:1).

Kultivierung in M2-Medium: Fiir die Biosyntheseuntersuchungen wurde als Konsequenz der
obigen Vorversuche das Medium M2 ausgewadhlt. Die Aufnahme der Fermentationskurve
erfolgte analog zur Kultivierung in HF-Medium (s. oben). Im Unterschied dazu wurde sowohl
fir Vor- als auch Hauptkultur das Medium M2 eingesetzt. Die Entnahme der Proben (3%
100 mL Kultur) erfolgte bis zur 54. Stunde nach Fermentationsbeginn. Nach Aufarbeitung (s.
oben) wurden die Extrakte auf  ihre Konzentration an 21 mittels
Dinnschichtchromatographie (KG, Chloroform/Methanol 9:1) und gekoppelter HPLC-MS
(10 uL  Probenvolumen, Saule 3, Programm 6) untersucht. Hierbei wurden die
Flachenintegrale des Peaks von 21 im UV-Chromatogramm (liber alle Wellenldangen)

ermittelt.

8.5.7.2 Durchfiihrung der Fiitterungsexperimente

Fermenter: Die zu fiitternden Substanzen wurden zuvor in 40 mL sterilem Reinstwasser
gelost, ggf. der pH-Wert auf ca. 6-7 eingestellt und steril filtriert. Anthranilsdure (25) wurde
durch Zugabe von 0.5 M Salzsdure in Losung gebracht und der pH-Wert anschlielend mit
0.5 m Natronlauge korrigiert. Alle Flitterungsexperimente wurden im Fermenter Biostat B im

Medium M2 durchgefiihrt. Der Fermentationsansatz wurde mit 10 % (v/v) einer 48 h-
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Vorkultur, die in 1 L-Erlenmeyerkolben mit Schikane (150 mL M2-Medium) bei 28 °C und
180 rpm kultiviert wurde, inokuliert. Als Kultivierungsbedingungen im Fermenter wurden
gewahlt: 28 °C, 500 rpm, 3 vwm Luftzufuhr und pH-Sperre bei 6.5 + 1.5. Die zu flitternden
Substanzen wurden mit Hilfe einer Schlauchpumpe kontinuierlich von der zwdlften bis 23.

Inkubationsstunde zugepumpt.

Erlenmeyerkolben: Fiir alle unmarkierten Substanzen wurde das Fitterungsexperiment
parallel zum Fermenter zusatzlich in Schittelkulturen durchgefiihrt, um einen Vergleich der
Ausbeute an 21 zu erhalten. Diese Fitterungsexperimente (300 mL-Ansatz) wurden in 1 L-
Erlenmeyerkolben mit Schikane und Schaumstoffkappe durchgefiihrt, welche mit je 150 mL
M2-Medium gefiillt waren. Nach dem Beimpfen mit 7.5 mL der 48 h-Vorkultur (s. oben)
wurde der Stamm fir 54 h bei 28°C und 180 rpm kultiviert. Auch hier wurden die

Flitterungssubstanzen von der zwolften bis 23. Inkubationsstunde kontinuierlich zugefihrt.

Tabelle 14: Ubersicht tber die in den Fiitterungsexperimenten am Stamm Wa232 verwendeten Substanzen.
Angegeben ist zusatzlich die GroRe des Kultivierungsansatzes im Fermenter. Bei allen unmarkierten Substanzen
wurden zusatzlich Futterungsversuche in Schittelkulturen durchgefihrt (= Angabe ,, EMK").

End- Kultivierungs-
Substanz Bezugsquelle Anreicherung . &
konzentration ansatz
Anthranilsdure Merck - 7.3 mm 5L+ EMK
Glycerin AppliChem - 5.4 mm 1L+ EMK
[U-'3C3]Glycerin Isotec 99 % 3¢ 5.4 mM 1L
Harnstoff Merck - 4.0 mm 1L+ EMK
[13C]Harnstoff Campro 99 % 3¢ 4.0 mm 1L
[*°N,]Harnstoff Campro 95 % °N 4.0 mm 1L
[*3C, °N,]Harnstoff Cambridge 99 % 3¢, 4.0 mm 15L
Isotope Lab. >98 % °N
[Methyl-*C]Methionin Cambridge 99 % 3¢ 1.2 mm 1.5L

Isotope Lab.

Aufarbeitung: Um die Konzentration an Chinazolin (21) zu ermitteln, wurden von allen
Ansatzen je 50 mL entnommen und wie in Kapitel 8.5.7.1 (Erstellung der Fermentations-
kurve) beschrieben aufgearbeitet. Eine Analyse erfolgte durch Dinnschichtchromatographie

(KG, Chloroform/Methanol 9:1) und HPLC-MS (10 pL Probenvolumen, Saule 3, Programm 6).
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Zur Aufarbeitung der Fltterungsansatze wurde der pH-Wert auf 5.5 korrigiert und das Mycel
durch Filtration abgetrennt. Das Kulturfiltrat wurde drei Mal mit jeweils dem gleichen

Volumen an Ethylacetat extrahiert und die organische Phase im Vakuum eingeengt.

Isolierung von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21): Mit dem Ziel, keine der produzierten
Metaboliten durch Chromatographie an Kieselgel zu verlieren, wurde das Rohprodukt durch
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) getrennt. Mittels MPLC (RP-18,
Methanol/Wasser 8:2) konnte 21 in Ausbeuten von 2 mg/L gewonnen werden.

Aus den Extrakten aus den Fiitterungsansitzen mit Glycerin und [Methyl-**C]Methionin
konnte nach Chromatographie an Sephadex LH-20 ein roter Farbstoff (65) als

Minderkomponente (0.5 mg/L) isoliert werden.

Zusatzlich zeigte sich im Diinnschichtchromatogramm nach Behandlung mit Anisaldehyd
eine malig polare Zone, welche zu einer intensiv grin-braunen Farbreaktion fiihrte. Die
zugehorige Substanz stellte sich als das aus dem Medium M2 stammende Furan-2,5-

dimethanol (66) heraus und konnte in Ausbeuten von 7 mg/L isoliert werden.

8.5.7.3 Charakterisierung der aus Fiitterungsversuchen gewonnenen Metaboliten
Substanz 65
roter Feststoff
wenig UV-léschend (254 nm)
rot fluoreszierend (350nm)
R:;=  0.00 (Auftragsstelle; KG, CHCls/MeOH 9:1);
0.44 (RP-18, MeOH/H,0 7:3).
R;=  17.5 min (Saule 3, Programm 6).
Anfarbeverhalten: farbt nicht an (Anisaldehyd, Ehrlich).
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 717 [M+H]" (100),
(negative lonen): m/z (%) = 715 [M-H] (100), 1431 [2M-H] (54).
HR-ESI-MS  gefunden: m/z = 739.1715660 [M+Na]"
berechnet: m/z=739.1718199 (C33H4305S¢),
m/z =739.1718895 (Cs,H»3Ng015),
m/z = 739.1723714 (CogH25N1606Cl1).
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uv (MeOH+0.05 % HCOOH)*: Amax = 236, 328, 404, 536, 572.

* . Ermittelt aus HPLC-MS-Messungen.
'H-NMR (600 MHZ, CD30D)*: 6= 3.15-3.20 (m), 3.65 (d/dd), 4.38-4.47 (m), 10.09 (s),
10.19 (s), 10.24 (s) ppm.

* : Aus NMR-Messungen bestatigte Signale fir 65 ohne Anspruch auf Vollstandigkeit.

Furan-2,5-dimethanol (66)

2,5-Bis(hydroxymethyl)furan

4

CgHg03 (128.12)
weiller Feststoff

2
Ri= 0.34 (KG, CHCl3/MeOH 9:1); ©
0.75 (RP-18, MeOH/H,0 7:3).
Anfarbeverhalten: intensiv griin-braun (Anisaldehyd);
violett (Ehrlich).
EI-MS m/z (%)= 128 [M]" (59), 111 (16), 109 (11), 97 (100), 83 (15), 69 (22), 59 (19),

41 (26).

'H-NMR (300 MHz, Aceton-dg): 6 = 4.34 (bs, 1H, CH,0H), 4.46 (s, 2H, CH,0OH), 6.18 (s, 1H, 3-
H, 4-H) ppm.
3C-NMR (125.7 MHz, Aceton-dg): 6 = 57.2 (t, CH,OH), 108.1 (d, C-3, C-4), 155.6 (s, C-2, C-5)

ppm.

8.5.8 Synthetische Arbeiten zu 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)
8.5.8.1 Darstellung von 21

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Arbeiten von HYNEs et al., wodurch eine Ausbeute

0] Alle Reagenzien wurden bei AlfaAesar bezogen.

von 31 % zu erwarten war.
Guanidincarbonat (0.9 g, 5 mmol) und ortho-Fluoroacetophenon (0.3 g, 2.5 mmol) wurden
unter Schutzgas (Argon) in 30 mL N,N-Dimethylacetamid geldst. Die Losung wurde fiir 9 h bei
135°C unter Rickfluss gerihrt, wobei parallel eine Reaktionskontrolle mittels
Dunnschichtchromatogramm (KG, Chloroform/Methanol 9:1) erfolgte. AnschlieBend wurde

das Losungsmittel im Vakuum eingeengt und der Rickstand in 50 mL Eiswasser
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aufgenommen. Nach Filtration und Waschen mit Eiswasser erhielt man einen gelb-weillen
Feststoff. Dieser wurde aus Wasser umbkristallisiert und unter Vakuum getrocknet. Aufgrund
der vorgesehenen biologischen Tests erfolgte ein weiterer Reinigungsschritt durch HPLC
(Saule 8, Programm 6). Man erhielt 21 als weilRes kristallines Pulver in einer Ausbeute von

22 % (0.86 g, 0.54 mmol). Der Schmelzpunkt wurde auf 112 °C bestimmt (Lit.: 156-158 °C) %,

8.5.8.2 Darstellung des Chlorid-Salzes (29)
21 wurde in 0.5 M Salzsdure gelost bei 40 °C im Vakuum eingeengt. Der so erhaltene
Feststoff wurde mit ca. 2mL Dichlormethan gewaschen und getrocknet. Man erhielt 29 als

weilSe kristalline Nadeln.

B H 10 |CI-HO
CsH10N5CI-H,0 (213.66) 8a I;Ii\rNHz
Smp.: 170°C _N
HR-ESI-MS  gefunden:  160.08696 [M-CIT", * C4H3
berechnet:  160.08692 [M-CI]". - 9 —

UV (MeOH): Ama (Ig €) = 202 (3.65), 236 (3.88), 263 (sh, 3.04), 351 (2.86) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 230 (3.78), 246 (3.65), 342 (2.93) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 237 (3.70), 268 (sh, 3.12), 349 (2.98) nm.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg, 35 °C): & = 2.48 (s, 3H, 9-H3), 7.54 (ddd, J = 8.5, 7.0, 1.5 Hz, 1H,
6-H), 7.71 (dd, J=8.5, 1.5Hz, 1H, 8-H), 7.96 (ddd, J=8.5, 7.0, 1.5Hz, 1H, 7-H), 8.22
(dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H, 5-H), 8.44 (bs, 1H), 9.23 (bs, 1H), 14.40 (bs, 1H) ppm.

>N-NMR (60 MHz (**N), 600 MHz (*H), DMSO-ds, 25°C)": 6= -117.5 (N-3), -246.9 (N-1),
-282.8 (2-NH,) ppm.

* . Chemische Verschiebungen wurden aus den Korrelationen im 'H-"N-HMQC bzw. H-"N-HMBC bestimmt.

8.5.8.3 Acetylierung von 21

21 (2mg, 12.6 mmol) wurde in Pyridin (500 pL) geldost, im Eisbad gekihlt und mit
Essigsaureanhydrid (50 pL) versetzt. Nach Erwdarmen auf Raumtemperatur wurde der Ansatz
far 20 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 mL
gesattigter NaHCOs-Losung und 5 mL kaltem Reinstwasser gestoppt. Nach zweimaliger

Extraktion mit dem gleichen Volumen an CHCl; wurde die organische Phase im Vakuum
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eingeengt. Mittels HPLC (Sdule 8, Programm 6) konnte 4-Methyl-2-chinazolinacetylamid (60)

in Ausbeuten von 47 % (1,2 mg, 6.0 mmol) gewonnen werden.

4-Methyl-2-chinazolinacetylamid (60)

C11H11N30 (201.22 H 12
117111IN3 ( ) 8a _N No 11 CH3
gelb-weiller Feststoff \\ﬁ \n/
. .. ~N O
R.= 14.5 min (Saule 3, Programm 6), Y,
18 min (Saule 8, Programm 6). gCH3

EI-MS m/z (%) = 202 (100) [M+H]", 160 (48) [M-COCH3+H]".

'H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): & = 2.50 (s, 3H, 12-Hs), 2.86 (s, 3H, 9-Hs), 7.53 (ddd, J = 8.5,
7.0, 1.0 Hz, 1H, 6-H), 7.78 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.86 (ddd, J=8.5, 7.0, 1.0 Hz, 1H,
7-H), 8.15 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H, 5-H), 9.18 (bs, 1H, 10-H) ppm.

3C.NMR (125.7 MHz, Aceton-dg): 6 = 21.7 (g, C-9), 25.4 (g, C-12), 122.2 (s, C-4a), 126.4 (d,
C-6), 126.5 (d, C-5), 128.4 (d, C-8), 135.1 (d, C-7), 151.6 (s, C-8a), 171.0 (s, C-11), 171.6 (s,

C-4) ppm. C-2 konnte nicht identifiziert werden.

8.6 Actinomyces sp. Wa283 (GS DV283)

Bei diesem Bakterium handelt es sich um einen assoziierten Actinomyceten, welcher vom
Blatt (Folium) der Pflanze Filipendula palmata (Pall.) Maxim. (,MadesiR‘, Familie der

Rosaceae) isoliert wurde.

8.6.1 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte auf M2*-Festmedium. Die Platten wurden nach dem Beimpfen
fir vier bis finf Tage bei 28 °C inkubiert, wodurch sich sandfarbenes Luftmycel ausbildete.
Der Agar farbte sich leicht dunkelbraun. Die Einlagerung erfolgte unter

Standardbedingungen (in Glycerin und UGber Stickstoff).
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8.6.2 Kultivierung in Schiittelkolben und Aufarbeitung

Kultivierung: Die Kultivierung des Stamms Wa283 wurde in einem 7 L-Ansatz in 1L-
Erlenmeyerkolben mit Schikane und Schaumstoffkappe, die mit jeweils 250 mL SM-Medium
gefullt waren, durchgefiihrt. Die Kultivierungsbedingungen betrugen 28 °C und 180 rpm. Die
Inokulation erfolgte mit je 10 mL einer 48 h-Vorkultur (300 mL-Erlenmeyerkolben, Schikane,
je 100 mL SM-Medium, gleiche Bedingungen). Die Fermentation wurde nach vier Tagen
beendet, wobei die Kultur eine braune Farbe angenommen hatte und der pH-Wert bei 6.6
lag.

Aufarbeitung: Im chemischen Screening konnten nach Diinnschichtchromatographie des
Mycel-Extrakts keine als ,interessant” eingestuften Zonen gefunden werden. Das Mycel
wurde durch Filtration abgetrennt und daher verworfen. Das Kulturfiltrat wurde auf pH = 5.5
korrigiert, drei Mal mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase im Vakuum

eingeengt.

8.6.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Die Isolierung der Metaboliten erfolgte gemal Abbildung 81.

Extrakt

(Kulturfiltrat)

1. Kieselgel
(CHCl3/MeOH 9:1)
2. Sephadex LH-20

(Methanol)
HPLC
(Saule 7, Programm 1 HPLC
Laufmittelsystem ohne (S&ule 7, Programm 7)
Sdurezugabe)
69 70
0.2 mg/L 0.4 mg/L

Abbildung 81: Isolierungsschema der Metaboliten aus Actinomyces sp. Wa283 nach Fermentation in SM-
Medium.
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Indol-3-carbonsaure (69)

CoH;NO, (161.16)

8
hellbrauner Feststoff . SOOH
UV-16schend (254 nm) 1\
rot fluoreszierend (350 nm) 7a H
Smp.: 230°C

Rs= 0.45 (KG, CH,Cl,/MeOH 9:1).
R.= 13.0 min (HPLC: Saule 7, Programm 1).
Anfarbeverhalten: gelb-orange (Anisaldehyd).
EI-MS: m/z (%) = 161 (100) [M]*, 144 (77) [M-OH]".
uv (MeOH): Anax (Ig €) = 210 (3.54), 280 (3.15) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) =210 (3.38), 279 (3.03) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 219 (3.71), 280 (3.61), 341 (3.54) nm.
[a]3%=-7.7 ° (MeOH, ¢ = 1.0 mg/mlL).

'H-NMR (600 MHz, CD,Cl,): 6 = 7.28 (m, 2H, 5-H, 6-H), 7.47 (m, 1H, 7-H), 7.99 (d, 1H, 2-H),
8.14 (m, 1H, 4-H), 8.79 (bs, 1H, 1-H) ppm.
"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 6 = 7.12 (dt, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H, 5-H)", 7.15 (dt, J = 7.5, 1.3 Hz,
1H, 6-H)", 7.39 (m, 1H, 7-H), 7.86 (s, 1H, 2-H), 8.11 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, 7-H) ppm.

* . Zuordnungen sind austauschbar.
13C_NMR (150.8 MHz, CD;0D): & = 110.0 (s, C-3), 112.7 (d, C-7), 122.1 (d, C-4, C-5), 123.4 (d,
C-6), 127.5 (s, C-3a), 132.9 (s, C-2), 138.2 (s, C-7a), 170.3 (s, C-8) ppm.
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Pyrrol-3-carbonséure (70)

1H-Pyrrol-3-carbonsdure, 3-Pyrrolcarbonsaure

CsHsNO, (111.10) 3 BCOOH

blass gelber Feststoff U

UV-l6schend (254 nm) |i]

R:= 0.39 (KG, CH,Cl,/MeOH 9:1). i

R;= 5 min (HPLC: Saule 7, Programm 7).

Anfirbeverhalten: gelb-braun (Anisaldehyd).

El-MS: m/z (%) = 111 [M]" (6), 110 [M-H]" (100), 94 [M-OH]" (48), 66 [M-COOH]" (27),

45 [COOH]" (6).
DCI-MS:" m/z (%) = 221 [2M+H]* (8), 145 [M+NH3+NH4]* (23), 128 [M+NHs]* (100),
111 [M+H]" (14).

* . [M] = vermutlich unprotonierte Spezies von 70.

"H-NMR (600 MHz, Aceton-de): & = 6.15 (m, 1H, 4-H), 6.22 (bs, 1H, 1-H), 6.78 (m, 1H, 5-H),
6.95 (m, 1H, 2-H), 10.61 (bs, 1H, 6-OH) ppm.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 5.85 (bs, 1H, 1-H), 6.25 (m, 1H, 4-H), 6.65 (m, 1H, 5-H), 6.95
(m, 1H, 2-H), 9.58 (bs, 1H, 6-OH) ppm.

8.7 Actinomyces sp. WaS4811 (GS Dv4811)

Bei diesem Bakterium handelt es sich um einen assoziierten Actinomyceten, welcher von der
Sprossachse der Pflanze Filipendula palmata (Pall.) Maxim. (,MadesiR’, Familie der

Rosaceae) isoliert wurde.

8.7.1 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte auf M2*-Festmedium. Die Platten wurden nach dem Beimpfen
far vier bis finf Tage bei 28 °C inkubiert, wodurch sich sandfarbenes Luftmycel ausbildete.
Der Agar farbte sich leicht dunkelbraun. Die Einlagerung erfolgte unter

Standardbedingungen (in Glycerin und (iber Stickstoff).
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8.7.2  Kultivierung in Schiittelkolben und Aufarbeitung

Die Kultivierung des Stamms Wa283 wurde in einem 4 L-Ansatz in 1 L-Erlenmeyerkolben mit
Schikane und Schaumstoffkappe, die mit jeweils 150 mL M2-Medium gefillt waren,
durchgefihrt. Die Kultivierungsbedingungen betrugen 28 °C und 180 rpm. Die Inokulation
erfolgte mit je 1/8 einer gut bewachsenen Agarplatte des Stammes. Die Fermentation wurde
nach vier Tagen beendet, wobei die Kultur eine orange-braune Farbe angenommen hatte
und der pH-Wert bei 6.9 lag.

Zur Aufarbeitung wurde das Mycel durch Filtration abgetrennt und verworfen. Im
chemischen Screening konnten nach Diinnschichtchromatographie des Mycel-Extrakts keine
als interessant eingestuften Zonen gefunden werden. Das Kulturfiltrat wurde auf pH = 5.0
korrigiert, drei Mal mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase im Vakuum

eingeengt.

8.7.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Extrakt des Kulturfiltrats wurde an Kieselgel (Schwerkraft, Chloroform/Methanol 9:1)
chromatograhisch getrennt. Im Dinnschichtchromatogramm (KG, Chloroform/Methanol 9:1)
zeigte sich in einer Fraktion eine durch Orcin intensiv braun farbende Zone. Die zugehoérige
Substanz Streptazolin (71) konnte in einer Ausbeute von 3.5 mg/L mittels semipraparativer

HPLC (Saule 9, Programm 8) isoliert werden.

Streptazolin (71)

1-Aza-3-oxatricyclo-dec-6-en-2-on

C1:H13NO; (207.22)
gelbes Ol
UV-16schend (254 nm)
R¢= 0.34 (KG, CHCI3/MeOH 9:1);
0.64 (RP-18, MeOH/H,0 7:3).
R;= 6 min (HPLC: Sdule 9, Programm 8);

6 min (HPLC: S&ule 1, Programm 1).
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Anfarbeverhalten: gelb-braun (Anisaldehyd);
orange (Ehrlich);
intensiv braun (Orcin).
El-MS: m/z (%) = 207 (100) [M]*, 170 (20), 134 (29), 91 (35), 57(43).
HR-ESI-MS:  gefunden: m/z = 208.0968890 [M+H]";
berechnet: m/z = 208.0968197 [M+H]" (Abweichung 0.33 ppm).
UV (MeOH): A (Ig €) =203 (3.76), 268 (3.36), 547 (2.75), 578 (2.81) nm;
(MeOH, HCI): Anax (Ig €) = 202 (3.78), 265 (3.44), 544 (2.96), 579 (2.98) nm;
(MeOH, NaOH): Anax (Ig €) = 221 (3.64), 280 (3.47), 544 (2.98), 578 (3.01) nm.
[a]30= 25 ° (MeOH, ¢ = 1.0 mg/mL).
CD (MeOH, ¢ = 0.48 mmol/L): Amax (6) = 206 (10408), 212 (9987) nm.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6= 1.87 (d, J= 7.5Hz, 3H, 13-CHs), 2.12-2.24 und 2.41-2.54
(m, 2H, 9-H,), 3.32-3.46 (m, 2H, 10-H,), 4.26 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 11-H), 4.71 (d, J = 7.0 Hz, 1H,
4-H), 4.83 (s, 1H, 5-H), 6.00 (ddd, J = 7.0, 4.0, 3.5 Hz, 1H, 8-H), 6.12 (q, / = 7.0 Hz, 1H, 12-H)

ppm.

8.8 Actinomyces sp. WWa1l8 (GS DV18)

Bei diesem Bakterium handelt es sich um einen assoziierten Actinomyceten, welcher von der
Wourzel der Pflanze Filipendula palmata (Pall.) Maxim. (,MadeslR’, Familie der Rosaceae)

isoliert wurde.

8.8.1 Stammbhaltung

Die Stammhaltung erfolgte auf M2*-Festmedium. Die Platten wurden nach dem Beimpfen
fiir vier bis finf Tage bei 28 °C inkubiert, wodurch sich sandfarbenes Luftmycel ausbildete.
Der Agar farbte sich leicht dunkelbraun. Die Einlagerung erfolgte unter

Standardbedingungen (in Glycerin und (iber Stickstoff).

8.8.2  Kultivierung in Schiittelkolben und Aufarbeitung
Die Kultivierung des Stamms Wa283 wurde in einem 3 L-Ansatz in 1 L-Erlenmeyerkolben mit
Schikane und Schaumstoffkappe, die mit jeweils 250 mL SM-Medium gefillt waren,

durchgefiihrt. Die Kultivierungsbedingungen betrugen 28 °C und 180 rpm. Die Inokulation
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erfolgte mit je 1/8 Stlick einer gut bewachsenen Agarplatte des Stammes. Die Fermentation
wurde nach drei Tagen beendet, wobei die Kultur ockerfarben erschien und der pH-Wert bei
6.5 lag.

Zur Aufarbeitung wurde das Mycel durch Filtration abgetrennt und verworfen. Im
chemischen Screening konnten nach Diinnschichtchromatographie des Mycel-Extrakts keine
als interessant eingestuften Zonen gefunden werden. Das Kulturfiltrat wurde auf pH = 5.0
korrigiert, drei Mal mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase im Vakuum

eingeengt.

8.8.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Nach dreifacher Chromatographie an Kieselgel (1. Schwerkraft, Chloroform/Methanol 9:1; 2.
MPLC, Aceton/Wasser 3:1; 3. Schwerkraft, Cyclohexan/Ethylacetat/Methanol 5:10:0.5)
erhielt man Streptazolin (71) in einer Ausbeute von 5.0 mg/L. Die physikochemischen

Eigenschaften von 71 sind in Kapitel 8.7.3 beschrieben.

8.9 Actinomyces sp. WWa183 (GS DV183)

Bei diesem Bakterium handelt es sich um einen assoziierten Actinomyceten, welcher von der
Wourzel der Pflanze Filipendula palmata (Pall.) Maxim. (,MéadesiR‘, Familie der Rosaceae)

isoliert wurde.

8.9.1 Stammhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte auf M2*-Festmedium. Die Platten wurden nach dem Beimpfen
fir vier bis fiinf Tage bei 28 °C inkubiert, wodurch sich sandfarbenes Luftmycel ausbildete.
Der Agar farbte sich leicht dunkelbraun. Die Einlagerung erfolgte unter

Standardbedingungen (in Glycerin und liber Stickstoff).

8.9.2 Kultivierung in Schiittelkolben und Aufarbeitung

Die Kultivierung des Stamms Wa283 wurde in einem 6 L-Ansatz in 1 L-Erlenmeyerkolben mit
Schikane und Schaumstoffkappe, die mit jeweils 250 mL M2-Medium gefillt waren,
durchgeflhrt. Die Kultivierungsbedingungen betrugen 28 °C und 180 rpm. Die Inokulation

erfolgte mit je 1/8 Stlick einer gut bewachsenen Agarplatte des Stammes. Die Fermentation
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wurde nach vier Tagen beendet, wobei die Kultur ockerfarben erschien und der pH-Wert bei
7.3 lag.

Zur Aufarbeitung wurde das Mycel durch Filtration abgetrennt und verworfen. Im
chemischen Screening wurden nach Dinnschichtchromatographie des Mycel-Extrakts keine
Zonen fur eine weitere Bearbeitung ausgewahlt. Das Kulturfiltrat wurde auf pH= 5.0
korrigiert, drei Mal mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase im Vakuum

eingeengt.

8.9.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Extrakt des Kulturfiltrats wurde an Kieselgel (Schwerkraft, Chloroform/Methanol 9:1)
chromatograhisch getrennt. Im Diinnschichtchromatogramm (KG, Chloroform/Methanol 9:1)
zeigte sich in einer Fraktion eine breite Zone, die durch Behandlung mit Ehrlich in der Warme
orange farbte. Die zugehorige Substanz Streptazolin (71) konnte in einer Ausbeute von
3.0 mg/L nach Chromatographie an Kieselgel (Schwerkraft, Cyclohexan/Ethylacetat/
Methanol 5:10:4) gewonnen werden. Eine Charakterisierung von 71 befindet sich in Kapitel

8.7.3.
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9 Biosyntheseuntersuchungen an Streptomyces griseus 3822-14F

9.1 Stammbhaltung

Die Stammhaltung erfolgte auf SM-Agarplatten, welche nach dem Beimpfen fiir 3-4 Tage bei
28 °C inkubiert wurden. Der Stamm farbte den Agar dunkelbraun und bildete ein weildes

Luftmycel, welches sich teilweise grau verfarbte.

9.2 Standard-Kultivierung und Aufarbeitung

Sofern keine Biosyntheseuntersuchungen durchgefiihrt wurden, erfolgte die Kultivierung
von Stamm 3822-14F in SM-Medium oder Medium NL 1358s (mit 30 g/L Glycerin anstatt
Starke und Glucose). Dazu inokulierte man 250 mL Medium in 1 L-Erlenmeyerkolben (ohne
Schikane, mit Schaumstoffkappe) mit 1/8 einer gut bewachsenen Agarplatte. Die
Fermentation wurde auf einem Langsschiittler (120 spm) bei 28 °C fiir 70 h durchgefihrt.
Zum Erntezeitpunkt wies die Kultur eine braune Farbung auf und der pH-Wert lag bei 6.5.

Die Aufarbeitung erfolgte durch Korrektur des pH-Wertes auf 6.0 und Filtration Uber Celite.
Das Kulturfiltrat wurde 2x mit dem gleichen Volumen an Ethylacetat extrahiert und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt.

9.3 Fiitterungsexperimente zur Untersuchung der Biosynthese

Alle Futterungsexperimente wurden als 500 mL-Ansatz durchgefiihrt. Die zu fitternden
Substanzen wurden zuvor in 80 mL sterilem Reinstwasser gelost, ggf. der pH-Wert auf ca. 6-7
eingestellt und steril filtriert. Die Kultivierung erfolgte in 1 L-Erlenmeyerkolben (ohne
Schikane, mit Schaumstoffkappe) bei 28 °C. Dazu wurden je 250 mL Medium NL 1358f mit
1/8 einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft. Alle Fitterungssubstanzen wurden
kontinuierlich mittels Schlauchdosierpumpe zugefiihrt (s. Tabelle 15). Die Kultivierung wurde
nach der 56. Stunde (Futterungen mit Glycerin) bzw. nach der 70. Stunde (restliche
Fatterungen) beendet, wobei die anschlieRende Aufarbeitung analog zur Standard-Methode

erfolgte.
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Tabelle 15: Ubersicht iiber die eingesetzten Substanzen bei den Fiitterungsexperimenten am Produzenten-
stamm S. griseus 3822-14F. Bei der Fitterung von markiertem Glycerin wurde zusatzlich ein Teil unmarkiertes
Glycerin zugegeben, um statistische Kopplungen maoglichst zu unterbinden.

Anreicherung, End- Fiutterungs-
Substanz Bezugsquelle . .
% ee konzentration zeitraum
[U-13C5]Glycerin® Chemotrade 99 % 3C 0.8 mM 30.-42. Std.
(2R)-[1,2-3C,]Glycerin® H. G. FLOSS >99 % 3, 0.8 mm 30.-42. Std.
y

>95 % ee

(25)-[1,2-3C,]Glycerin® H. G. FLOSS >99 % 3¢, 0.8 mM 30.-42. Std.
>95 % ee

D-Glycerat(b) Fluka - 4.2 mm 32.-56. Std.

L-Glycerat™® Fluka - 4.2 mm 32.-56. Std.

(R)-Na[1,2-C,]Glycerat H. G. FLOSS >99 % 3, 3.9 mm 32.-56. Std.
>75% ee

(S)-Na[1,2-*C;]Glycerat H. G. FLOSS >99 % 3, 3.9 mM 32.-56. Std.
> 69 % ee

[Methyl-3C]L-Methionin an 99 % 3¢ 1.2 mm 32.-56. Std.

®: Zusatzlich wurden 2 mm unmarkiertes Glycerin zugegeben.
®. Es wurde Glycerinsaure-Hemicalciumsalz (Monohydrat) verwendet.
“: Cambridge Isotope Laboratories.

9.4 Kultivierung zur Produktion von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19)

Die Produktion von 19 wurde durch Fiitterung von Glycerin wahrend der Fermentation von
S. griseus 3822-14F induziert. Die Kultivierung erfolgte in 1 L-Erlenmeyerkolben (ohne
Schikane, mit Schaumstoffkappe) bei 28 °C. Dazu wurden 250 mL Medium NL 1358f mit 1/8
einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft. Eine sterile Glycerinlésung (40 mL pro
Erlenmeyerkolben) wurde von der 30. bis 42. Inkubationsstunde kontinuierlich mittels
Pumpe zugefihrt. Die Endkonzentration von Glycerin betrug 5.4 mm (500 mg/L). Die Ernte

erfolgte nach 56 Stunden, wobei die Aufarbeitung analog zur Standard-Methode erfolgte.

9.5 Isolierung der Metaboliten

Die Isolierung der Bafilomycine (16, 17) und des 2,4-Dimethoxycarbonylfurans (19) erfolgte
durch Saulenchromatographie an Kieselgel (Schwerkraft, Cyclohexan/Aceton 3:2) und
anschlieBender Trennung an Sephadex LH-20 (Eluent: Aceton). Folgende Ausbeuten waren

reproduzierbar: 3-5 mg/L an (16), 15-20 mg/L an (17) und ca. 1.5 mg/L an (19).
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9.6 Charakterisierung der Metaboliten

Bafilomycin A; (16)

CssHs304(622.83)
weiler Feststoff
UV-léschend (254 nm)
Smp.: 102 °C

Ri= 0.52 (KG, CHCls/MeOH 9:1);
0.46 (KG, Cyclohexan/Ethylacetat 1:2).
Anfarbeverhalten: dunkelviolett (Anisaldehyd).
HR-ESI-MS (TOF):  gefunden m/z = 645.3989 [M+Na]’;
berechnet m/z = 645.3973 [M+Na]".
IR (KBr): Vmax= 3421, 2967, 1735, 1718, 1687, 1646, 1662, 1246, 1195, 1163, 1100,
974 cm™.
uv (MeOH): Anax (Ig €) = 247 (4.42), 287 (4.06) nm;
(MeOH/HCI): Amax (Ig €) = 247 (4.40), 285 (4.03) nm;
(MeOH/NaOH): Anmay (Ig €) = 247 (4.42), 286 (4.07) nm.
[a]3°=-29 ° (MeOH, c = 0.3 mg/mL).
CD (MeOH, ¢ = 0.19 mmol/L): Amax (0) = 202 (-466), 246 (54786), 274 (-35519) nm.

'H-NMR (500 MHz, CD,Cl,): 6 = 0.76 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 33-Hs), 0.81 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 30-Hs),
0.89 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 32-Hs), 0.91 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 28-H3), 0.92 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 25-Hs),
1.00 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 31-H3), 1.04 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 27-H3), 1.11 (td, J = 11.5, 2.0 Hz, 1H, 20-
H.), 1.76 (dq, J = 7.0 Hz, 1.0 Hz, 1H, 18-H), 1.85-1.92 (m, 3H, H-24, H-22, H-8), 1.93 (s, 3H, 29-
Hs), 1.93-1.97 (m, 1H, 9-H,), 1.98 (d, J = 1.0 Hz, 3H, 26-Hs), 2.08 (m, 1H, 16-H), 2.12 (m, 1H, 9-
Hp), 2.23 (dd, J = 12.0, 5.0 Hz, 1H, 20-Hy), 2.53 (m, 1H, 6-H), 3.23 (s, 3H, 35-H3), 3.28 (m, 1H,
7-H), 3.46 (dd, J=10.0, 2.1 Hz, 1H, 23-H), 3.60 (s, 3H, 34-Hs), 3.61 (m, 1H, 21-H), 3.89 (t,
J=9.0 Hz, 14-H), 4.12 (ddd, J = 19.0, 4.2, 2.0 Hz, 1H, 17-H), 4.59 (dd, J= 4.2, 1.0 Hz, 1H, 17-
OH), 4.88 (dd, J=8.5, 1.0 Hz, 1H, 15-H), 5.13 (dd, J=15.0, 9.5 Hz, 1H, 13-H), 5.31 (d,
J=2.0Hz, 19-OH), 5.78 (d, J=9.0 Hz, 1H, 5-H), 5.81 (d, J=11.0 Hz, 1H, 11-H), 6.53 (dd,
J=15.0,11.0 Hz, 1H, 12-H), 6.68 (s, 1H, 3-H) ppm.
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3C-NMR (125.7 MHz, CD,Cl,): 6 = 7.1 (q, C-31), 9.8 (q, C-30), 12.1 (g, C-32), 14.0 (q, C-26),
14.3 (g, C-33), 17.3 (g, C-27), 20.1 (q, C-29), 21.3 (q, C-25), 21.7 (q, C-28), 28.2 (d, C-24), 37.0
(d, C-6), 37.5 (d, C-16), 40.4 (d, C-22), 43.8 (t, C-20), 41.4 (d, C-8), 41.5 (t, C-9), 42.3 (d, C-18),
55.7 (q, C-35), 60.1 (g, C-34), 71.0 (d, C-17), 70.9 (d, C-21), 76.1 (d, C-23), 77.0 (d, C-15), 81.1
(d, C-7), 82.6 (d, C-14), 99.3 (s, C-19), 125.3 (d, C-11), 127.1 (d, C-13), 133.1 (s, C-4), 133.5 (d,
C-12), 133.9 (d, C-3), 141.4 (s, C-2), 143.5 (d, C-5), 143.6 (s, C-10), 167.6 (s, C-1) ppm.

Bafilomycin B; (17)

Ca4HesNO13(816.00)
gelber Feststoff
UV-l6schend (254 nm)
Smp.: 129 °C

Ri= 0.39 (KG, CHCls/MeOH 9:1);
0.18 (KG, Cyclohexan/Ethylacetat 1:2).

Anfarbeverhalten: brdunlich-violett (Anisaldehyd).

HR-ESI-MS (TOF):  gefunden m/z = 838.4351 [M+Na]’;

berechnet m/z = 838.4348 [M+Na]".

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 215 (4.37), 252 (4.56) nm;
(MeOH, HCI): Anax (Ig €) = 206 (4.22), 247 (4.48), 291 (4.08) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 216 (4.45), 251 (4.60) nm.

IR (KBr): Vinax = 3420, 3251, 2967, 1724, 1614, 1553, 1458, 1362, 1244, 1170, 1099, 969,

943,917,760 cm™.
[a]2%= -24 ° (MeOH, c = 1.0 mg/mL).
CD (MeOH, ¢ = 0.18 mmol/L): Amax (0) = 203 (-5733), 222 (14687), 249 (23943),
276 (-24311) nm.
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'H-NMR (500 MHz, CD,Cl,): & = 0.79 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 33-H3), 0.82 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 30-Hs),
0.83 (d, J=6.5Hz, 3H, 32-H;), 0.91 (d, J=2.0Hz, 3H, 28-H;), 0.93 (s, 3H, 25-H3), 0.99
(d, J = 7.0 Hz, 3H, 31-H3), 1.04 (d, J = 8.0 Hz, 3H, 27-H3), 1.22 (td, J = 11.5, 2.0 Hz, 1H, 20-H,),
1.63 (m, 1H, H-22), 1.80 (m, 1H, H-18), 1.87 —1.92 (m, 2H, H-24, H-8), 1.93 (s, 3H, 29-Hs),
1.94 (m, 1H, 9-H,), 1.98 (d, J = 1.0 Hz, 3H, 26-Hs), 2.09 (m, 1H, 16-H), 2.11 (m, 1H, 9-Hy), 2.33
(dd, J=12.0, 5.0Hz, 1H, 20-H,), 2.54 (m, 1H, 6-H), 2.59 (bs, 4H, 7’-H,,
8'-H,), 3.23 (s, 3H, 35-H;), 3.28 (m, 1H, 7-H), 3.59 (m, 1H, 23-H), 3.61 (s, 3H, 34-Hs), 3.89
(t,J = 9.0 Hz, 1H, 14-H), 4.12 (ddd, J = 11.0, 4.0, 1.5 Hz, 1H, 17-H), 4.66 (d, J = 3.5 Hz, 1H, 17-
OH), 4.88 (dd, J=9.0, 1.0 Hz, 1H, 15-H), 5.00 (td, J=11.0, 5.0Hz, 1H, 21-H), 5.14
(dd, J = 15.0, 9.0 Hz, 1H, 13-H), 5.46 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 19-OH), 5.80 (m, 2H, 5-H, 11-H), 6.54
(dd, J=15.0, 11.0 Hz, 1H, 12-H), 6.69 (s, 1H, 3-H), 6.86 (d, J=15.0 Hz, 1H, 3’-H), 7.29
(d, J = 15.0 Hz, 1H, 2’-H), 8.90 (bs, 1H, NH) ppm.

3C-NMR (125.7 MHz, CD,Cl,): § = 7.2 (g, C-31), 10.0 (g, C-30), 12.4 (g, C-32), 14.1 (g, C-26),
14.4 (g, C-33), 17.4 (q, C-27), 20.3 (g, C-29), 21.3 (q, C-25), 21.8 (q, C-28), 14.4 (q, C-24), 26.2
(t, C-7’), 28.4 (d, C-24), 32.6 (t, C-8'), 37.2 (d, C-6), 37.7 (d, C-16), 38.5 (d, C-22), 40.4 (t, C-20),
40.6 (d, C-8), 41.7 (t, C-9), 42.4 (d, C-18), 55.8 (q, C-35), 60.3 (q, C-34), 71.1 (d, C-17), 75.8 (d,
C-21), 76.1 (d, C-23), 77.2 (d, C-15), 81.3 (d, C-7), 82.8 (d, C-14), 99.3 (s, C-19), 115.2 (s, C-5’),
125.5 (d, C-11), 127.3 (d, C-13), 133.3 (s, C-4), 133.4 (d, C-2’), 133.6 (d, C-12), 133.8 (d, C-3"),
134.0 (d, C-3), 141.6 (s, C-2), 143.6 (d, C-5), 143.7 (s, C-10), 164.2 (s, C-4’), 164.8 (s, C-1'),
167.7 (s, C-1), 175.6 (s, C-6’), 198.1 (s, C-9’) ppm.

2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19)

Furan-2,4-dicarbonsduredimethylester, Dimethyl-2,4-furandicarboxylat

CgH3gOs (184.15)
weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Smp.: 77 °C
Ri= 0.71 (KG, CHCl3/MeOH 9:1);
0.59 (KG, Cyclohexan/Ethylacetat 1:2).

Rr= 8 min (Sadule 1, Programm 1 ohne Saurezusatz)
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Anfarbeverhalten: blassrosa (Anisaldehyd)
EI-MS: m/z (%) = 184 (42) [M]", 153 (100).
HR-EI-MS: m/z = 184.0372 (gefunden wie berechnet).
IR (KBr): ¥max = 3138, 1729, 1437, 1395, 1272, 1083, 953, 808, 768 cm™".
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 203 (4.03), 242 (4.03) nm;
(MeOH/HCI): Amax (Ig €) = 203 (4.06), 241 (4.03) nm;
(MeOH/NaOH): A« (Ig €)= 204 (4.27), 242 (4.03), 296 (3.10) nm.

'H-NMR (600 MHz, CD,Cl,): 6 = 3.83 (s, 3H, 2”’-H3), 3.87 (s, 3H, 1”-Hj), 7.42 (s, 1H, 3-H), 8.11
(s, 1H, 5-H) ppm.

13C_NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): § = 52.1 (q, C-2”"), 52.4 (g, C-1”), 117.0 (d, C-3), 121.3 (s, C-4),
145.9 (s, C-2), 150.4 (d, C-5), 158.7 (s, C-1), 162.5 (s, C-2’) ppm.

9.7 Fiitterungsversuche zur Steigerung der Produktion von 2,4-Dimethoxy-
carbonylfuran (19)

Die Futterungsexperimente (500 mL-Ansatz) wurden in 1 L-Erlenmeyerkolben (ohne
Schikane, mit Schaumstoffkappe) mit je 250 mL Medium NL 1358f durchgefiihrt. Als
Kontrolle diente zusatzlich ein 1 L-Ansatz mit Glycerin-haltigem Medium NL 1358s (30 g
Glycerin anstatt Starke und Glucose). Nach dem Animpfen mit 1/8 einer bewachsenen
Agarplatte wurde der Stamm bei 28 °C und 120 spm (Langsschittler) inkubiert. Die zu
futternden Substanzen (s. Tabelle 16) wurden in 80 mL Reinstwasser gelost, ggf. der pH-Wert
auf 6-7 eingestellt und steril filtriert. Die Zuflitterung erfolgte kontinuierlich von der 30. bis
42. Inkubationsstunde. Die Ernte erfolgte nach der 56. Stunde. Nach Aufarbeitung, wie in
Kapitel 9.2 beschrieben, wurde das Rohprodukt in Methanol aufgenommen und eine
Konzentration von 4 mg/mL eingestellt. Diese Rohprodukt-Lésungen wurden mittels HPLC-

MS (Saule 1, Programm 1) auf Konzentrationen an 19 analysiert.



198 EXPERIMENTELLER TEIL

Tabelle 16: Zur Steigerung der Produktion von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19) dem Stamm S. griseus 3822-
14F zugefiitterte Substanzen.

Finale

Substanz Bezugsquelle .

Konzentration

pL-Alanin Fluka 8.0 mm
Glycerin AppliChem 4.0 mm
D-Glycerat Fluka 4.0 mm
DL-Serin Fluka 8.0 mm
Shikimisaure Fluka 4.0 mm

9.8 Darstellung von 2,4-Dimethoxycarbonylfuran (19)

[171] [184]

Die Synthese von 19 erfolgte durch Anknlipfung an Konzepte von FEIST", V. PECHMANN

und JOHNSTONE! 88!,

Cumalinsaure (97) (3 g, 20.1 mmol; AlfaAesar, 97 %) wurde in 10 mL Methanol durch leichtes
Erwdarmen (ca. 40 °C) geldst und im Eisbad mit etherischer Diazomethan-Losung (0.4 m, ca.
3 mL) versetzt bis eine dauerhafte Gelbfirbung der Losung eintrat. Nach Einengen im
Vakuum konnte der gebildete Cumalinsduremethylester (112) (0.3 g, 1.9 mmol) als weilRes
Pulver durch Chromatographie an Kieselgel (Schwerkraft, CHCl3;/MeOH 9:1) aus dem
Reaktionsgemisch isoliert werden. 112 wurde in 2 mL Eisessig unter Zugabe katalytischer
Mengen lod gelost, unter Rihren sukzessive mit 200 uL Brom versetzt und fiir 30 min auf ca.
70 °C (Wasserbad) erhitzt. Diese Losung wurde fir sieben Tage bei Raumtemperatur zum
Kristallisieren ruhen gelassen. Es bildeten sich klare Kristallnadeln, welche mit etwas Eisessig
gewaschen und in Diethylether aufgenommen worden. Nach Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum erhielt man Bromcumalinsduremethylester (113) (81 mg, 0.35 mmol) als weiRes
Pulver. 0.5 g KOH wurden in 1 mL Wasser gel6st, wovon 0.5 mL zu 113 gegeben worden. Die
Losung farbte sich gelb und wurde fiir 35 min bei 60 °C erhitzt. Nach Verdiinnen mit ca. 2 mL
Wasser und Abkihlen im Eisbad, erfolgte die Neutralisierung durch Zugabe von 10 %iger
H,SO4 (ca. 3 mL). Extraktion mit Diethylether und Einengen der organischen Phase lieferte
Furan-2,4-dicarbonsdure (96) (45 mg, 0.29 mmol) als gelb-weiBes Pulver. Die Veresterung
erfolgte erneut mit Diazomethan. Dazu wurde 96 in 20 mL Methanol gel6st und (auf Eis) im
Uberschuss — bis zum Eintreten einer dauerhaften Gelbfiarbung der Lésung — mit etherischer
Diazomethan-Losung versetzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels

Dinnschichtchromatogramm. Nach Chromatographie an Kieselgel (Schwerkraft,
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Cyclohexan/Aceton 3:2) erhielt man 19 (30mg, 0.16 mmol) als weiles Pulver mit
Schmelzpunkt bei 77 °C (Lit.: 109-110 °C)[171]. Fiir biologische Tests wurde das Produkt

zusatzlich mittels HPLC gereinigt (Sdule 11, Programm 1 ohne Saurezusatz).

Darstellung einer etherischen Diazomethan-L6sung

Losung 1: 50 g N-Methyl-N-nitroso-p-toluolsulfonamid (Aldrich ,Diazald‘) wurden in 480 mL
Diethylether gel6st und auf 0 °C gekihlt.

Losung 2: 23 g gepulvertes KOH wurden zu 80 mL Ethylenglykolmonomethylether (Aldrich)
gegeben und durch Erwarmen in Losung gebracht. AnschlieBend wurde auf 10 °C gekihlt.

In einem schlifffreien Kolben unterschichtete man bei 0°C Losung 1 mit Lésung 2 und
erwarmte unter langsamen Rihren auf 40 °C (Wasserbad). Das hierbei gebildete etherische
Diazomethan (ca. 350 mL, 0.4 m) konnte durch Destillation in eine eisgekiihlte Vorlage
gewonnen werden. Es wurde eine Apparatur ohne Schliffe verwendet. Nach Ende der
Reaktion wurde der Rickstand im Eisbad durch portionsweise Zugabe von 2wm HCI

neutralisiert.
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10 Genetische Studien zur Biosynthese des Collinolactons

10.1 Nahrmedien, Puffer und Losungen

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

AppliChem: Glycerin wasserfrei; EDTA Fluka: Pepton (Soja)
(Ethylendiamintetraessigsaure); Oxoid: Hefeextrakt

Na,EDTAx2 H,0; SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth: Tris (Tris-(hydroxymethyl)-amino-
BD Biosciences: Difco Agar; Bacto Tryton methan); Tris/HCI

Fermentas: IPTG (Isopropyl-B-p-thio- Sigma-Aldrich: RNase A

galactosid); X-Gal

Nahrmedien

Fir alle Nahrmedien wurde demineralisiertes Wasser verwendet und der pH-Wert vor dem
Autoklavieren mit 0.5 M Salzsdure bzw. 0.5 M Natronlauge eingestellt (sofern angegeben).
Zur Herstellung von Agarplatten wurden 22 g/L Agar zugesetzt. Alle Nahrmedien wurden
durch Autoklavieren (feuchte Hitze, 121 °C, 1 bar Uberdruck, 30 min) sterilisiert.

Die folgenden Angaben beziehen sich auf ein Endvolumen von einem Liter:

LB Bacto Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 10g
pH=7.0
2xYT Bacto Trypton 16 g
Hefeextrakt 10g
NacCl 5g
pH=7.0
SOB Bacto Trypton 20g
Hefeextrakt 5g
NaCl 10g
250 mm KClI 10 mL

pH=7.0
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Medium S 1. Lésung auf 800 mL
Pepton 4g
Hefeextrakt 4g
KoHPO4 4¢g
KH2PO4 4¢g
2. Lésung auf 200 mL
Glucose 10g
MgSO, 05¢g

nach dem Autoklavieren zusammengeben

Puffer und Lésungen
Es wurde Reinstwasser verwendet und die Losungen nach dem Ansetzen steril filtriert

(Membranfilter Sartorius Minisart 2 um).

Puffer fiir die DNA-Praparation

TE-Puffer Tris/HCI 10 mm
EDTA 1mm
pH = 8.0-8.2
Tris-Puffer Tris/HCI 10 mm
pH=8.5
ALl Tris/HCI 50 mm
EDTA 10 mm

RNase A (100 mg/mL in TE-Puffer; 100 pg/mL
10 min bei 80 °C aktiviert)

pH=8.0
AL2 SDS 1% (m/v)
NaOH 0.2 m
AL3 Kaliumacetat 3Mm

pH=55
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Puffer fiir die Gelelektrophorese

TAE-Puffer Tris 2Mm
(50x Stammlsg.) Na,EDTA x 2 H,0 50 mm

pH = 8.0 (mit Eisessig)

TAE-Puffer Tris 40 mm
(1x Gebrauchslsg.) Na,EDTA x 2 H,0 1 mm

pH = 8.0 (mit Eisessig)

Beschwerungspuffer Bromphenolblau 0.42 % (m/v)
(10x) Xylencyranol 0.42 % (m/v)
EDTA 83 mm
Glycerin 30 % (m/v)

Lésungen fiir Blau/WeiR-Screening

X-Gal Losungsmittel: Dimethylformamid 40 mg/mL
IPTG Losungsmittel: Reinstwasser 100 mm

10.2 Antibiotika

Fliissig- und Festmedien

Tabelle 17: Ubersicht {iber die eingesetzten Konzentrationen an Antibiotka.

Endkonzentration

Antibiotikum Abkiirzung Losungsmittel Hersteller
[ng/mL]

Ampicillin amp 100 Wasser Roth
Apramycin apr 100 (E. coli) Wasser Fluka

50 (Streptomyceten)
Chloramphenicol cm 25 Methanol Roth
Kanamycin kan 50 Wasser Roth

30 (Qiagen pDrive)
Nalidixinsaure nal 30 0.05 m NaOH AlfaAesar
Thiostrepton thio 30 DMSO Sigma-Aldrich

Overlay: Es wurde 1 mL des Antibiotikums auf die Festphasenkultur aufgetragen und

vorsichtig mittels Plattierungsspatel (Fa. Sarstedt) verteilt. Damit die Endkonzentration beim

Overlay der Konzentration anfanglich zugesetzter Antibiotika entsprach, galt folgende

Annahme: Je Petrischale sind 25 mL Festmedium enthalten. Dadurch wurde der Overlay mit

einer um den Faktor 25 erhéhten Konzentration an Antibiotikum durchgefihrt.
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Beispiel Apramycin: Festmedium 100 pg/mL

Overlay 1.25 mg/mL
10.3 Enzyme
Restriktionsenzyme
5-G GATCC-3* New England Biolabs
BamHI A
3‘-CCTAG G-5° (NEB), Fermentas
5'-A"GATCT-3
Bgll A Fermentas
3'-TCTAG A-5°
5'-G AATTC-3*
EcoRl A Fermentas
3‘-CTTAA G-5°
5'-CTGCA"G-3"
Pstl A Fermentas
3'-G ACGTC-5*
5-GAGCT~AC-3f
Sacl Fermentas
3'—-CATCGAG-51

Fir eine schnellere Restriktionsspaltung wurden die Enzyme BamHI| und Bglll alternativ als

,FastDigest‘-Enzyme (Fermentas) verwendet.

Enzyme fiir die PCR

Taqg DNA Polymerase Fermentas
DreamTaqg DNA Polymerase Fermentas
TrueStart Tag DNA Polymerase Fermentas
CombiZyme Polymerase Invitek

Diverse Enzyme

RNase A Sigma-Aldrich
Proteinase K Sigma-Aldrich
Lysozym Sigma-Aldrich
T4 DNA Ligase Fermentas

Phosphatase (,FastAP’) Fermentas
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10.4 Weitere Reagenzien

Agarose (NEEO Ultra-Qualitat)

dNTP (Desoxynukleotide)

Ethidiumbromid (1 %)

Marker fiir Gelelektrophorese
(GeneRuler, 1 kb und 100 bp)

Oligonukleotide

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Losung (25:24:1)

Sucrose (Saccharose)

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Fermentas

Sigma-Aldrich
Roth

Roth
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10.5 Escherichia coli-Stamme und Plasmide

Tabelle 18: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamme und Plasmide sowie deren Eigenschaften.

Bezeichnung Genotyp/Funktion Selektion Bezugsquelle
E. coli Standard zur Multiplikation geeignet flr Abteilungsbestand
DH5a[?"] von Plasmiden; Blau/WeiR-

F'/endA1,hsdR17 (ri my), Selektion

glnV44, thi-1, recAl,
gyrA(Nal®), relA1, AlaclZYA-
argF)U169, deoR ($80dlac

A(lacZa)M15)
E. coli Standard fir Konjugations- - T. WEBER (Universitat
ET12567'23! experimente; Tubingen)

F-, dam-13::Tn9, dmc-6,
hsdM, hsdR, lacY1

pOJ436[214] Integrationssystem/ apr Combinature (Berlin)
Cosmidbank
pDrive Sequenzierungsvektor amp, kan; Qiagen
Blau/WeilR- (PCR Cloning Kit)
Selektion
pJET1.2/blunt Sequenzierungsvektor amp; Fermentas (CloneJET

,letales Gen“ PCR Cloning Kit)
fur Selektion

pUB307[232] Mobilisierungsplasmid fir cm, kan T. WEBER (Universitat
Konjugationsexperimente Tubingen)

pA18mob[233] Geninaktivierungsvektor apr T. WEBER (Universitat
Tiubingen)

pSET152[214] Integrationssystem apr T. WEBER (Universitat
Tlbingen)

pSET152ermE+ Integrationssystem mit apr T. WEBER (Universitat
egfp+rrnB ,Green Fluorescence Protein’ Tibingen)

Ausgewadhlte Plasmidkarten befinden sich im Anhang (s. Kapitel 11.1).
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10.6 Kultivierung von Streptomyces albus und Streptomyces lividans

10.6.1 Stammhaltung

Die Stammhaltung erfolgte aus SM*-Agarplatten, welche nach Inokulation fiir vier bis funf
Tage bei 28 °C inkubiert wurden. Der Stamm S. albus bildete weil3-griines Luftmycel, welches
nicht vollstandig mit Sporen bedeckt war und der Agar verfarbte sich griin-braun. Der Stamm

S. lividans bildete weilR-graues Luftmycel und es kam zu einer Graufarbung des Agars.

10.6.2 Standardkultivierung fiir molekulargenetische Arbeiten

Die Kultivierung erfolgte in 300 mL-Erlenmeyerkolben (EMK) mit Schikane und
Schaumstoffkappe bei 27 °C und 180 rpm. Die Kolben enthielten je 100 mL Medium S und
wurden mit ca. 1 cm? einer gut bewachsenen Agarplatte inokuliert. Die Fermentationsdauer

betrug 48 h.

10.7 Kultivierung von Streptomyces sp. G6 40/10 und Tii 1892

10.7.1 Stammhaltung

Die Stammhaltung erfolgte auf SM-Agarplatten, welche nach Inokulation fir drei bis vier
Tage bei 28 °C inkubiert wurde. Es bildete sich weilRes Luftmycel, welches sich mit der Zeit

grau verfarbte. Der Agar zeigte nach Inkubation eine deutliche Verdunkelung.

10.7.2 Standardkultivierung

Vorkultur bzw. Kultur fiir molekulargenetische Arbeiten: Die Kultivierung erfolgte in
300 mL-Erlenmeyerkolben (EMK) mit Schikane und Schaumstoffkappe bei 28 °C und
250 rpm. Die Kolben enthielten je 100 mL SM-Medium und wurden mit ca. 1 cm? einer gut
bewachsenen Agarplatte inokuliert. Die Fermentationsdauer betrug 24h flr
molekulargenetische Arbeiten (Isolierung von DNA) bzw. 48 h als Standard-Vorkultur.
Hauptkultur: Zur Isolierung von Collinolacton (20) erfolgte eine Kultivierung in 1 L EMK mit
Schikane und Schaumstoffkappe fiir 72 h bei 28 °C und 250 rpm. Die Kolben enthielten je
150 mL SM-Medium und wurden mit 7.5 mL (5 % (v/v)) einer 48 h alten Vorkultur angeimpft.

Nach 24 h wurden jedem EMK ca. 7 g steriles, feuchtes XAD-16 zugesetzt.
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10.7.3 Aufarbeitung
Diese Standard-Aufarbeitung erfolgte in Anlehnung an die Arbeiten von L. HorrmanN' und

2081 7yr Optimierung der Collinolacton-Ausbeute.

J.-N. FRICKE
Die Kulturbriihe wurde mit 1m HClI auf pH=5.0 eingestellt, mit Celite-Pulver (ca.
4 Essloffel/L) versetzt und filtriert. Es wurde nur der feste Mycel-Riickstand durch Extraktion
mit Aceton aufgearbeitet. Die organische Phase wurde im Vakuum entfernt und der
Rackstand ggf. durch Lyophilisierung vollstandig getrocknet. Das so erhaltene griinbraune
Pulver wurde mit Chloroform/Methanol 9:1 extrahiert (3x 20 mL/g), filtriert, der Rickstand

verworfen und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Man erhielt ein braunes Ol, welches mit

Petrolether (3x 10 mL/g) gewaschen wurde.

10.7.4 Chromatographische Aufreinigung

Nach dem ersten Reinigungsschritt an Kieselgel (Schwerkraft, Chloroform/Methanol 9:1)
erfolgte Chromatographie an RP-18 (MPLC, Methanol/Wasser 7:3). Ggf. war eine weitere
Aufreinigung mittels semipraparativer HPLC (Saule 5, Programm 2) bzw. praparativer HPLC
(Saule 12, Programm 2) durchzufiihren. Man erhielt Collinolacton (20) als weifRes Pulver in

wechselnden Ausbeuten von 10-30 mg/L.

10.7.5 Charakterisierung von Collinolacton (20)

Die Charakterisierung von 20 erfolgte gemaR den Arbeiten von L. HorFmANN! Y,

(6E,82,14E)12-Ethyl-4-hydroxy-8,14-dimethyl-4,5,5a,9a,12,13,13a,15a-octahydro-2H-pyrano-
[3°,4°:7,8]cyclodeca[1,2-b]oxepine-2,10(3H)-dione

20 (anti)
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C,1H,505 (360.45)
weiller Feststoff
UV-16schend (254 nm)
Re=  0.71 (KG, CH,Cl,/MeOH 9:1);

0.41 (RP-18, MeOH/H,0 7:3).
R.= 15 min (Saule 5, Programm 2).
Anfarbeverhalten: griin (Anisaldehyd);

gelb (Ehrlich).
ESI-MS (positive lonen): m/z = 743.0 [2M+Na]’;
(negative lonen): m/z = 405.1 [M+HCOOY], 764.9 [2M+HCOO]".
HR-ESI-MS  berechnet: m/z = 361.20095 [M+H]", 383.18290 [M+Na]’;
gefunden: m/z = 361.20099 [M+H]", 383.18302 [M+Na]".
IR (KBr): Vmax= 3428, 2959, 2362, 1725, 1638, 1450, 1381, 1266, 1200, 1143
1019 cm™.

UV  (MeOH): Anux (Ig €) = 240 (3.13);

(MeOH/HCI): Amax (Ig €) = 240 (3.13);

(MeOH/NaOH): Amayx (Ig €) = 240 (3.23) nm.
[a]4%=-20° (CHCl3, c = 5.9  10” mol/L);

-92° (MeOH, ¢ = 2.5 * 102 mol/L).
CD (MeOH, ¢ = 0.059 mmol/L): Anax (0) = 211 (-37214), 251 (8306) nm.

Anti-Rotamer

'H-NMR (600 MHz, CD,Cl,): § = 1.0 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-Hs), 1.62 (m, 1H, 17-H,), 1.68
(s, 3H, 19-Hs), 1.73 (m, 1H, 17-Hy), 1.76 (m, 1H, 5-H,), 1.78 (m, 1H, 13-H,), 1.89 (m, 1H,
13-Hy), 1.91 (s, 3H, 16-Hs), 2.34 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 5-Hy), 2.62 (ddd, J = 8.5, 8.5, 3 Hz, 1H,
13a-H), 2.88 (m, 1H, 5a-H), 2.92 (dd, J = 15, 5 Hz, 1H, 3-H,), 3.14 (dd, J = 10, 15 Hz, 1H, 3-Hy),
3.27 (dd, J = 8.5, 8.5 Hz, 1H, 9a-H), 4.35 (m, 1H, 12-H), 4.46 (m, 1H, 4-H), 4.83 (d, J = 7.0 Hz,
1H, 15-H), 5.13 (dd, J = 16, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.61 (dd, J = 6.0, 6.0 Hz, 1H, 15a-H), 5.74 (dd, J =
7.5, 2.5 Hz, 1H, 9-H), 5.88 (d, J = 16.5 Hz, H-7) ppm.
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13C-.NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): 6 = 9. 6 (q, C-18), 13.2 (q, C-19), 19.8 (q, C-16), 28.4 (t, C-17),
32.4 (t, C-13), 35.0 (t, C-5), 40.5 (d, C-9a), 42.7 (t, C-3), 43.0 (d, C-5a), 46.7 (d, C-13a), 62. 8 (d,
C-4),78.4 (d, C-12), 82.2 (d, C-15a), 123.5 (d, C-9), 127.0 (d, C-6), 133.7 (s, C-14), 133.7 (d, C-
15), 135.8 (s, C-8), 138.7 (d, C-7), 171.6 (s, C-2), 173.8 (s, C-10) ppm.

Syn-Rotamer

'H-NMR (600 MHz, CD,Cl,): 6 =0.99 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H3), 1.58 (s, 3H, 19-H3), 1.62
(m, 1H, 17-H,), 1.73 (m, 1H, 17-Hy), 1.77 (m, 1H, 5-H,), 1.91 (s, 3H, 16-H3), 2.04 (m, 2H,
13-H,), 2.22 (m, 1H, 13a-H), 2.29 (dd, J = 15, 5 Hz, , 1H, 3-H,), 2.35 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H,
5-Hy), 2.76 (m, 1H, 5a-H), 3.14 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 3.35 (dd, J = 12, 8.5 Hz, 1H, 9a-H),
4.35 (m, 1H, 12-H), 4.46 (m, 1H, 4-H), 5.17 (dd, J = 16, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.26 (d, J = 6.0 Hz, 1H,
15-H), 5.46 (dd, J =5, 5 Hz, 1H, 15a-H), 5.57 (dd, J = 8.5, 3 Hz, 1H, 9-H), 5.94 (d, /= 16.5 Hz,
1H, 7-H) ppm.

13C.NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): & = 9.9 (g, C-18), 20.3 (g, C-16), 23.5 (g, C-19), 28.5 (t, C-17),
35.0 (t, C-13), 35.6 (t, C-5), 42.9 (t, C-3), 44.4 (d, C-5a), 45.3 (d, C-13a), 46.6 (d, C-9a), 62.7 (d,
C-4), 78.6 (d, C-12), 80.1 (d, C-15a), 120.4 (d, C-9), 121.8 (d, C-15), 124.3 (d, C-6), 138.0 (s, C-
8), 138.3 (d, C-7), 148.3 (s, C-14), 171.5 (s, C-2), 173.9 (s, C-10) ppm.

10.8 Isolierung und Reinigung von DNA
10.8.1 Isolierung genomischer DNA aus Streptomyceten (Mini Praparation)
Das hier angewandte Verfahren beruht im Wesentlichen auf drei Schritten: Zuerst erfolgt
das Aufbrechen der Zellen durch ein Agens (Lysozym) mit anschlieBender Entfernung von
Lipidmolekiilen durch ein Detergens (SDS). Es folgt eine Abtrennung der Proteine durch
Behandlung mit Phenol/Chloroform. AbschlieRend wird die DNA durch Prazipitation mit
Isopropanol gereinigt.
e 5mL einer 24 h-Kultur des Bakterienstammes werden bei 5000 rom fir 5 min
zentrifugiert und der fliissige Uberstand verworfen.
e Das Mycel-Pellet mit 10.3 % (m/v) Sucrose-Lésung waschen und erneut bei 5000 rpm
fiir 5 min zentrifugieren; Uberstand abdekantieren.
e Pellet mit 1-2 mL TE-Puffer resuspendieren und 100 pL davon in 2 mL-Reaktionsgefald

Uberfihren.
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Lyse: Nach Zugabe von 1 mL Lysozym-Losung bei 37 °C fir 60-90 min inkubieren.
Lysozym-L6sung: 10 mg/mL in TE-Puffer.

Es werden 10 uL Proteinase K-L6sung zugegeben und bei 50 °C fir 15 min inkubiert.
Proteinase K-Losung: 20 mg/mL in Reinstwasser oder fertige Gebrauchslosung.

Durch Zugabe von 250 pL einer 2 % (m/v) SDS-L6sung und anschlieRendem Mischen
mittels Vortex sollte eine klare Losung vorliegen. Ggf. den Ansatz fiir kurze Zeit bei
50 °Cinkubieren.

Zur Proteinfallung werden 250 uL Phenol/Chloroform-Losung zugegeben, durch
Umschwenken durchmischt und der Ansatz 5-10 min auf Eis stehen gelassen.
AnschlieBend bei 13000 rpm fiir 10 min zentrifugieren.

Es bilden sich drei Phasen, mit den Proteinen in der Interphase. Die obere, wassrige
Phase in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihren und Phenolisierungsschritt (Zugabe
Phenol/Chloroform, Inkubation auf Eis, Zentrifugieren) 1-3x wiederholen, bis sich
keine Protein-Interphase mehr ausbildet.

Zur Fallung der DNA wird 1/10 Volumen 3 m Natriumacetat-Losung und 1 Volumen
Isopropanol zugeben und bei Raumtemperatur fir 10 min stehen gelassen. Nach
anschlielender Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min liegt die DNA als hell-weiRRes
Pellet vor und der Uberstand kann abdekantiert werden.

Das Waschen der DNA erfolgt mit 1 mL 70% (v/v) Ethanol, gefolgt von einer
Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min. Uberstand verwerfen.

10-15 min in der Vakuumzentrifuge trocknen und Pellet in 50 uL sterilem
Reinstwasser (kurze Lagerung), Tris-Puffer oder TE-Puffer aufnehmen. Ggf. kurzzeitig
auf 37 °C erwarmen, um Pellet zu l6sen. In Losung kann die genomische DNA einige

Tage bei 4 °C aufbewahrt werden. Eine Langzeitlagerung erfolgt bei -20 °C.

Alternativ erfolgte die Isolierung genomischer DNA mittels folgender DNA-Isolierungs-Kits

gemal Anleitung:

bacDNA-OLS Kit OMNI Life Sciences

DNA Isolation Kit for Cells  Roche

RTP Bacteria DNA Mini Kit  Invitek
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Ausbeute/DNA-Konzentration: Auf eine Bestimmung der DNA-Konzentration wurde im
Allgemeinen verzichtet. Um jedoch einen Anhaltspunkt fir alle Folgeanwendungen zu
bekommen, wurde die Konzentration ausgewdhlter Proben von C. SiMON (AK
DANIEL/Universitat Gottingen) mittels Peglab NanoDrop 1000 bestimmt.

Die Werte der DNA-Konzentration nach Mini Praparation lagen bei ca. 0.2-0.5 pug/uL (Kit)
bzw. 1.0-2.0 pg/mL (Phenol/Chloroform-Isolierung).

10.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA (Mini Praparation)

Diese Methode beruht auf einer alkalischen Lyse, verbunden mit anschlieBendem Absenken
des pH-Werts. Dadurch werden Bedingungen geschaffen, bei denen nur Plasmid-DNA
renaturiert und so von chromosomaler DNA getrennt werden kann. AbschlieRend wird die
Plasmid-DNA mittels Isopropanol-Fallung gereinigt und aufkonzentriert.

e F. coli-Zellen mit entsprechendem Plasmid Giber Nacht (12-15 Stunden) in LB-Medium
(in Reagenzglasern mit Alukappe) unter Selektionsdruck bei 37 °C und 220 rpm
(Schragschiittelbrett) kultivieren.

e 3 mLdieser Kultur zentrifugieren (5000 rpm, 3 min) und Uberstand verwerfen.

e Pellet in 300 uL AL1-Puffer vollstandig resuspendieren; es empfiehlt sich ein 2 mL-
Reaktionsgefal fiir die weiteren Schritte.

e 300 pL AL2-Puffer hinzufiigen, mehrmals vorsichtig umschwenken und maximal finf
Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen.

e Die Proteinfallung erfolgt durch Hinzufiigen von 300 uL AL-3 Puffer, vorsichtiges
Umschwenken und anschlieBende Inkubation fiir 15 min auf Eis.

e Reaktionsgefald fir 20 min bei 13000 rpm zentrifugieren.

e Den Uberstand in ein neues 2 mL-ReaktionsgefaR tberfiihren und mit dem gleichen
Volumen Isopropanol vorsichtig mischen; fiir 30-45 min bei Raumtemperatur
inkubieren.

e Zentrifugation bei 13000 rpm fir 15 min. Es sollte sich ein hell-weiRes Pellet am
Boden des ReaktionsgefiRes befinden. AnschlieBRend Uberstand verwerfen.

e Zum Reinigen der DNA 1 mL 70% (v/v) Ethanol auf das Pellet geben und 10 min auf
Eis stehen lassen. Zentrigugation bei 13000 rpm fir 15min; Uberstand

abdekantieren.
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e 10-15min in der Vakuumzentrifuge trocknen und Pellet in 50 uL sterilem
Reinstwasser (kurze Lagerung), Tris-Puffer oder TE-Puffer aufnehmen. Ggf. kurzzeitig
auf 37 °C erwarmen, um Pellet zu 16sen. Fiir eine anschlieRende Verwendung, an der
Enzyme beteiligt sind, Reinstwasser oder Tris-Puffer als Loésungsmittel verwenden
(kein EDTA). Die geltste Plasmid-DNA ist einige Tage bei Raumtemperatur bzw. bei

4 °C stabil; eine langere Aufbewahrung erfolgt bei -20 °C.

Diese Methode eignet sich besonders, um Plasmid-DNA fiir Folgeanwendungen oder
Einlagerung vieler Proben (z.B. Cosmid-Bank) zu gewinnen. Die Proben waren jedoch nie
komplett frei von Proteinresten. Flir eine anschlieRende Sequenzierung oder effiziente
Transformation mit E. coli (Elektroporation) wurde die Mini Praparation mittels folgender
DNA-Isolierungs-Kits bevorzugt:

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche

NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel

Ausbeute/DNA-Konzentration: Auf eine Bestimmung der DNA-Konzentration wurde im
Allgemeinen verzichtet. Um jedoch einen Anhaltspunkt fir alle Folgeanwendungen zu
bekommen, wurde die Konzentration ausgewahlter Proben von B. RusT (AK PIELER/Universitat
Gottingen) mittels Amersham Biosciences Ultraspec 1100pro bestimmt.

Die Werte der DNA-Konzentration nach der Mini Praparation lagen bei 50-200 ng/uL (Kit)
bzw. 500-800 ng/uL (,Hand-Prap.“).

10.8.3 Reinigung von DNA

Bei Anwendungen, bei denen sich Enzyme nicht durch Hitze inaktivieren lassen, war eine
Reinigung von DNA als Zwischenschritt notig.

Phenol/Chloroform-Fallung: Hierbei werden Proteine durch Zugabe von Phenol/
Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung (25:24:1) denaturiert und koénnen so von der DNA
abgetrennt werden. Dazu wird der Reaktionsansatz mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung gemischt und nach ca. 5 min Inkubation bei
13000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Es bilden sich drei Phasen, wobei sich die Proteine in der

Interphase befinden. Die obere, wassrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefal Gberfihrt.
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Ethanol-/Isopropanol-Fillung: Zu der DNA-L6sung wird 1/10 Volumen 3 m Natriumacetat-
Losung gegeben. AnschlieBend versetzt man das Gemisch mit zwei Volumenteilen Ethanol
bzw. einem Volumenteil Isopropanol und inkubiert auf Eis fir 30 min. Durch Zentrifugation
(15-30 min, 13000 rpm) erhélt man die DNA als hell-weil3es Pellet, welche mit 50 uL sterilem

Reinstwasser (kurze Lagerung), Tris-Puffer oder TE-Puffer resuspendiert werden kann.

10.9 Charakterisierung von DNA

10.9.1 Restriktionsspaltung

Alle bendétigten Reagenzien wurden kurz vor der Anwendung auf Eis aufgetaut und der
Spaltungsansatz anschlieBend ebenfalls auf Eis angesetzt. Das Verhaltnis Enzym zu DNA
beruht auf der Annahme, dass 1 pug DNA von 10 u Enzym gespalten wird. Im Folgenden sind

die Zusammensetzungen eines Standardansatzes von 20 pL angegeben.

BamHI mit BSA (NEB) Restriktionsenzyme (Fermentas)
Reinstwasser ad 20 pL Reinstwasser ad 20 pL
Puffer (10x) 2 uL Puffer (10x) 2 uL

BSA 0.2 uL Enzym (10 u/uL) 1L

Enzym (20 u/uL) 0.5 uL DNA 1pL?/5puL’
DNA 1pl?/5puLP

2. genomische DNA; ®: Plasmid-DNA
Der Ansatz wurde vorsichtig durchmischt und bei 37 °C fiir 10 min (FastDigest-Enzyme) bzw.
60 min (konventionelle Enzyme) inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte, wenn

moglich, mittels Hitze-Inaktivierung nach den Herstellerangaben.

Die Zugabe von BSA tragt zur Stabilisierung des Enzyms bei und soll eine bessere
,Performance” des Enzyms zur Folge haben. Es konnte jedoch kein Unterschied zu einem
Verdau ohne Einsatz von BSA festgestellt werden.

Ein Verdau mit zwei Enzymen (doppelter Verdau) erfolgte nach Angaben des Herstellers

(Online-Programm Fermentas DoubleDigest)!**.

10.9.2 Agarose-Gelelektrophorese
Aufgrund ihrer negativen Ladung ist es moglich, DNA im elektrischen Feld in einer Agarose-
Matrix aufzutrennen. Die Laufstrecke richtet sich nach den &uBeren Bedingungen

(Konzentration der Agarose, angelegte Spannung) und nach GrofRe und Konformation der
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DNA. Fir die Gelelektrophorese wurde ein Gel aus Agarose angefertigt. Dessen
Konzentration richtet sich nach der zu erwartenden GroRRe der aufzutragenden Fragmente:

e DNA<1kb:2 % (w/w) Agarose in TAE-Puffer; Marker Typ 100 bp.

e DNA>1kb: 0.8 % (w/w) Agarose in TAE-Puffer; Marker Typ 1 kb.

Es wurde Agarose zu TAE-Puffer gegeben und mehrmals bis zur vollstandigen Losung in der
Mikrowelle erhitzt. Die heifle Agarose-TAE-Losung wurde in eine vorbereitete Gelkammer
(mit Geltisch, 10 cm Lange) bis zu einer Fiillhdhe von ca. 5 mm gegossen, mit einem Kamm
versehen und zum Abkihlen stehen gelassen. Das feste Gel wurde mit Geltisch in eine TAE-
Puffer gefillte Elektrophoreseapparatur tberfiihrt und der Kamm vorsichtig entfernt. Das
Gel muss vollstandig von TAE-Puffer Giberschichtet sein. Zum Beladen des Gels werden 5 plL
DNA mit 2 pL Beschwerungspuffer versetzt und in die Probentaschen gegeben. Zusatzlich
wurde 1 uL DNA-Marker als GroRenvergleich aufgetragen. Die Elektrophorese wurde fir
110 min bei 70 V durchgefiihrt (Biorad PowerPac 300).

Um die DNA sichtbar zu machen, wurde das Gel anschlieRend fiir 20-30 min im
Ethidiumbromidbad (Ethidiumbromid in TAE-Puffer, 1 ug/mL) geféarbt. Hierbei interkaliert
Ethidiumbromid in die DNA, weshalb diese mittels Transilluminator (Syngene GelVue

GVM?20, A = 302 nm) sichtbar gemacht werden konnte.

10.10 Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

10.10.1 Oligonukleotide (,Primer’) fiir die PCR

Die Primer wurden durch die Firma Sigma-Aldrich als Auftragsarbeit synthetisiert. Alle
Primer wurden geldst in TE-Puffer (100 mm) bei -20 °C gelagert. Fir den haufigen PCR-
Einsatz wurden die Primer als 10 mm Aliquots in Reinstwasser verwendet; hierbei war eine

Lagerung bei 5 °C fir einige Tage moglich.

BVO-spezifische Primer (abgeleitet aus Alignment)

BVD1a_for: 5-GGN CTN ATG CTN GCN GGN GAR C-3‘(22mer; 50 % GC; Ty = 65 °C)
BVD1b_for: 5-GGS CTS ATG CTS GCS GGS G-3‘ (19mer; 53 % GC; Ty = 61 °C)
BV63_for: 5-GGA CTN ATG CTN GCN GGS GA-3‘ (20mer; 50 % GC; Ty = 63 °C)
BVD1a_rev: 5‘-TC NCC RTC RCA NCC NAC G-3‘ (18mer; 50 % GC; Ty = 55 °C)
BVD1b_rev: 5'-TC SCC GTC GCA KCC SAC G-3‘ (18mer; 61 % GC; Ty = 65 °C)
BVD2a_rev: 5 -G SGC SGC RTC NCC SGC-3‘ (16mer; 63 % GC; Ty = 58 °C)
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BVO-spezifische Primer (abgeleitet mit Programm CodeHop[m])

BVCHA1_for: 5'-CGG CCC GGT CGG NMT SWT SCT SG—-3‘ (23mer; 57 % GC; Ty = 76 °C)
BVCHA2_for: 5'-“ACG TCG TCG TCG TCG GNG SSG GNC C-3‘ (25mer; 64 % GC; Ty =79 °C)
BVCHD1_rev: 5-CGT CGC AGC CSA CSV YGY A-3‘(19mer; 53 % GC; T\ = 62 °C)
BVCHD2_rev: 5'-AGT GCT CGC CGT CRC ANC CNA C-3(22mer; 59 % GC; Ty = 69 °C)
BVCHE1_rev: 5-TGC TGG TGG GCG GCR TCN CCN GC-3‘ (23mer; 70 % GC; T\ = 80 °C)
BVCHE2_rev: 5'-GGC GGC CAG CTT CCA NCC SAG GT-3*(23mer; 65 % GC; Ty = 75 °C)

Primer fiir Screening nach PKS 1%
1KS5_for: 5'-AGA ATT CGG SCC SGC SCT SAC SGT SGA CAC SGC S-3/

(34mer; 47 % GC; Ty =76 °C)
1rAT3 rev: 5'-TTT CTA GAS GCG ATC TCS CCC TGS GWG TGS CC-3/

(32mer; 50 % GC; Ty, = 76 °C)
PKSI-KS_for: 5‘-CTS GGS GAC CCS ATC GAG-3*

(18mer; 56 % GC; T\y =54 °C)
PKSI-AT_rev: 5'-GCS GCS GCG ATC TCS CCC TGS SWG TGS CC-3/

(29mer; 59 % GC; Ty = 81 °C)

10.10.2 PCR-Programme/-Reaktionsbedingungen
Zur Verbeugung vor Kontaminationen und daraus resultierender falsch positiver Amplifikate,
wurde der PCR-Ansatz unter sterilen Bedingungen zusammengestellt. Fir alle PCR-Versuche

mit Tag-Polymerase (Standard) wurde folgender Ansatz gewahlt:

Reinstwasser ad 50 pL

Puffer (10x) 5uL (1x)

MgCl, (25 mm) 5ul/7 L (2.5 mm/3.5 mm)
dNTPs (10 mm) 1uL (0.2 mm)

Primer forward (10 pum) 2.5 uL (0.5 um)

Primer reverse (10 um) 2.5 uL (0.5 um)
Tag-Polymerase (5 u/uL) 0.2 puL (1u)
DNA-Template 1puL

Die Durchfihrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgte mittels Eppendorf

Thermocycler Typ ,Gradient’.
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Temperaturgradient: Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur erfolgten
zunachst PCR-Versuche mit Temperaturgradient. Unter Berlicksichtigung der
Schmelztemperaturen der eingesetzten Primerpaare wurde ein Temperaturfenster von
60 + 6 °C gewahlt. Die einzelnen Abstufungen wurden durch den Eppendorf Thermocycler
automatisch festgelegt: 55.1, 55.5, 56.4, 57.6, 59.1, 60.7, 62.4, 63.9 °C. Als Template diente
genom. DNA der Stamme Tl 2717 und G0 40/10. Alle moglichen Kombinationen der BVO-
spezifischen Primer wurden getestet.

Definierte Annealing-Temperatur: Da jedoch kein eindeutiges Ergebnis erzielt wurde,
erfolgte die PCR nunmehr bei einer bestimmten Annealing-Temperatur: Es wurde
angenommen, dass sich diese an der Schmelztemperatur der Primer orientiert. Sie wurde 2-
6 °C geringer gewadhlt als der Durchschnittswert der Schmelztemperaturen beider Primer.
Aullerdem sollte die Annealing-Temperatur moglichst unter 68 °C gehalten werden, da ab
dieser Temperatur die Polymerase aktiviert ist. Flir die Elongation galt die Annahme, dass
durch die Polymerase ca. 1000 Basenpaare pro Minute synthetisiert werden kénnen.
PCR-Programme

BVO-Standard:

Denaturierung 95°C 2:30 min
Denaturierung 95°C 1:15 min
Annealing 1:30 min 30 Zyklen
Elongation 72 °C 1:00 min

Finale Elongation 72 °C 10:00 min
Endtemperatur 10 °C

* . Die optimale Annealing-Temperatur wurde gemal} Tabelle 19 gewahlt.

Tabelle 19: Annealing-Temperaturen des Programms ,BVO-Standard’ fiir die jeweiligen Primerpaare.

BVDla_for BVD1b_for BV63_ for

BVD1la_rev 57 °C 56 °C -
BVD1b_rev 63 °C 57 °C 57 °C
BVD2a_rev 57 °C 57 °C -

BVCHD1_rev - 57 °C 57°C
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BVO-1: Touchdown-PCR fir Primer BVCHA1/2_for + BVCHD1_rev

Denaturierung 95 °C 2:00 min

Denaturierung 95°C 0:30 min —
Annealing 63 °C 0:20 min 7 Zyklen
Elongation 72°C 1:.00 min —
Denaturierung 95°C 0:30 min —,
Annealing 61°C 0:20 min 7 Zyklen
Elongation 72°C 1:.00 min —!
Denaturierung 95°C 0:30 min —
Annealing 59 °C 0:20 min 7 Zyklen
Elongation 72°C 1:.00 min —!
Denaturierung 95°C 0:30 min —
Annealing 57 °C 0:20 min 7 Zyklen
Elongation 72°C 1:00 min —!

Finale Elongation 72 °C 10:00 min

Endtemperatur 10°C

Bei dieser Kombination des Primerpaares lage die als optimal angenommene Annealing-
Temperatur bei ca. 62 °C. Aufgrund der grofRen Differenz der Schmelztemperaturen beider

Primer wurde versucht, einen moglichst breiten Temperaturbereich abzudecken.

BVO-2a: Touchdown-PCR fiir Primer BVCHA1/2_for + BVCHD2_rev

Denaturierung 95°C 2:00 min

Denaturierung 95°C 0:30min —

Annealing 66 °C  0:20 min 10 Zyklen
Elongation 72°C 0:50 min —
Denaturierung 95°C 0:30 min —

Annealing (optimal) 64 °C 0:20 min 20 Zyklen
Elongation 72°C 0:50 min —!

Finale Elongation 72 °C 10:00 min

Endtemperatur 10°C
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BVO-2b: PCR fir Primer BVCHA1/2_for + BVCHD2_rev

Denaturierung 95°C 2:00 min
Denaturierung 95 °C 0:30 min
Annealing (optimal) 64 °C 0:20 min 30 Zyklen
Elongation 72 °C 0:50 min

Finale Elongation 72 °C 10:00 min

Endtemperatur 10 °C

BVO-3: 2-Step-PCR flr Primer BVCHA1_for + BVCHE1/2_rev

Denaturierung 95°C 2:00 min
Denaturierung 95°C 0:30 min
:| 30 Zyklen
Annealing & 72°C 1:10 min
Elongation

Finale Elongation 72 °C 10:00 min

Endtemperatur 10 °C

BVO-4: Kombinierte 2-Step- und Touchdown-PCR fiir Primer BVCHA2_for + BVCHE2_rev

Denaturierung 95°C 2:00 min
Denaturierung 95°C 0:30 min
:| 10 Zyklen
Annealing & 72 °C 1:00 min
Elongation
Denaturierung 95 °C 0:30 min
Annealing (optimal) 68 °C  0:20 min 20 Zyklen
Elongation 72 °C 0:50 min

Finale Elongation 72 °C 10:00 min

Endtemperatur 10 °C
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PKS I—Screening[zas]

Denaturierung 94 °C 3:00 min
Denaturierung 94°C 1:15min
Annealing 57 °C 1:30 min 35 Zyklen
Elongation 72°C 1:00 min

Finale Elongation 72 °C 5:00 min

Endtemperatur 10°C

10.11 Untersuchungen zur Primer-Spezifitat mittels real-time PCR

Die Durchfuhrung der real-time PCR erfolgte mittels BioRad Thermocycler Typ ,iCycler’ in der

Arbeitsgruppe P. KARLOVSKY (Universitat Gottingen).

Tabelle 20: Reaktionsgemisch und Programme zur Untersuchung von Streptomyces sp. G6 40/10 und Tu 2717
mittels real-time PCR.

Bezeichnung Konzentration Endkonzentration
Reinstwasser ad 25 pL
NH,4 Reaktionspuffer (Bioline) 10x 1x
Magnesiumchlorid (Bioline) 50 mm 4 mm
dNTP (Bioline) 4 mm 150 um
Primer forward 10 pm 0,5 um
Primer reverse 10 um 0,5 um
Fluorescein 1um 10 nm
SybrGreen |, Molecular Probes (/nvitrogen) 10x 0,1x
BioTag DNA Polymerase (Bioline) 5U/uL 0,5U
DNA-Template 5 ng/uL 1pul

Programm 1

Cycle Bezeichnung Temperatur Minuten
Cycle 1 initiale Denaturierung 95 °C 2:30
Cycle 2 Denaturierung 92 °C 1:00
40x Hybridisierung 55°C-65°C 1:00
Elongation 72°C 2:00
Cycle 3 finale Elongation 72°C 5:00
Cycle 4 Denaturierung (Schmelzkurve) 95°C 1:00
Cycle 5 Abkiihlung (Schmelzkurve) 55°C 1:00
Cycle 6 Schmelzkurve 65°C—> 95°C 0:10

60 x 0,5 °C Steps
Cycle 7 15 °C HOLD
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Programm 2

Cycle Bezeichnung Temperatur Minuten
Cycle 1 initiale Denaturierung 95 °C 0:30
Cycle 2 Denaturierung 94 °C 0:30
40x Hybridisierung 55°C-61°C 0:30
Elongation 72°C 0:30
Cycle 3 finale Elongation 72°C 5:00
Cycle 4 Denaturierung (Schmelzkurve) 95°C 1:00
Cycle 5 Abklhlung (Schmelzkurve) 55°C 1:00
Cycle 6 Schmelzkurve 65°C- 100°C 0:20
70 x 0,5 °C Steps
Cycle 7 15 °C HOLD

10.12 Klonierungsexperimente und DNA-Transfer
10.12.1 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um groRendefinierte DNA-Fragmente fir Klonierungsarbeiten zur Verfligung zu haben,
wurde DNA aus PCR-Experimenten bzw. nach Restriktionsspaltung mittels Agarosegel
getrennt (vgl. Kapitel 10.9.2). Im Unterschied zur Standard-Gelelektrophorese wurde ein
Geltisch groBerer Laufstrecke (20cm) eingesetzt und das Gel nach erfolgter
Gelelektrophorese in der Mitte geteilt. Die eine Halfte des Gels wurde mit Ethidiumbromid
behandelt und diente als Referenz, die zweite Halfte wurde nicht angefarbt und diente zur
Extraktion. Die Auftragsvolumina betrugen: 5 uL DNA zum Anfarben und 20-30 uL DNA zum
Extrahieren. Die weiteren Bedingungen hierbei lauteten: 2 % (w/w) Agarose; 140 V; 180 min.
Nach erfolgter Auftrennung konnten die gesuchten DNA-Fragmente durch Vergleich zur
Laufhdhe der Referenz mit einem Skalpell ausgeschnitten werden. Die eigentliche Extraktion

wurde mit Hilfe des QlAquick Gel Extraktion Kits (Qiagen) nach Anleitung durchgefihrt.

10.12.2 Ligation von DNA in einen Vektor

Mittels T4 DNA Ligase kdonnen unter ATP-Verbrauch sowohl glatte (blunt) als auch
Uberhangende (sticky) Restriktionsenden von doppelstrangiger DNA verknipft werden.
Dabei kommt es zur Ausbildung einer Phosphodiesterbindung.

Die Ligation in pDrive und pJET1.2/blunt erfolgte mittels der in den Vektoren-Sets

enthaltenen Komponenten (gemaf Anleitung).
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Da der Vektor pA18mob nicht linearisiert vorlag, musste dieser vor der Ligation noch durch
Restriktionsspaltung mit BamHI| geoffnet werden. Um eine Rekombination des Vektors mit
sich selbst bei der Ligation =zu verhindern, erfolgte als zweiter Schritt eine
Dephosphorylierung am 5-Ende mittels FastAP-Phosphatase (gemaR Anleitung).

Fir anschlieBende Ligation wurde folgender Ansatz gewahlt:

Reinstwasser ad 20 pL

Insert / Vektor Insert 10 uL / Vektor 2 uL (Verhaltnis 5:1)
Ligationspuffer 2 uL

T4 DNA Ligase 1u(1pL)

Die Inkubation erfolgte iber Nacht (ca. 20 Stunden) bei 4 °C.

Eine Selektion auf rekombinante Plasmide erfolgte im Anschluss an die Transformation.
Dabei richtete sich die Methode nach den Eigenschaften des eingesetzten Vektors:

- pDrive: mittels Blau/WeiB-Screening (s. Kapitel 10.12.4)

- pJET1.2blunt: Der Vektor enthélt ein letales Gen, dessen Expression verhindert
wird, wenn DNA erfolgreich in die Klonierungsstelle ligiert wurde. Die Effizienz
hierbei ist allerdings durch u.a. punktuelle Mutationen im Vektor begrenzt.
Daher besitzen nur etwa 50-80 % der gewachsenen Kolonien tatsachlich das
Insert.

- pA18mob: Dieser Vektor wurde fiir die interspezifische Konjugation mit dem
E. coli ET12567 eingesetzt. Da dieser allerdings nicht fur das Blau/WeiR-Screening
geeignet ist, erfolgte die Selektion Uber einen Zwischenschritt. Dazu wurde der
E. coli DH5a mit pA18mob transformiert und erfolgreich rekombinierte Plasmide
mittels Blau/WeiRR-Screening selektiert. Nach Isolierung der Plasmid-DNA konnte
bei der anschlieenden Transformation ausschlielich erfolgreich ligierte DNA

eingesetzt werden (vgl. Kapitel 10.12.6).

10.12.3 DNA-Transfer mittels Elektroporation
Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen
Grundlage bei der Herstellung kompetenter Zellen bildet eine Ubernachtkultur des zu
transformierenden E. coli-Stammes (DH5a, ET12567 (pUB307)). Dabei erfolgte die
Kultivierung von DH5a ohne Selektionsdruck; die Kultivierung von ET12567 (pUB307) wurde

unter Zugabe von Chloramphenicol und Kanamycin durchgefihrt. Bei der weiteren
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Aufarbeitung ist darauf zu achten, dass die Zellen die ganze Zeit unter Kiihlung behandelt

werden.

25 mL SOB-Medium (in 100 mL EMK ohne Schikane mit Schaumstoffkappe) mit 5 uL
einer Glycerin-Einlagerung des E. coli-Stammes inokulieren und bei 37 °C, 220 rpm fir
12-15 Stunden inkubieren. DH5a: ohne Selektionsdruck; ET12567 (pUB307): unter
Zugabe von Chloramphenicol und Kanamycin.

Vier 1 L EMK (ohne Schikane, mit Schaumstoffkappe) mit je 500 mL SOB-Medium ca.
30 min bei 37 °C vorwdrmen. Bei E. coli ET12567 (pUB307) erfolgt zusatzlich die
Zugabe von Chloramphenicol und Kanamycin zum SOB-Medium.

Nach Inokulation mit je 2.5mL (DH5a) bzw. 5mL (ET12567 (pUB307)) der
Ubernachtkultur bis zu einer optischen Dichte (ODggo) von 0.6-0.8 kultivieren (ca. 2-
4 h) und anschlieRend sehr rasch auf Eis kiihlen.

Die Zellen des kompletten Ansatzes werden in 250 mL Zentrifugationsflaschen
(Nalgene) durch Abzentrifugieren (10 min, 6000 rpm, 4 °C) gewonnen; der Uberstand
wird verworfen. Danach die Zellen auf Eis gekihlt halten.

Zum Entfernen des Kultivierungsmediums werden die Zellen drei Mal mit
eisgekiihlter 10% (m/v) Glycerinlosung gewaschen: Dazu werden die
Zentrifugationsflaschen mit der Glycerinlosung aufgefiillt, durch Schitteln
resuspendiert und gekihlt (4 °C) bei 6000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wird nach Abdekantieren verworfen.

Die Zellen werden nach dem Waschen mit eiskalter Glycerinldsung (10 %ig)
resuspendiert und in zwei Falcontubes lberflihrt, kurz zentrifugiert (4000 rpm, 4 °C)
und der Uberstand verworfen.

Die Zellpellets werden in jeweils 3 mL eiskalter Glycerinlosung (10 %ig)
aufgenommen (entsprechen 3 mL Glycerin pro Liter SOB-Medium; soll: ca.
10%° Zellen/mL).

AbschlieBend die Zellsuspension als 50 uL Aliquots in ReaktionsgefdRe abfiillen, in

flissigem Stickstoff schockgefrieren und bei -75 °C lagern.
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Elektroporation (Elektrotransformation)

e Pro Reaktion ein 50 pL Aliquot der elektrokompetenten Zellen und die DNA auf Eis
auftauen lassen.

e 1 uL der DNA im Reaktionsgefals zu den E. coli-Zellen geben, 30 Sekunden inkubieren
und in eine sterile, eisgekiihlte Elektroporationskiivette (Biorad GenePulser Kiivette,
0.2 cm Entfernung der Elektroden) tGberfihren.

e Die Behandlung im Elektroporator (Biorad GenePulser) erfolgte unter folgenden
Bedingungen:

Spannung:  2.5kV

Kapazitat: 25 uF

Widerstand: 200 Q

Die Pulsdauer fur eine erfolgreiche Transformation liegt bei ca. 5ms. Es darf zu
keiner Lichtbogenbildung kommen.

e AnschlieBend den Reaktionsansatz sofort in 1 mL warmen (28-30 °C) LB-Medium
ohne Selektionsantibiotikum aufnehmen, in ein 1.5 mL Reaktionsgefall liberfiihren
und zur Regeneration eine Stunde bei 37 °C inkubieren.

e Nach der Regeneration wird der Ansatz auf LB-Agar mit entsprechenden
Selektionsantibiotka ausplattiert und tiber Nacht (ca. 15 Stunden) bei 37 °C inkubiert.
Es empfiehlt sich, eine 1:10 Verdiinnung (100 pL des Ansatzes verdiinnt mit 900 pL
LB-Medium) auszuplattieren sowie die restlichen 900 puL des Ansatzes auf eine
weitere LB-Agarplatte zu geben. Die Selektion auf erfolgreiche Transformation erfolgt

Uber die vermittelte Antibiotikaresistenz.

10.12.4 Blau/WeiR-Selektion von transformierten Kolonien

Bei Transformationen mit Vektoren (pDrive, pA18mob), die das lacZ-Gen zur
Komplementation der B-Galactosidase des E. coli besitzen, wurde eine Blau/WeiR-Selektion
zur Detektion rekombinanter Plasmide vorgenommen. Das fiir die Komplementation
notwendige Protein wird auf dem Plasmid kodiert und enthdlt einen multiplen
Klonierungsbereich. Durch den Einbau eines Inserts in diesen Klonierungsbereich wird die
kodierende Sequenz unterbrochen und die Bildung des notwendigen Proteins unterbleibt.
Als Nachweis fiir das Vorhandensein von aktivef3 -Galactosidase diente das Substrat X-Gal,

welches dem LB-Festmedium zugesetzt wurde. Zur Induktion des /acZ-Promotors wurde
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zusatzlich IPTG zugegeben. Bei erfolgreicher Expression des lacZ-Gens erscheinen die
Kolonien blau, was auf ein Fehlen des Inserts hindeutet.

Hierzu wurden zu einem Liter ca. 50-55 °C warmen LB-Agar 2 mL einer X-Gal-L6sung und
0.5 mL einer IPTG-Losung zugegeben. Anschliefend wurden dem Agar noch entsprechende

Selektionsantibiotika zugesetzt.

10.12.5 Resistenzprofil von Streptomyces sp. G6 40/10 und Tii 1892

Um nach erfolgter Konjugation garantieren zu kdnnen, dass ein Wachstum auf Antibiotika-
haltigen Medium nur von den erzeugten Mutanten ausgeht, erfolgte vor der eigentlichen
Konjugation die Erstellung eines Resistenzprofils der Stamme G6 40/10 und Ti 1892. Dazu
wurden zum einen Antibiotika-haltige SM-Agarplatten mit den beiden Streptomyceten
beimpft und bei 28 °C inkubiert. Des Weiteren wurden SM-Agarplatten (ohne Antibiotikum)
inokuliert, fiir 24 Stunden bei 28 °C inkubiert und anschliefend das Antibiotikum via Overlay
aufgetragen. Uber mehrere Tage wurde das eventuelle Wachstum der beiden Stimme
verfolgt. Getestet wurden: Apramycin (50 pg/mL), Chloramphenicol (25 pg/mL), Kanamycin
(50 ug/mL), Nalidixinsdure (hier 40 pug/mL) und Thiostrepton (30 ug/mL). Die

Konzentrationen wurden entsprechend Tabelle 17 gewahlt.

10.12.6 Interspezifische Konjugation von E. coli und Streptomyces sp.
Bei der Konjugation konnen Plasmide (Fremd-DNA) in einen Streptomyceten eingebracht
werden. Hierbei fungiert ein E. coli-Stamm mit dem Plasmid als Donor und der
Streptomyceten-Stamm entsprechend als Rezipient. Hierbei wird die Transferfunktion eines
RP4-Plasmid in E. coli ausgenutzt, um den Transfer in andere Spezies zu ermdoglichen. Die
Plasmide missen hierzu einen RP4 Origin of Transfer (oriT) besitzen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde der methylierungsdefiziente E. coli ET12567 mit dem Mobilisierungsplasmid
pUB307 (ein RP4-Derivat) verwendet. [232]
e Vorbereitung des Rezipienten: Der Bakterienstamm wird 48 h unter Standard-
bedingungen kultiviert und als Glycerin-Einlagerung eingefroren.
e Der E. coli ET12567 (pUB307) mit dem zu mobilisierendes Plasmid wird iber Nacht
(ca. 12-15 Stunden) in 5 mL LB-Medium unter Selektionsdruck (Reagenzgldser mit

Alukappe) bei 37 °C und 220 rpm kultiviert.
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Davon 100 L zu 5 mL frischem LB-Medium geben und unter Selektionsdruck bis zu
einer optischen Dichte (ODggg) von 0.4-0.6 bei 37 °C und 220 rpm inkubieren.

Die Zellen in 15 mL Falcontubes vier Minuten bei 7000 rpm (4 °C) abzentrifugieren
und zwei Mal mit LB-Medium ohne Antibiotikazusatz waschen.

Den Rickstand mit LB-Medium resuspendieren und mit 500 pL einer Glycerin-
Einlagerung des Streptomyceten vermischen.

Dieser Ansatz wird zwei Mal mit 2xYT-Medium gewaschen; das Zentrifugieren erfolgt
hierbei bei 5000 rpm (4 °C) fur drei Minuten.

Uberstand abdekantieren und Pellet im verbleibendem Medium resuspendieren.
Diese Zellsuspension anschliefend auf dem Medium SM* unter Zusatz von 10 mm
MgCl, ausplattieren und bei 30 °C fiir 16-20 Stunden inkubieren.

Overlay: Die SM*-Agarplatten mit 1 mL einer Lésung aus dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum und 0.5 mg/mL Nalidixinsdure (zum Abtoten von E. coli)
uberschichten und trocknen lassen. Es wird nur das Selektionsantibiotikum
entsprechend des zu mobilisierenden Plasmids fiir den Overlay eingesetzt, nicht
zusatzlich fur das Mobilisierungsplasmid (pUB307).

Die Platten werden nach dem Overlay bis zu einem deutlichen Wachstum der
Exkonjuganten bei 30 °C inkubiert.

Als Test auf erfolgreiche Konjugation werden die gewachsenen Kolonien auf frisches
SM-Festmedium (unter Zusatz des Selektionsantibiotikums und Nalidixinsdure)

Uberimpft und bei 28 °C fiir 4-6 Tage inkubiert.

Alternative Vorgehensweise fiir Insertionsmutanten mit Plasmid pA18mob als Donor:

Hierbei stammten die verwendeten Bakterienzellen nicht aus einer Glycerin-Einlagerung,

sondern werden direkt aus einer 48 h-Kultur enthommen. Als Alternative wurde eine

Sporensuspension verwendet. Zusatzlich kommt es zu einem Aktivierungsschritt durch

Warme.

Die Gewinnung der E. coli-Zellen erfolgt nach oben genannter Methode.

Variante 1: 100 pL einer 48 h-Kultur des Rezipienten-Stammes werden zu 400 plL
2xYT-Medium in ein Reaktionsgefall gegeben.

Variante 2: Eine drei Tage alte Festphasenkultur (Agarplatte) des Rezipienten-

Stammes wird mit ca. 3 mL 2xYT-Medium (berschichtet. Mit Hilfe eines Wattepads
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werden die Sporen des Luftmycel vorsichtig abgeldst. Mittels Pipette werden die
Sporen durch das Wattepad gefiltert und in ein Falcontube Uberfihrt. Dieser Schritt
wird drei Mal wiederholt und die Sporen durch Zentrifugation (7000 rpm, 4 min)
gewonnen. 5 uL der Sporen werden in 500 pL 2xYT-Medium aufgenommen.

e Zur Induktion der Konjugationseffizienz wird die Suspension (aus Variante 1 bzw. 2)
bei 50 °C fur 10 min inkubiert.

e Die E. coli-Zellen werden in etwas 2xYT-Medium resuspendiert und 500 pL davon mit
dem Rezipienten (aus Variante 1 bzw. 2) vermischt.

e Alle weiteren Schritte folgen der Standard-Vorschrift.

10.12.7 Konjugationsfahigkeit von Streptomyces sp. G6 40/10 und Tii 1892

Um in spateren Versuchen die Sicherheit zu besitzen, dass die eingesetzten Stammen
Uberhaupt eine Konjugationsfahigkeit besitzen, wurden Vorversuche mit Modellplasmiden
durchgefiihrt. Hierzu wurden die von T. WEBER (Universitdt Tibingen) bereitgestellten
Plasmide pSET152 und pSET152ermE+egfp+rrnB lber eine intergenerische Konjugation von
ET12567 (pUB307) in die Stamme G6 40/10 und Ti 1892 vermittelt. Fur Kulturen, die das
gewliinschte Resistenzprofil (Apramycin-Resistenz) aufwiesen, wurde eine erfolgreiche
Plasmid-Aufnahme angenommen. Zusatzlich konnte durch das via pSET152ermE+egfp+rrnB
vermittelte ,EGFP‘ (,Enhanced Green Fluorescence Protein‘) mittels Fluoreszenz-
spektroskopie auf erfolgreiche Konjugation geschlossen werden. Dazu wurde eine einzelne
Kolonie aus dem Agar ausgestochen und auf einen Objekttrdger Giberfiihrt. Die Emission des
GFP liegt bei 508 nm, daher konnten erfolgreiche Exkonjuganten durch eine griine
Fluoreszenz identifiziert werden. Die Messungen am Fluoreszenzmikroskop erfolgten in
Zusammenarbeit mit D. WEIskopF (AK STEINEM/Universitat Gottingen) an einem Zeiss AxioTech

Vario (Bandpass-Filtersatz 44: 475 nm Absorption, 530 nm Emission).

10.12.8 Kultivierung und Analyse der Geninaktivierungsmutanten
Alle durch interspezifische Konjugation erhaltenen Exkonjuganten, die das korrekte
Resistenzprofil (Apramycin-resistent) auswiesen, wurden unter Selektionsdruck kultiviert.

Zusatzlich erfolgte eine parallele Fermentation des Wildtyps mit und ohne Selektionsdruck.
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Streptomyces albus [ Streptomyces lividans

Vorkultur: Die Kultivierung erfolgte in 300 mL-Erlenmeyerkolben (EMK) mit Schikane und
Schaumstoffkappe bei 27 °C und 180 rpm. Die Kolben enthielten je 100 mL Medium S, und
wurden mit ca. 1 cm? einer gut bewachsenen Agarplatte inokuliert. Die Fermentationsdauer
betrug 48 h.

Hauptkultur: Die Kultivierung erfolgte je Mutante in vier 300 mL-Erlenmeyerkolben (EMK)
mit Schikane und Schaumstoffkappe bei 27 °C und 180 rpm. Die Kolben enthielten jeweils
125 mL Medium SM*,,; und wurden mit 12 mL (10 % (v/v)) der Vorkultur beimpft. Die Dauer
der Fermentation betrug vier Tage fir S. lividans bzw. funf Tage fiir S. albus.

Aufarbeitung: Der pH-Wert der vereinigten Kulturbrithe wurde auf 5.5 korrigiert. Das Mycel
wurde nach Zugabe von etwas Celite durch Filtration abgetrennt und mit 100 mL Aceton im
Ultraschallbad behandelt. Das Kulturfiltrat wurde zwei Mal mit der gleichen Menge an
Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden im Vakuum eingeengt.

Analyse: Die Analyse des Metabolitenmusters erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie
(KG, Chloroform/Methanol 8:2 und RP, Methanol/Wasser 7:3) und HPLC-MS (S&ule 1,
Programm 1). Fir beide Untersuchungen wurde eine Konzentration der Rohextrakte von

5 mg/mL eingestellt.

Streptomyces sp. G6 40/10

Kultivierung: Die Kultivierung erfolgte pro Mutante in zwei 300 mL-Erlenmeyerkolben (EMK)
mit Schikane und Schaumstoffkappe bei 28 °C und 250 rpm. Die Kolben enthielten jeweils
100 mL SM,,-Medium und wurden mit ca. 1cm? einer gut bewachsenen Agarplatte
inokuliert. Nach 24 Stunden wurden jeder Kultur 10 mL (ca. 5g) eines sterilen XAD-
16/Wasser-Gemisches zugegeben. Die Fermentation wurde nach 70 Stunden beendet.
Aufarbeitung: Der pH-Wert der vereinigten Kulturbriihe wirde auf 5.5 korrigiert. Das
Mycel/XAD wurde nach Zugabe von etwas Celite im Falcontube durch Zentrifugation (5 min
bei 9000 rpm) abgetrennt. Das abdekantierte Kulturfiltrat wurde verworfen. Das Mycel/XAD
wurde zwei Mal mit je 100 mL Aceton extrahiert und die organischen Phasen im Vakuum
eingeengt. Der Rohextrakt wurde mit 20 mL Chloroform/Methanol (9:1) aufgenommen und
nur die flissige Phase eingeengt.

Analyse: Das Metabolitenspektrum der Extrakte (c = 5 mg/mlL) wurde mittels HPLC-MS

(Saule 1, Programm 1) untersucht
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11 Anhang

11.1 Plasmidkarten
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Abbildung 82: Plasmidkarte des fir die Cosmidbank eingesetzten Vektors (Integrationssystem) pOJ436[214].
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Abbildung 83: Plasmidkarte des Sequenzierungsvektors Qiagen pDrive aus Qiagen PCR Cloning Kit (Abbildung

entnommen aus [236]).
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Abbildung 84: Plasmidkarte des Sequenzierungsvektors Fermentas pJET1.2/blunt aus Fermentas ClonelJET PCR

Cloning Kit (Abbildung entnommen aus [237]).

Pml| 3484,
Bpu11021 3418,
BstX| 3407 §
Bsm| 3390,
EcoN| 3257, 55007%%: ?éz
0lil 3207, } i i sgrai207
Xhol 3195, -
Miu1 3182, e
BseRI 3069, =

Xcm| 3044, %
Sfol 2914, kL
Narl 2914}
Kas|2914%
Bbel 29143
aac(3)IV

EcoO109I 2782...

3000

pA18mob-1

3515 bps e

500
BstEIl 2699...

2500
-

Sphi| Fspl 24917
Pvul 2471

Pail1oat’ | !
2297 ! iApaLl 1627
Drd1 1833 Bme 15801 1627

Abbildung 85: Plasmidkarte des Geninaktivierungsvektors pA18mob (pK18-Derivat).
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11.2 Ergebnisse des chemischen Screenings

Tabelle 21: Ergebnisse des chemischen Screenings der von chinesischen Heilpflanzen isolierten assoziierten
Actinomyceten. Der erste Buchstabe der Stamm-Bezeichnung gibt die Pflanze an, von der der Mikroorganismus
stammt: Crataegus pinnatifida Bge. (H), Caltha palustris sibirica Regel. (M), Viola alisoviana Kiss. (V), Filipendula
palmata (Pall.) Maxim. (W). Bewertung: interessant (+); eingeschrankt interessant (o); keine weitere
Bearbeitung vorgesehen (-).

Bezeichnung Quelle Medium Kulturbriihe Dauer/pH Bewertung
HaB3231 Blatt M2 braun 3d/7.7 -
SM hellbraun 3d/7.5 -
SGG braun 3d/8.5 -
HF grau 3d/6.1 -
HaB34 Blatt M2 hellbraun 4d/7.6 -
SM hellbraun 4d/5.6 o}
SGG hellbraun 3d/7.0 -
Spirulina griin-braun 3d/8.6 -
HaB351 Blatt M2 braun 3d/5.5 -
SM hellbraun 3d/6.3 -
SGG hellbraun 3d/6.5 o}
HF hellbraun 4d/5.3 -
Wa21 Blatt M2 grin-grau 4d/7.6 -
SM grin-grau 4d/8.1 -
SGG grin-grau 3d/7.0 -
Spirulina griin-grau 3d/8.8 o)
Wa231 Blatt M2 gelb-braun 4d/6.6 -
SM dunkelbraun 3d/8.9 -
SGG dunkelbraun 3d/7.8 -
Spirulina grin-braun 3d/8.7 -
Wa232 Blatt M2 helbraun 3d/6.0 +
SM dunkelbraun 3d/8.4 o}
SGG dunkelbraun 3d/6.9 +
HF hellbraun 4d/5.0 +
Wa2621 Blatt M2 braun 3d/74 -
SM grin-grau 3d/8.6
SGG braun 3d/7.8 +
HF hellbraun 4d/5.4 -
Wa281 Blatt M2 braun 3d/6.3 -
SM hellbraun 4d/6.0 -
SGG hellbraun 4d/8.0 -

HF ockerfarben 4d/5.3 -
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Tabelle 21 (Fortsetzung): Ergebnisse des chemischen Screenings der von chinesischen Heilpflanzen isolierten

assoziierten Actinomyceten. Der erste Buchstabe der Stamm-Bezeichnung gibt die Pflanze an, von der der

Mikroorganismus stammt: Crataegus pinnatifida Bge. (H), Caltha palustris sibirica Regel. (M), Viola alisoviana

Kiss. (V), Filipendula palmata (Pall.) Maxim. (W). Bewertung: interessant (+); eingeschrankt interessant (o);

keine weitere Bearbeitung vorgesehen (-).

Bezeichnung Quelle Medium Kulturbriihe Dauer /pH Bewertung
Wa283 Blatt M2 braun 4d/6.5 -
SM hellbraun 4d/5.6 +
SGG hellbraun 3d/7.0 -
HF hellbraun 4d/5.3 -
WaS4811 Sprossachse M2 gelb-braun 4d/6.3 +
SM grau-braun 4d/7.6 -
SGG grau 3d/7.4 -
Spirulina grin-braun 3d/9.0 -
Ww111 Wurzel M2 grin-grau 4d/7.5 -
SM grin-grau 4d/8.2 -
SGG grin-grau 3d/7.2 o
Spirulina grin-grau 3d/8.6 -
Ww121 Wurzel M2 braun 4d/7.0 +
SM grin-grau 3d/7.1 -
SGG grin-grau 3d/7.1 -
HF hellbraun 4d/5.6 -
WW28 Wurzel M2 braun 3d/5.5 -
SM hellbraun 3d/6.3 -
SGG hellbraun 3d/6.5 -
HF hellbraun 4d/5.3 -
WWa271 Wurzel M2 grin-braun 4d/8.0 -
SM hellbraun 4d/8.1 o
SGG hellbraun 3d/73 -
Spirulina hellbraun 3d/8.9 -
WWal1132 Wurzel M2 grau 4d/6.8 -
SM grau 3d/75 -
SGG grau 3d/6.6 -
Spirulina griin-braun 3d/8.9 -
WWa1l41l Wurzel M2 braun 3d/7.5 +
SM hellbraun 4d/7.9 +
SGG dunkelbraun 3d/6.7 o
HF wie Medium 4d/5.6 -
WWa1l512 Wurzel M2 gelb-braun 4d/7.1 -
SM hellbraun 4d/6.5 -
SGG hellbraun 3d/7.2 -
Spirulina grin-braun 3d/9.0 -
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Tabelle 21 (Fortsetzung): Ergebnisse des chemischen Screenings der von chinesischen Heilpflanzen isolierten

assoziierten Actinomyceten. Der erste Buchstabe der Stamm-Bezeichnung gibt die Pflanze an, von der der

Mikroorganismus stammt: Crataegus pinnatifida Bge. (H), Caltha palustris sibirica Regel. (M), Viola alisoviana

Kiss. (V), Filipendula palmata (Pall.) Maxim. (W). Bewertung: interessant (+); eingeschrankt interessant (o);

keine weitere Bearbeitung vorgesehen (-).

Bezeichnung Quelle Medium Kulturbriihe Dauer /pH Bewertung
WWa1l8 Wurzel M2 hellbraun 3d/7.1 -
SM hellbraun 3d/7.6 +
SGG braun 3d/6.7 -
HF ockerfarben 4d/5.3 +
WWa181 Wurzel M2 braun 3d/7.7 -
SM hellbraun 4d/8.2 -
SGG hellbraun 3d/7.8 -
HF ockerfarben 4d/5.5 -
WWa183 Wurzel M2 hellbraun 3d/5.8 +
SM hellbraun 3d/6.8 -
SGG hellbraun 3d/7.0 -
HF hellbraun 4d/5.5 -
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Tabelle 22: Ergebnisse des chemischen Screenings der aus chinesischen Heilpflanzen isolierten endophytischen
Pilze. Der erste Buchstabe der Stamm-Bezeichnung gibt die Pflanze an, von der der Mikroorganismus stammt:
Crataegus pinnatifida Bge. (H), Caltha palustris sibirica Regel. (M), Viola alisoviana Kiss. (V), Filipendula palmata
(Pall.) Maxim. (W). Bewertung: interessant (+); eingeschrdnkt interessant (o); keine weitere Bearbeitung
vorgesehen (-). Die Kultivierungsform ist fiir jedes Medium mit angegeben: Schiittelkultur (SK) bzw. Ruhekultur

(R).

Bezeichnung Quelle Medium Kulturbriihe Dauer /pH Bewertung
MeB3 Blatt NL 1158 (SK)  braun® 6d/3.9 -
NL 1158 (R) grau-braun 28d /3.9 -
BM (SK) grau-braun®® 6d/5.2 -
BM (R) braun 28d /4.2 -
G20 (SK) braun® 6d/8.3 -
G20 (R) braun 28d/7.3 -
SGG (SK) grau®® 6d/8.1 -
SGG (R) grau-gelb 28d/7.4 -
VeT1ll Blatt NL 1158 (SK)  dunkelbraun 6d/2.7 +
NL 1158 (R) dunkelbraun 28d /4.9 +
BM (SK) ockerfarben 6d/4.3 o
BM (R) braun 28d/4.5 o
G20 (SK) gelblich® 6d/6.4 0
G20 (R) braun 28d/4.9 -
SGG (SK) gelblich® 6d/7.8 -
SGG (R) braun 28d /7.9 -
WeB111 Blatt NL 1158") braun®® 6d/5.1 +
BM®) grin-grau 6d/4.7 +
G20® dunkelbraun 6d/6.9 -
sGG® braun 6d/8.2 -
WeS11 Sprossachse  NL 1158 (SK) currygelb 6d/3.2 +
NL 1158 (R) gelb-braun 28d/6.7 -
BM®) griin-grau 6d/5.8 -
G20 (SK) dunkelbraun 6d/4.7 -
G20 (R) braun 28d/7.3 -
SGG (SK) grin-braun 6d/8.2 -
SGG (R) braun 28d/7.4 -

% : Das Mycel bildete Pellets.

®. Die Kultivierung als Ruhekultur fiihrte zu keinem Wachstum.
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11.3 Rontgenstrukturdaten von 4-Methyl-2-chinazolinamin (21)

Tabelle 23: Daten des Kristalls und der Strukturverfeinerung von 21.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

VA

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 60.23°
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F

Final R indices [I>2sigmal(l)]

R indices (all data)

Absolute structure parameter
Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

atx008_6
CoHgN3
159.19

100(2) K
1.54178 A
Orthorhombic
P2:2:2

a=7.4227(15) A a=90°.
b =9.1999(18) A B =90°.
c=11.846(2) A y =90°.

809.0(3) A

4

1.307 Mg/m?

0.660 mm™*

336

0.27 x 0.22 x 0.18 mm’

6.09 to 60.23°.

-8<=h<=8, -7<=k<=10, -10<=I<=13
8148

1197 [R(int) = 0.0401]

99.2 %

Semi-empirical from equivalents
0.8905 and 0.8420

Full-matrix least-squares on F?
1197 /3 /119

1.054

R1=0.0225, wR2 = 0.0600
R1=0.0225, wR2 = 0.0601
-0.0448(856)

0.0090(17)

0.122 and -0.097 e.A”
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Tabelle 24: (a) Bindungslangen [A] und (b) Bindungswinkel [*] in 21.

(a) N(10)-C(2)

N(10)-H(1)
N(10)-H(2)
N(1)-C(2)
N(1)-C(8a)
N(3)-C(4)
N(3)-C(2)
C(8)-C(7)
C(8)-C(8a)
C(8)-H(8a)
C(4a)-C(8a)
C(4a)-C(5)
C(4a)-C(4)
C(4)-c(9)
C(7)-c(6)
C(7)-H(7a)
C(5)-c(6)
C(5)-H(5a)
C(6)-H(6a)
C(9)-H(2a)
C(9)-H(2b)
C(9)-H(2c)

1.3498(15)
0.881(8)
0.882(8)
1.3253(16)
1.3723(16)
1.3197(16)
1.3803(16)
1.3720(18)
1.4091(17)
0.9500
1.4119(17)
1.4124(17)
1.4266(17)
1.4933(18)
1.4034(18)
0.9500
1.3680(19)
0.9500
0.9500
0.9800
0.9800
0.9800

(b) C(2)-N(10)-H(1)
C(2)-N(10)-H(2)
H(1)-N(10)-H(2)
C(2)-N(1)-C(8a)
C(4)-N(3)-C(2)
C(7)-C(8)-C(8a)
C(7)-C(8)-H(8a)
C(8a)-C(8)-H(8a)
C(8a)-C(4a)-C(5)
C(8a)-C(4a)-C(4)
C(5)-C(4a)-C(4)
N(1)-C(2)-N(10)
N(1)-C(2)-N(3)
N(10)-C(2)-N(3)
N(1)-C(8a)-C(8)
N(1)-C(8a)-C(4a)
C(8)-C(8a)-C(4a)
N(3)-C(4)-C(4a)
N(3)-C(4)-C(9)
C(4a)-C(4)-C(9)
C(8)-C(7)-C(6)
C(8)-C(7)-H(7a)
C(6)-C(7)-H(7a)
C(6)-C(5)-C(4a)
C(6)-C(5)-H(5a)
C(4a)-C(5)-H(5a)
C(5)-C(6)-C(7)
C(5)-C(6)-H(6a)
C(7)-C(6)-H(6a)
C(4)-C(9)-H(2a)
C(4)-C(9)-H(2b)
H(2a)-C(9)-H(2b)
C(4)-C(9)-H(2c)
H(2a)-C(9)-H(2c)
H(2b)-C(9)-H(2c)

118.8(10)
119.2(9)
121.9(13)
116.25(10)
117.22(10)
120.21(12)
119.9
119.9
119.49(11)
116.86(10)
123.57(11)
118.53(11)
126.44(10)
115.02(11)
119.65(11)
121.43(10)
118.92(11)
121.41(11)
117.50(11)
121.08(11)
121.03(12)
119.5
119.5
120.58(12)
119.7
119.7
119.73(12)
120.1
120.1
109.5
109.5
109.5
109.5

109.5
109.5
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Tabelle 25: Atomkoordinaten [-10°] und dquivalent isotrope Auslenkungsparameter [A%10% fur 21. U(eq) ist
definiert als ein Drittel der Spur des orthogonalen U’ Tensors.

X y z U(eq)
N(1) 4511(1) 5584(1) 279(1) 23(1)
N(3) 1543(1) 6004(1) 1049(1) 23(1)
N(10) 3042(2) 7762(1) 33(1) 28(1)
C(2) 3072(2) 6403(1) 463(1) 22(1)
C(4) 1565(2) 4730(1) 1561(1) 22(1)
C(4a) 3087(2) 3788(1) 1488(1) 22(1)
C(5) 3181(2) 2420(1) 2025(1) 26(1)
C(6) 4617(2) 1518(1) 1845(1) 29(1)
C(7) 6024(2) 1965(2) 1134(1) 29(1)
C(8) 5989(2) 3300(1) 619(1) 26(1)
C(8a) 4521(2) 4245(1) 790(1) 22(1)

c(9) -74(2) 4302(1) 2212(1) 29(1)
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