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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Myxocheline wurden vor fast dreif3ig Jahren erstmalig in der Literatur erwahnt
und als brenzcatechinhaltige Siderophore der Myxobakterien beschrieben. Seither
wurden insgesamt acht Vertreter dieser Gruppe entdeckt, die Myxocheline A, B, C, D,
sowie die strukturell verwandten Hyalacheline A, B, C und das erst kiirzlich isolierte
Pseudochelin A. Aus aktuellen Studien geht hervor, dass sich die Myxochelin-
Biosynthese nicht allein auf Myxobakterien beschrankt, wie lange Zeit angenommen,
sondern in phylogenetisch unterschiedlichen bakteriellen Gruppen auftritt. Eine
ausfiihrliche Analyse zur Verbreitung der Myxocheline wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit durchgefiihrt.

Myxochelin A ist ein potenter Inhibitor der menschlichen Arachidonat-5-Lipoxygenase
(5-LOX), einem Enzym, das an der Biosynthese von Entziindungsmediatoren, den
Leukotrienen, beteiligt ist. Im aktiven Zentrum besitzt die 5-LOX ein nicht Ham-
gebundenes Eisenion, welches als Redoxmediator wahrend der Katalyse agiert. An
dieser Stelle wurde die Frage adressiert, ob die Hemmung der 5-LOX durch
Myxochelin A auf seiner eisenkomplexierenden Eigenschaft als Siderophor basiert. Um
Informationen beziiglich dem Wirkungsmechanismus zu erhalten, wurden insgesamt
14 neue Myxochelin A-Strukturanaloga unter Verwendung der Prakursor-gesteuerten

Biosynthese erzeugt und ihre biologischen Aktivitaten evaluiert.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Aufklarung der Biosynthese von
Pseudochelin A, einem erst kiurzlich entdecktem Myxochelin-Derivat. Durch
bioinformatische Analysen gelang es, das fiir die Pseudochelin-Bildung
verantwortliche Enzym, genannt MxcM, zu identifizieren. Hierbei handelt es sich
mutmafilich um ein Mitglied aus der Amidohydrolase-Enzymfamilie. In vitro-Studien
mit rekombinantem Enzym bestaitigten, dass MxcM fir die Umwandlung von
Myxochelin B zu Pseudochelin A essentiell ist. Im Weiteren wurde die in vivo-
Funktionalitdt von MxcM in dem Myxobakterium Myxococcus xanthus Uiberprift. Die
heterologe Expression basierte jedoch nicht auf einer chromosomalen Integration des
Zielgens mxcM, sondern auf der Verwendung eines autonom replizierbaren, stabilen
Expressionsvektors, eine Vorgehensweise, die bis dato noch nicht fiir Myxobakterien
beschrieben wurde. Auf diese Weise wurden zwei unterschiedliche
Expressionsstimme generiert, die beide neben Myxochelin A und B auch

Pseudochelin A produzieren konnten.



Zusammenfassung

Neben der Biosynthese wurde auch die Frage nach der biologischen Rolle der
Myxocheline adressiert. Ihre Funktion als Siderophor ist unumstritten, jedoch wurden
bisweilen auch natiirliche Myxochelin-Derivate mit geringer Eisenaffinitat gefunden.
In diesem Zusammenhang wurden mehrere Thesen zu moglichen weiteren
biologischen Aufgaben der Myxocheline diskutiert, u.a. als Regulatoren der eigenen
Lipoxygenase-Aktivitdt oder als Signalmolekiile fiir die interzellulire Kommunikation
der Myxobakterien. Um Hinweise auf einen Einfluss der Myxocheline auf die
Morphologie oder das Wachstum von Myxobakterien zu erhalten, wurde eine
M. xanthus-Mutante mit gestorter Myxochelin-Biosynthese erzeugt. Interessanter-
weise zeigte diese Mutante im Vergleich zum Wildtyp keine Wachstumsdefizite, jedoch

eine komplett veranderte Morphologie des Schwarmes.
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Abstract

The myxochelins were first mentioned in the literature nearly 30 years ago and
described as catechol-type siderophores produced by myxobacteria. Since then, totally
eight members of this compound class have been discovered, namely myxochelins A,
B, C, D, as well as the structurally related hyalachelins A, B, C, and the recently isolated
pseudochelin A. Current studies show that myxochelin biosynthesis is not restricted to
myxobacteria, as assumed for a long time, but occurs in phylogenetically diverse
bacterial groups. In the present thesis, a detailed analysis of the distribution of

myxochelin biosynthesis was conducted.

Myxochelin A is a potent inhibitor of the human 5-lipoxygenase (5-LOX), an enzyme
involved in the biosynthesis of inflammatory mediators, i.e., the leukotrienes. Since the
5-LOX harbors a non-heme iron serving as redox mediator during catalysis, the
question arose if the inhibition of this enzyme is due to the iron-binding capacity of
myxochelin A. In order to gain more knowledge about the mode of action, 14 new
structural analogues were generated using the precursor-directed biosynthesis

approach and their biological activities were evaluated.

Furthermore, the biosynthesis of pseudochelin A, a recently discovered myxochelin
derivative, was elucidated. Bioinformatic analysis led to the identification of the
enzyme, which is responsible for the production of pseudochelin A, namely MxcM, a
putative member of the amidohydrolase superfamily. In vitro studies with
recombinant enzyme confirmed that MxcM catalyzes the conversion of myxochelin B
to pseudochelin A. Subsequently, the in vivo functionality of MxcM was evaluated using
the myxobacterium Myxococcus xanthus. The heterologous expression was not based
on chromosomal integration of the target gene. Instead a stable expression vector was
designed and introduced into M. xanthus, a hitherto unprecedented procedure. Thus,
two different expression strains were generated, which were able to produce

pseudochelin A additionally to myxochelin A and B.

Except for their biosynthesis, the question concerning the biological role of
myxochelins was addressed as well. Although it is generally accepted that they act as
siderophores, some natural myxochelin derivatives were found to possess rather low
iron affinities. In this context several theories about further biological functions of the
myxochelins have been discussed, e.g. as regulators of the lipoxygenase activities or as

signal molecules involved in intercellular communication of the myxobacteria. In



Abstract

order to test a direct influence of the myxochelins on the morphology, the growth or
the development of multicellular swarms of myxobacteria, a M. xanthus mutant strain
harboring a disturbed myxochelin biosynthesis pathway was created. Interestingly,
the mutant strain was not showing any growth defects, but the morphology of its

swarm was significantly altered compared to the wildtype strain.
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1.1 Myxobakterien

1 Einleitung

1.1 Myxobakterien

Myxobakterien gehoren zu den Deltaproteobakterien. Innerhalb dieser Klasse bilden
sie eine eigene Ordnung, die Myxococcales, welche sich ihrerseits in die Untergruppen
Cystobacterineae, Nannocystineae und Sorangiineae gliedert.l? Die Zellen der
Myxobakterien sind stdbchenférmig mit einem gramnegativen Zellwandaufbau.3# Ihr
bevorzugtes Habitat ist der Boden mit einem pH-Wert zwischen 5 und 8.3# Einige
Myxobakterien besiedeln auch den Dung von Pflanzenfressern, verrottendes
pflanzliches Material oder Baumrinde,3* sowie vereinzelt auch salzhaltige marine>-7

oder siiffwasserhaltige aquatische Lebensraume.8-

Myxobakterien sind Spezialisten im Abbau von Makromolekiilen, u.a. von Proteinen,
Polysacchariden oder Nukleinsduren.?# Je nachdem, welches Makromolekiil verwertet
wird, lassen sich zwei Erndhrungstypen unterscheiden. Vertreter der Untergruppe
Sorangiineae sind auf den Abbau von Zellulose spezialisiert.19-12 Als Stickstoffquelle
verwenden sie hauptsiachlich anorganische Verbindungen wie Ammonium oder
Nitrat.1112 Die meisten Myxobakterien sind jedoch auf die Hydrolyse von Proteinen
angewiesen und leben als fakultative Rauber. Sie sekretieren Enzyme wie Proteasen,
Nukleasen, Lipasen oder Glukanasen, mit denen sie andere Mikroorganismen, wie
Bakterien, Hefen, Pilze, Algen oder auch Protozoen lysieren, und anschlief3end
konsumieren konnen.241314 Sollten sich keine geeigneten Beuteorganismen in
unmittelbarer Umgebung befinden, kénnen sich diese fakultativen Rauber auch

saprophytisch von totem organischem Material erndhren.1®

1.1.1 Charakteristische Merkmale

Eine Besonderheit der Myxobakterien ist ihre gleitende Fortbewegung. Dabei bilden
sie multizellulare Schwarme, die sich wie ein Film auf dem Untergrund ausbreiten.16-19
Trotz ihrer Mobilitdat fehlen den Myxobakterien extrazellulare Bewegungsapparate,
wie z.B. Flagellen.#20 Thre Fortbewegung basiert auf zwei verschiedenen Systemen,
dem S- und dem A-System, die synergistisch zusammenwirken.21-23 Das S-System
(engl.: social) steuert die Bewegung von Zellen innerhalb grofder Gruppen, den
Schwéarmen, mit Hilfe von Typ IV Pili, die sich jeweils am ,vorderen“ Pol der Zellen
befinden.1819.24-30 [n einem dynamischen Prozess werden die Pili durch mehrere

Monomere des PilA-Proteins basal und distal auf- und wieder abgebaut. Das dadurch
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entstehende Muster aus Pilus-Verldngerung, Anhaftung und anschliefRender
Retraktion befahigt die Zellen zur Fortbewegung. Um ihre Richtung zu dndern, kénnen
die Typ IV Pili von dem einen Zellpol abgebaut und am gegeniiberliegenden wieder
aufgebaut werden.26-32 Das zweite Bewegungssystem ist das A-System
(engl.: adventurous), welches eine individuelle Bewegung von einzelnen Zellen
gestattet. Am Rand eines Schwarmes gleiten die A-mobilen Zellen langsam entlang
ihrer Langsachse nach vorne, konnen bei Bedarf jedoch auch die Richtung umkehren,
um somit ihre Umgebung zu erkunden.18192533 Dabei sekretieren sie einen
polysaccharidhaltigen Schleim aus ihren polar befindlichen Diisen. Andere Zellen
folgen diesem Pfad, wodurch neue Zell-Strafden entstehen, auf denen die Zellen
untereinander in Kontakt treten.3334 Der genaue Mechanismus der A-Mobilitat ist noch
nicht vollstandig bekannt. Es wird angenommen, dass mehr als 40 verschiedene

Proteine an diesem Vorgang beteiligt sind.23

Unter optimalen Bedingungen vermehren sich Myxobakterien vegetativ mittels
Zellteilung. Bei Nahrungsknappheit hingegen wird die Fruchtkoérperbildung
eingeleitet, sofern sich eine ausreichende Anzahl von Zellen auf festem Untergrund

befindet (Abb. 1).182335-37

LT

%E = == Wachstum
[ —)

multizellularer Schwarm

|

<@

Auskeimung

@

Myxospore ~—

Abbildung 1: Lebenszyklus der Myxobakterien. Unter optimalen Bedingungen leben die Zellen
in organisierten Gruppen, den Schwarmen, zusammen und vermehren sich vegetativ durch
einfache Zellteilung. Bei Nahrungsmangel wird die Fruchtkérperbildung eingeleitet, welche zur
Bildung von Myxosporen fihrt. Diese resistenten Dauerformen kénnen wieder auskeimen,
sobald sich die Umweltbedingungen bessern, und die Zellen kehren in das vegetative
Wachstum zuriick.>**®

12



Einleitung
1.1 Myxobakterien

Mangelnde Verfiigbarkeit einer essentiellen Aminosdure oder Versiegen einer
Kohlenstoff-, Energie- oder Phosphat-Quelle sind Faktoren, welche die
Fruchtkorperbildung initiieren.3® In der Folge verlieren die Zellen innerhalb eines
Schwarmes ihre Individualitat und die vegetative Vermehrung wird eingestellt. Die
Zellen aggregieren, eine unstrukturierte Ansammlung entsteht und innerhalb dieser
kommt es zur Autolyse von mehr als der Halfte aller Zellen.3? Nachfolgend bilden sich
die jeweils charakteristischen Strukturen der Fruchtkérper aus. In der anschlieféenden
Reifungsphase durchlaufen die stabchenférmigen Zellen eine zelluldre Morphogenese,
die in der Bildung von Myxosporen kulminiert (Abb. 1).3640 Myxosporen sind
widerstandsfahige Dauerformen, unempfindlich gegeniiber Trockenheit, Hitze,

Ultraschall und ultravioletter Strahlung.*

Wahrend der Fruchtkorperbildung kommunizieren die Zellen miteinander und
koordinieren somit die komplexe Morphogenese.#142 Ein dabei verwendetes Quorum
Sensing Signal ist das A-Signal, das bei Nahrungsmangel von den Zellen sekretiert
wird.#3-4> Mit ansteigender Zellzahl akkumuliert das A-Signal extrazellular und bei
Erreichen eines Schwellenwertes wird die Fruchtkorperbildung eingeleitet. Somit
wird gewahrleistet, dass gentligend Zellen fiir eine erfolgreiche Fruchtkoérperbildung
vorhanden sind.3743-45 In der spdteren Morphogenese koordiniert das C-Signal, ein
17 kDa grofdes, parakrin-wirkendes Oberflachenprotein die Formierung des
Fruchtkorpers und die Sporenbildung, sowie die Expression verschiedener C-Signal-
abhdngiger Gene.*647 Im Gegensatz zum A-Signal, welches frei zwischen den Zellen
diffundieren kann,37 benotigt die C-Signal-basierte Signaltransduktion einen direkten

Kontakt zwischen zwei Zellen.4849

Myxobakterien der Untergruppe Cystobacterineae zeichnen sich durch einen fakultativ
rauberischen Lebensstil aus, welcher sowohl die Jagd von lebender Beute, wie auch
die Aufnahme von totem organischen Material beinhaltet.l> Lange Zeit hielt sich das
Bild vom myxobakteriellen Wolfsrudel, bei dem die Zellen in der Gemeinschaft aktiv
auf ihre Beute reagieren und sie im Kollektiv jagen und konsumieren.!>59 Neue Studien
ergaben jedoch, dass der multizellulire Schwarm permanent hydrolytische Enzyme
und Toxine sekretiert und das Jagdverhalten der Myxobakterien eher dem einer
wartenden Spinne in ihrem Netz gleicht.>! Sobald geeignete Beute in das nédhere
Umfeld des Schwarmes gelangt, wird diese durch den sekretierten Cocktail aus
hydrolytischen Enzymen und Toxinen angegriffen und ihre Zellen permeabilisiert.5!

Die dadurch von den Beutezellen freigesetzten Verbindungen werden vom
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rduberischen Schwarm wahrgenommen, woraufhin dieser dann gezielt
Verdauungsenzyme absondert, mit denen er das von der Beute stammende organische
Material abbauen und konsumieren kann.>! Myxobakterien produzieren, wie andere
gramnegative Bakterien auch, Vesikel der dufieren Membran (engl.: outer-membrane
vesicles; OMVs), die entweder einzeln an die Umgebung abgegeben werden oder, in
Form von langen Ketten, mit der Zelle assoziiert bleiben.>2-54282 Eine Analyse der von
dem Myxobakterium Myxococcus xanthus produzierten Vesikel ergab, dass diese mit
einer Mischung aus Sekunddrmetaboliten (u.a. Pigmenten, Antibiotika, und
Siderophoren) und Enzymen (u.a. Chitinasen, Phosphoesterasen, Nukleasen,
Proteasen, Hydratasen) beladen sind.>2>3 In einem Pradations-Assay mit Escherichia
coli als Beute konnte gezeigt werden, dass sowohl die aufgereinigten Vesikel als auch
die Vesikel-freie Kulturbriithe von M. xanthus lytische Funktionen auf die Beutezellen

ausuben.51-53

1.1.2 Zwei Myxobakterien im Portrait: Myxococcus xanthus und

Pyxidicoccus fallax

In der vorliegenden Arbeit wurde mit den beiden Myxobakterien M. xanthus und
P. fallax gearbeitet, sodass diese im Folgenden etwas ausfiihrlicher beschrieben
werden. Taxonomisch gehdren M. xanthus und P. fallax zur Untergruppe
Cystobacterineae.*5> M. xanthus gilt als myxobakterieller Modellorganismus, der
bereits intensiv erforscht und beschrieben wurde. Zahlreiche Studien beschaftigen
sich mit der genetischen und morphologischen Charakterisierung seiner gleitenden
Fortbewegung!626:56-60 sowie seiner Fruchtkorpermorphogenese.3946-49.61-65 Eiir viele
Myxobakterien existieren noch keine geeigneten Methoden fiir ihre genetische
Manipulation. Eine Ausnahme bildet M. xanthus, der bereits erfolgreich mittels
Elektroporation®866-68  Konjugation®®7? und Transduktion’! auf genetischer Ebene
verandert wurde. M. xanthus diente auch als heterologer Wirt fiir die Produktion
verschiedener Sekunddrmetabolite, u.a. von den myxobakteriellen Naturstoffen
Epothilon,”2 Myxothiazol,”?> Myxochromid,’* Myxopyronin,’”> Corallopyronin,”> und
Vipriolipide,’® sowie von dem aus einem Aktinomyzeten stammenden Polyketid
Oxytetracyclin.’” Ein Plasmid-basiertes Expressionssystem, wie es z.B. fiir E. coli
etabliert ist,”879 gibt es fiir M. xanthus noch nicht. Bislang wurden die jeweiligen
Biosynthesegene fiir ihre Expression in das Chromosom von M. xanthus eingefugt,
entweder durch gezielte homologe Rekombination oder durch eine

Transposon-vermittelte Integration.”277 Lange Zeit lag ausschliefslich die Biologie von
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M. xanthus im Fokus der Studien, bis sich durch die Genomsequenzierung des Stamms
DK1622 im Jahr 2006 sein Potential als Naturstoffproduzent offenbarte.89 Das Genom

umfasst 9,14 Mbp und beinhaltet zahlreiche Biosynthesegene.8°

Fiir das Myxobakterium P. fallax lassen sich in der Literatur weitaus weniger Angaben
finden. Die liberwiegende Zahl der bisherigen Studien befasst sich mit der Isolierung
von Naturstoffen aus P. fallax.81-8> Eine Transformierbarkeit wurde bisher nur fiir
P. fallax Stamm An d48 beschrieben.?> Fiir den in dieser Arbeit verwendeten Stamm

HKI727 existiert bislang kein verladssliches Verfahren zur genetischen Manipulation.

1.1.3 Myxobakterien als Naturstoffproduzenten

Naturstoffe sind eine wichtige Quelle fiir Leitstrukturen bei der Entwicklung neuer
Arzneimittel. Im Verlauf der Evolution optimierten sich diese Sekundarmetabolite zu
einzigartigen Wirkstoffen mit einer enormen strukturellen und chemischen
Vielfalt.86-89 Myxobakterien besitzen ein bemerkenswert hohes Potential fiir die
Produktion von Sekunddrmetaboliten. Dabei kann ein einziger Stamm mehrere
Verbindungen aus unterschiedlichen Strukturklassen bilden.?0-92 Die meisten der
bisher isolierten myxobakteriellen Naturstoffe sind Polyketide, nichtribosomale
Peptide, oder strukturelle Hybride davon.?0-92 [hre Assemblierung wird durch
Enzymkomplexe, die sich aus Polyketidsynthasen (PKS) und/oder nichtribosomalen
Peptidsynthetasen (NRPS) zusammensetzen, katalysiert.?3°¢ Im Folgenden wird
lediglich die NRPS-katalysierte Naturstoffbiosynthese ausfiihrlicher behandelt, da die
PKS-basierte  Biosynthese nicht Gegenstand dieser Arbeit war. Die
Multienzymkomplexe der NRPS sind modular aufgebaut. Jedes Modul setzt sich aus
mehreren katalytisch aktiven Domdnen zusammen und ist fiir die Verlangerung der
wachsenden Peptidkette um je einen Baustein verantwortlich. In der Regel spiegelt die
Reihenfolge der einzelnen Module einer NRPS die Sequenz des gebildeten Peptides
wieder. Die minimale Ausstattung eines Moduls besteht aus einer
Adenylierungsdomane (A), einer Peptidyl Carrier-Protein-Domane (PCP) und einer
Kondensationsdomdne (C, condensation domain).?°-192 Die Module werden
posttranslational durch eine Phosphopantetheinyl-Transferase (PPTase) aktiviert.
Dabei liefert Coenzym A eine Phosphopantethein-Einheit, die an einen konservierten
Serinrest der PCP-Domaéne angefligt wird. Dadurch erhilt die PCP-Doméane einen
flexiblen Arm mit einer endstdndigen Thiol-Gruppe, an der die jeweiligen Bausteine

durch eine Thioester-Bindung ankniipfen (Abb. 2).103-106
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Abbildung 2: Aktivierung einer PCP-Domane. Die PPTase transferiert die Phosphopantetheinyl-
Einheit (rot) von Coenzym A auf ein konserviertes Serin im PCP-Apoprotein, wodurch dieses in
das aktive Holoprotein umgewandelt wird.'**%

Die A-Domane ist fiir die Auswahl der Aminosaure zustdandig, welche in die wachsende
Polypeptidkette eingebaut werden soll.197 Unter Verbrauch von Adenosintriphosphat
(ATP) wird diese zuerst zu einem Aminoacyladenylat aktiviert und anschlief3end zur
PCP-Domédne weitergeleitet. Die C-Domane katalysiert schliefdlich die Verkniipfung

zwischen zwei Aminosduren (Abb. 3).99-102,108
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Abbildung 3: Biosynthese eines nichtribosomalen Peptids. (1) Die A-Doméne des Initiations-
Moduls selektiert eine Aminosaure, aktiviert und leitet diese anschlieRend an die PCP-
Domane. (2) Durch die A- und PCP-Domanen des nachfolgenden Moduls wird eine zweite
Aminosaure selektiert, aktiviert und gebunden. Beide Substrate werden durch Ausbildung
einer Peptidbindung verknipft, katalysiert durch die C-Domane. Durch jedes Elongationsmodul
wird die Kette um einen weiteren Baustein erweitert. Bei Erreichen des finalen Terminations-
moduls wird die Peptidkette vom Enzymkomplex getrennt. Befindet sich C-terminal eine TE-
Domaéne, kann die Kette entweder durch (3) Hydrolyse zu einem linearen Peptid oder durch (4)
intramolekulare Zyklisierung, z.B. zu einem Lactam, abgespalten werden.**%%1%
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Neben den proteinogenen Aminosduren werden auch nicht-proteinogene Amino-,
sowie Hydroxy- und Carbonsauren als Substrate akzeptiert und in das Peptidgeriist
eingebaut.197 Um das fertige Peptid vom Enzymkomplex zu losen, besitzen die meisten
NRPS eine C-terminale Thioesterasedomdne (TE). Diese katalysiert entweder die
Hydrolyse der Peptidkette oder eine intramolekulare Ringbildung als Folge eines
Angriffes durch ein internes Nukleophil (z.B. Hydroxyl- oder Aminogruppe)
(Abb. 3).109110 Alternativ gibt es auch NRPS mit C-terminaler Reduktasedomane (Red),
welche die Peptidkette durch Reduktion zu einem Aldehyd vom Komplex 16st, oder
C-terminaler C-Domaéne, welche die Thioesterbindung zwischen dem Peptid und dem
Enzymkomplex spaltet.109110 Zysatzliche Doménen innerhalb eines Moduls erhéhen
die strukturelle Vielfalt der nichtribosomalen Peptide. Dazu zahlen z.B.
Epimerisierungsdomanen, welche L-Aminosduren in ihre D-Form epimerisieren, sowie

N-, C- oder O-Methyltransferasen.111.112
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1.2 Eisen, ein essentielles Element, und Siderophore, die Eisentriger

Nahezu alle Lebewesen dieser Erde benétigen fiir ihre Existenz Eisen, das als
essentieller Bestandteil von Enzymen bzw. enzymatischen Komplexen an
verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt ist, u.a. an der Photosynthese, der
Stickstoff-Fixierung, der Atmung, der Genregulation, der DNA-Biosynthese oder dem
Sauerstofftransport.113-116. Nach Sauerstoff, Silizium und Aluminium ist Eisen das
vierthdufigste Element der Erdkruste.ll” Eisen kommt iiberwiegend in zwei
Oxidationsformen vor, die leicht ineinander umwandelbar sind. Unter anaeroben
Bedingungen liegt Eisen in seiner zweiwertigen Form (Fe?*) vor und besitzt eine
losliche, fiir Organismen gut zugingliche Form. Bei aeroben Bedingungen und
physiologischem pH-Wert bildet sich jedoch dreiwertiges Eisen (Fe3+), das unlosliche,
fiir biologische Prozesse nicht nutzbare Eisenhydroxide formt. Somit herrscht letztlich
ein Mangel an bioverfligbarem Eisen, obwohl dieses Metall auf der Erde so reichlich
vorhanden ist.113-116 Um dennoch an das lebensnotwendige Element zu gelangen,
produzieren Mikroorganismen Eisenkomplexbildner, sogenannte Siderophore, die
eine dufderst hohe und spezifische Affinitit fiir dreiwertiges Eisen besitzen.113118-121
Die vom Produzenten sekretierten Siderophore binden extrazellular an Fe3+*-lonen.
Mittels spezifischer Rezeptoren gelangen die eisengebundenen Siderophore wieder
zuriick in die Zelle, wo das Metallion durch einen reduktiven oder hydrolytischen
Mechanismus vom Komplex gelost, zu Fe?* reduziert und schliefdlich fiir zelluldre
Prozesse bereitgestellt wird.113114116118-121 Neben Eisenmangel ist jedoch auch ein
Uberschuss an Eisen fiir die Zellen letal, u.a. durch die Bildung reaktiver

Hydroxylradikale und Hydroxydanionen als Folge der Fenton-Reaktion.122-124

1.2.1 Die Siderophor-vermittelte Eisenaufnahme

Um zu gewahrleisten, dass sich die Eisenkonzentration in einem fiir die Zelle
optimalen Bereich befindet, ist die Eisenaufnahme streng kontrolliert. Bakterien mit
einem gramnegativen Zellwandaufbau besitzen in ihrer &dufleren Membran
Rezeptoren, an denen die Fe3*-Siderophor-Komplexe spezifisch binden (Abb. 4).113114
Diese Rezeptoren werden in der Regel nur bei Eisenmangel gebildet und treten nicht
auf, wenn ausreichend Eisen fiir die Zelle zur Verfligung steht.113 ExbB und ExbD sind
integrale Proteine der inneren Membran und koénnen die Energie des
elektrochemischen Gradienten der Zytoplasmamembran an das Protein TonB leiten,

wodurch dieses eine energiereiche Form annimmt.
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Abbildung 4: Die Siderophor-basierte Eisenaufnahme in Bakterien mit gramnegativem
Zellwandaufbau. Rezeptoren der duferen Membran vermitteln den aktiven Transport der
eisengebundenen Siderophore in den periplasmatischen Raum. Die innere Membran wird
dann mittels ABC-Transporter passiert. Im Zytoplasma wird das Eisen durch Reduktion vom
Siderophor gelost. Freies Fe?™ kann fir zellulire Prozesse verwendet oder durch
eisenspeichernde Proteine vorerst eingelagert werden. Bakterien mit grampositiver Zellwand
verwenden fir den Transport der Fe*-Siderophor-Komplexe ebenfalls membranstindige
Proteine und ABC—Transporter.113'114'119'139

TonB besitzt eine mit der inneren Membran verankerte N-terminale Domane, ragt mit
seinem ,Korpus“ aber in den periplasmatischen Raum und vermittelt somit den
Kontakt zu den Rezeptoren der dufieren Membran.129130 Die Energieiibertragung auf
das TonB-Protein lost eine Konformationsianderung im Rezeptor der &ufderen
Membran aus, wodurch der gebundene Fe3+*-Siderophor-Komplex schliefdlich in den
periplasmatischen Raum transloziert wird.127.131132 Im periplasmatischen Raum
fiihren ,Shuttle“-Proteine die Komplexe zu ABC-Transportern (engl.: ATP binding
cassette) der inneren Membran, wo diese dann durch einen aktiven Transport in das
Zytoplasma der Bakterienzelle gelangen (Abb. 4).133134 Durch die Reduktion von Fe3*

zu Fe?* im Zytoplasma verliert das Siderophor seine Affinitat fir das Eisen, was
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folglich zur Dissoziation des Metallions fiihrt. Das Siderophor kann anschlief3end
recycelt oder erneut sekretiert werden.!3 Viele Bakterien konnen intrazellulare
Eisenvorriate mit Hilfe von eisenspeichernden Proteinen anlegen, zu denen die
Ferritine und die Dps-Proteine zdhlen.13>138 Durch ihre kugelartige Struktur speichern

diese Proteine dreiwertiges Eisen in ihrem zentralen ,Hohlraum*.113

In vielen gramnegativen Bakterien wird der Eisenmetabolismus durch das FUR-
Protein (engl.: ferric uptake regulator) reguliert.140-143 Ljegt geniigend Eisen in der
Zelle vor, wird das FUR-Protein durch Homodimerisierung und Bindung mit Fe?*
aktiviert. Das aktive FUR-Protein besitzt eine hohe Affinitit gegeniiber einer
spezifischen DNA-Bindestelle, der sogenannten FUR-Box, die sich mit der
Promotorsequenz von FUR-regulierten Genen uiberschneidet. Durch die Anlagerung
des FUR-Proteins an die FUR-Box agiert dieses als Transkriptionshemmer. Zu den
FUR-regulierten Genen zdhlen u.a. jene, die flir die Biosynthese von Siderophoren oder
fiir den Eisentransport kodieren. Bei Eisenmangel dissoziieren die Fe2*-lonen vom
FUR-Protein und in Folge dessen auch der Komplex von der FUR-Box, wodurch die

Promotorregion wieder fiir die DNA-abhdngige RNA-Polymerase zuganglich ist.140-143

1.2.2 Strukturelle Diversitit der Siderophore

Die meisten Siderophore sind Polypeptide, deren Biosynthese durch NRPS katalysiert
wird.1#* Einige bakterielle Siderophore entstehen jedoch NRPS-unabhéngig, u.a. durch
die Verkniipfung von Dicarbonsduren oder Aminoalkoholen mittels Amid- oder
Esterbindungen.145146 Die spezifische Affinitdt der Siderophore zu dreiwertigem Eisen
wird durch bestimmte strukturelle Einheiten vermittelt. Dazu zahlen
Hydroxamsauren, Brenzcatechine sowie o-Hydroxy- und a-Ketocarbonsiauren
(Abb. 5).147.148 Dje Brenzcatechin-Einheiten, welche u.a. auch in den Myxochelinen
vorhanden sind, stammen von der 2,3-Dihydroxybenzoesdure (2,3-DHBS), deren
Biosynthese mit der Bildung von Chorismat im Shikimatweg beginnt.14%150 Chorismat
wird nachfolgend durch eine Isochorismat-Synthase in das Strukturisomer
Isochorismat umgewandelt, bevor dieses durch eine Isochorismatase und einer
Alkohol-Dehydrogenase weiter zu 2,3-Dihydro-2,3-dihydroxybenzoat und final zu
2,3-Dihydroxybenzoat umgewandelt wird (Abb. 6).151152 Dije Hydroxamsaure-
Einheiten stammen in der Regel von den Aminosduren Lysin oder Ornithin. Dabei wird
die Aminogruppe in der Seitenkette durch eine Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-

abhdngige Monooxygenase oxidiert, wodurch zundchst ein Hydroxylamin-
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Zwischenprodukt entsteht, welches nachfolgend durch eine Acyl Coenzym A-
Transferase acyliert wird, wodurch die Hydroxamsaure-Struktur ausgebildet
wird. 145153 Weitere hdaufig verwendete, aus dem Primarstoffwechsel bekannte
Bausteine in der Siderophor-Biosynthese sind Salicylsdure, Asparaginsdure,

a-Ketoglutarsaure oder Zitronensaure.154
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Staphyloferrin A Alcaligin
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Abbildung 5: Ausgewadhlte bakterielle Siderophore. Typische funktionelle Einheiten von
Siderophoren sind Brenzcatechine (rot), wie in Enterobactin,™> und Myxochelin AP®
Hydroxamsauren (blau), wie in Desferrioxamin B,"”’ und Alcaligin,”®® und a-Hydroxy-
carbonsiuren (griin), wie in Staphyloferrin A.”® Es koénnen auch Kombinationen dieser
Einheiten auftreten, wie z.B. bei Aerobactin.**
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Abbildung 6: Biosynthese von 2,3-DHBS. Im Shikimatweg werden die Bausteine Erythrose-4-
phosphat und Phosphoenolpyruvat (ber mehrere Zwischenprodukte zu Chorismat
umgewandelt, welches fir die Biosynthese von 2,3-DHBS als Vorlaufer dient. An dieser
Umwandlung beteiligte Enzyme sind (1) Isochorismat-Synthase, (2) Isochorismatase und
(3) 2,3-Dihydro-2,3-dihydroxybenzoat-Dehydrogenase. > **%*¢!
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1.3 Myxocheline

Das erste Myxochelin wurde im Jahr 1989 aus der Kulturbriithe des Myxobakteriums
Angiococcus disciformis An d30 isoliert und als brenzcatechinhaltiges Siderophor
namens Myxochelin A beschrieben.>¢ Kurz darauf wurde in weiteren Myxobakterien
neben Myxochelin A noch ein zweites Derivat, genannt Myxochelin B, gefunden.162163
Strukturell unterscheidet sich Myxochelin B nur hinsichtlich seiner Aminogruppe,
welche die primdre Alkoholfunktion des Lysinol-Restes von Myxochelin A ersetzt
(Abb. 7). Zwei weitere Derivate, Myxochelin C und D, wurden aus dem Uberstand von
P. fallax HK1727 isoliert.82 Beide Verbindungen weisen erneut eine hohe strukturelle
Ubereinstimmung zu Myxochelin A auf mit dem einzigen Unterschied, dass eine bzw.
zwei aromatische Hydroxylgruppen durch Methoxygruppen ersetzt sind (Abb. 7).82
Strukturell weniger stark konservierte Myxocheline sind die aus dem Myxobakterium
Hyalangium minutum isolierten Hyalacheline A, B und C,1®* sowie das aus einem
Vertreter der Ordnung Alteromonadales, dem marinen Bakterium Pseudoalteromonas
piscicida, isolierte Pseudochelin A (Abb. 7).165 Die Produktion von Myxochelin A wurde
spater auch in dem Aktinomyzeten Nonomureae pusilla und dem Chloroflexi-
Bakterium Herpetosiphon aurantiacus nachgewiesen.166167 Pseudochelin A ist jedoch
das einzige Strukturderivat, dessen Biosynthese sich bis heute noch nicht in einem
Myxobakterium nachweisen liefs. Zudem besitzt es eine bis dato fiir Myxocheline

unbekannte, imidazolinhaltige Grundstruktur.165
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Abbildung 7: Die Gruppe der Myxocheline.
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1.3.1 Biosynthese der Myxocheline

Das Myxobakterium Stigmatella aurantiaca Sg al5 ist ein gut untersuchter Produzent
der Myxocheline A und B. Sein fiir die Biosynthese verantwortliches Gencluster wurde

bereits ausfiihrlich analysiert und umfasst insgesamt zwolf Gene (Abb. 8).163

mxcA B C D E F G AroAys H 1 K L

[ 5 mpmp ) i) P ) ) ) -

1 kbp

Abbildung 8: Das Myxochelin-Cluster aus S. aurantiaca Sg al5. Gene fir die Biosynthese von
2,3-DHBS sind schwarz und Gene fiir die Assemblierung von Myxochelin A und B grau gefarbt.
Das Gen mxcF (gestrichelt) ist fur beide Prozesse notwendig. Weiterhin enthélt das Cluster
Gene fiir den Transport der Siderophore (blau), sowie ein nicht essentielles akzessorisches Gen
(weiR).**

Der Biosyntheseweg der Myxocheline A und B ist ebenfalls bekannt und beinhaltet
insgesamt vier Enzyme, MxcE, MxcF, MxcG und MxcL (Abb. 9).163168-170 MxcE ist ein
Adenylierungsenzym, welches das Substrat 2,3-DHBS aktiviert und an die Aryl Carrier
Protein (ArCP)-Domane von MxcF weiterleitet. Das zentrale Enzym der Myxochelin-
Biosynthese ist die NRPS MxcG, bestehend aus einer N-terminalen C-Domane, gefolgt
von einer A-Domane, einer PCP-Domane und einer C-terminalen Red-Domane. MxcG
aktiviert das zweite fiir die Biosynthese bendtigte Substrat, die Aminosaure L-Lysin,
und katalysiert in zwei Kondensationsreaktionen die Ausbildung der Amidbindungen
zwischen insgesamt zwei DHBS-Einheiten und den beiden Aminogruppen von L-Lysin
(Abb. 9). Ob diese Schritte simultan ablaufen oder ob die Katalyse sukzessiv
stattfindet, ist bisher nicht bekannt. Die endstindige Red-Domane Kkatalysiert
schlief’lich die NADPH-abhdngige Reduktion des Thioester-Zwischenproduktes zu
einem Aldehyd, das vom Enzymkomplex gelost wird. Eine erneute Reduktion des
instabilen Intermediates, katalysiert durch dieselbe Red-Domane, fiihrt zur Bildung
von Myxochelin A, Wird das Aldehyd transaminiert, Kkatalysiert durch die
Aminotransferase MxcL, entsteht Myxochelin B. Als Aminogruppen-Donor fiir die
Ausbildung von Myxochelin B fungiert mutmafilich Glutaminsdure (Abb. 9).163168-170
In vitro-Studien mit rekombinanten MxcE, MxcF und MxcG bestatigten, dass diese drei
Enzyme fiir eine erfolgreiche Assemblierung von Myxochelin A aus DHBS und L-Lysin
ausreichend sind.168 Weiterhin wurde beobachtet, dass eine Inkubation dieser Enzyme
mit L-Lysin und einem alternativen Substrat (in diesem Fall 2- bzw.

3-Hydroxybenzoesdure) zur Bildung neuer Myxochelin A-Derivate fiihrte.16°
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Abbildung 9: Die Biosynthese der Myxocheline A und B,'*'*'* sowie der mutmaRliche

Biosyntheseweg von Pseudochelin A.'®> Aktivierung und Bindung der Substrate 2,3-DHBS (A)
und L-Lysin (B). Bildung eines Thioester-Zwischenproduktes, welches nachfolgend durch
Reduktion zu einem Aldehyd vom Enzymkomplex entlassen wird (C). Eine erneute Reduktion
fihrt zur Bildung von Myxochelin A, bzw. eine Transaminierung durch die Aminotransferase
MxcL zur Formierung von Myxochelin B. Letzteres dient als mutmaRliche Vorstufe fiir die
Bildung von Pseudochelin A, vermutlich durch eine intramolekulare Kondensiationsreaktion
(C). Das an dieser Katalyse beteiligte Enzym ist bislang noch unbekannt. A: Adenylierungs-
domane, ArCP: Aryl Carrier Protein, IC: Isochorismatase, C:Kondensationsdomane, PCP:
Peptidyl Carrier Protein, Red: Reduktase.
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MxcF setzt sich aus zwei katalytisch unterschiedlichen Domdnen zusammen. Neben
der ArCP-Domaine enthalt es zusatzlich eine Isochorismatase, die zusammen mit MxcC,
einer 2,3-Dihydro-2,3-DHBS-Dehydrogenase und MxcD, einer Isochorismat-Synthase,
an der Bildung von 2,3-DHBS beteiligt ist (zum Vergleich s. Abb. 6, S. 22).163 Das Gen
AroAss kodiert flir eine 3-Desoxyarabinoheptulosanat-7-phosphat (DAHP)-Synthase
(Abb. 8), welche den ersten Schritt im Shikimatweg, die Verkniipfung von Erythrose-4-
Phosphat mit Phosphoenolpyruvat zu DAHP katalysiert, und somit ebenfalls in der

Biosynthese des Bausteines 2,3-DHBS involviert ist.163

Fiir die Bildung von Pseudochelin A gilt Myxochelin B als mutmafliche Vorstufe
(Abb. 9).165 Das an dieser Katalyse beteiligte Enzym ist bislang noch nicht bekannt,
wurde aber im Rahmen dieser Doktorarbeit analysiert. Die dabei gewonnenen
Erkenntnisse beziiglich der Biosynthese von Pseudochelin A lassen sich in Kapitel 4.2

(S. 54 ff.) finden.

Die Hyalacheline sind zwar strukturell mit den Myxochelinen verwandt, ihre
Biosynthese wurde bisher jedoch noch nicht verifiziert. Eine mogliche Hypothese ist
die Biosynthese mit Myxochelin B als Intermediat, an dessen Riickgrat eine

Phenylalanin-, Tyrosin-, oder Tryptophan-Einheit angefiigt wird.164

Die Gene mxcH, mxcl und mxcK kodieren fiir membranstindige Proteine und eine
Effluxpumpe, welche mutmafilich am Transport der Myxocheline beteiligt sind. MxcB
ist eine NADPH-abhangige Reduktase, die vermutlich fiir die Reduktion des Eisen-
Siderophor-Komplexes in der Zelle verantwortlich ist.163168169 Da S, qurantiaca Sg al5
kein Produzent von Pseudochelin A ist, befindet sich in seinem Myxochelin-Cluster

auch kein entsprechendes Biosynthesegen (Abb. 8).

1.3.2 Das Wirkungsspektrum der Myxocheline

Myxocheline, die strukturell verwandten Hyalacheline sowie Pseudochelin A verfligen
tiber keine signifikanten antimikrobiellen Aktivitdten.156.164165 Es konnte jedoch ein
Einfluss von Myxochelin A und C auf die humane K-562 Leukdmie-Zelllinie beobachtet
werden. Beide Verbindungen reduzierten das Wachstum der Zellen, wobei
Myxochelin A bei deutlich geringeren Konzentrationen als Myxochelin C zu einer
Hemmung des Zellwachstums fiihrte.82 Fur Myxochelin A wurde zudem eine
antimetastatische Wirkung auf die Tumorinvasion von Maus-Kolonzellen beschrieben,
und einige synthetische Strukturanaloga wurden in Struktur-Wirkungsbeziehungs-

Studien getestet.166.171
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Eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen den Myxochelinen und dem aus Pflanzen
isoliertem Naturstoff Curcumin, einem Inhibitor der menschlichen Arachidonat-5-
Lipoxygenase (5-L0X),172-17# fijhrte letztlich dazu, dass die Myxocheline A, C und D
auch auf ihre Wirkung gegeniiber diesem Enzym getestet wurden.8? Lipoxygenasen
zdhlen zur Familie der lipidperoxidierenden Enzyme, welche in vielen Eukaryoten
vorkommen, einschliefdlich Saugetieren, Pflanzen, marinen Invertebraten und
Pilzen.176-178 Vorangetrieben durch die steigende Verfiigbarkeit prokaryotischer
Genomsequenzen wurden in den letzten Jahren zunehmend auch bakterielle
Lipoxygenase-Gene  gefunden, vorrangig in gramnegativen Bakterien.17?
Lipoxygenasen Kkatalysieren die Dioxygenierung von mehrfach ungesattigten
Fettsdauren mit einer oder mehreren cis,cis-1,4-Pentadien-Einheiten  zu
Hydroperoxyfettsduren mit cis-trans Kkonjugierten Dienen, welche unter

physiologischen Bedingungen leicht zu Hydroxyfettsduren reduziert werden.176-178

Die humane 5-LOX ist an der Biosynthese von Leukotrienen aus dem Substrat
Arachidonsdure beteiligt. Als Dioxygenase katalysiert sie den Transfer von
molekularem Sauerstoff (02) auf die Arachidonsdure und als Leukotrien As-Synthase

die Ausbildung eines Epoxids (Abb. 10).175180-182
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Abbildung 10: Die Rolle der humanen 5-LOX in der Leukotrien-Biosynthese. Die Dioxygenase-
Funktion der 5-LOX katalysiert die Umwandlung von Arachidonsdure zu 5-HPETE durch
Insertion von O,. An dieser Reaktion ist das nicht Ham-gebundene Eisenatom im aktiven
Zentrum der 5-LOX entscheidend beteiligt (siehe Detailansicht unten links). Als Leukotrien A,-
Synthase katalysiert die 5-LOX anschliefend die Bildung von Leukotrien A,;, welches entweder
zu Leukotrien B, oder zu Leukotrien C, und folglich zu den Leukotrienen D; und E,4
metabolisiert wird.'”>*
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1.3 Myxocheline

Das Enzym besitzt eine N-terminale regulatorische und eine Kkatalytisch aktive
C-terminale Domadne. Letztere enthdlt ein prosthetisches Eisenion, welches als
Redoxmediator bei der Umwandlung von Arachidonsdure in das Intermediat 5-HPETE
fungiert (Abb. 10).175182187.188 Dje 5-LLOX kommt in verschiedenen Leukozyten vor, u.a.
in den Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, Mastzellen und
B-Lymphozyten. Leukotriene agieren als Signaltransduktoren bei Entziindungs-
reaktionen und initiieren u.a. die Chemotaxis von Fresszellen oder die Steigerung der
Gefafdpermeabilitiat.183-186  Unter  physiologischen = Bedingungen liegt die
Arachidonsdure in ihrer inaktiven Form als Bestandteil von Phospholipiden in
Zellmembranen vor. Erst in Folge einer entziindlichen Stimulation setzt die
zytosolische Phospholipase A2-a die Arachidonsdure frei und initiiert somit die

Leukotrien-Biosynthese.

In einem zellfreien Testansatz wurde die Wirkung von Myxochelin A auf rekombinante
5-LOX evaluiert. Dabei inhibierte eine Konzentration von 10 uM Myxochelin A die
5-LOX-Aktivitdt vergleichbar gut wie 3 uM des Referenzinhibitors Zileuton.8?
Myxochelin C und D zeigten dagegen geringere Wirkungen gegen die 5-LOX. Wahrend
1,9 uM Myxochelin A die Produktbildung der 5-LOX bereits um 50% reduzierte,
mussten im Fall von Myxochelin C bzw. D mehr als 10 uM eingesetzt werden um ein
vergleichbares Resultat zu erzielen.82 MyxochelinC und D sind nachweislich
schwachere Eisenliganden als Myxochelin A, bedingt durch die Methoxylierung ihrer
Brenzcatechin-Einheiten.82 Hinsichtlich der Relevanz des nicht Ham-gebundenen
Eisenions flir die katalytische Funktionalitdt der 5-LOX stellte sich die Frage, ob die
effektive Inhibition der Enzymaktivitit durch Myxochelin A auf der Komplexierung
des aktiven Eisens beruht. Dieser Fragestellung wurde in Kapitel 4.1 (S. 49 ff)

nachgegangen.
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2 Motivation und Zielstellung

2.1 Untersuchungen zur Myxochelin-Biosynthese

Myxocheline sind mittlerweile seit fast dreif3ig Jahren als Naturstoffe bekannt.15¢ Thre
Biosynthese wurde in dieser Zeit ausfiihrlich analysiert und erscheint, ebenso wie ihre
Struktur, wenig komplex. An der Assemblierung von Myxochelin A aus 2,3-DHBS und
L-Lysin sind lediglich drei Enzyme beteiligt. Fiir die Generierung von Myxochelin B
wird nur ein weiteres Enzym, die Aminotransferase MxcL, benotigt.163168169 Als
myxobakterielle Siderophore beschrieben, blieb ihr Potential als Wirkstoffe lange
unerkannt. Erst vor kurzem wurde entdeckt, dass die Aktivitit der menschlichen
5-LOX durch Myxochelin A fast ebenso effektiv reduziert wird wie durch den FDA-
zugelassenen Arzneistoff Zileuton, der ebenfalls ein Metallchelator ist.82 Die
Beobachtung, dass die Myxocheline C und D schwachere Eisenliganden sind als
Myxochelin A und zudem eine geringere Aktivitit gegeniiber der 5-LOX aufweisen,
fiihrte zu der Hypothese, dass die Inhibierung der 5-LOX durch Myxochelin A auf der
Komplexierung des katalytisch aktiven nicht Ham-gebundenen Eisens beruhen
konnte.82 Ein primares Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Generierung neuer
Myxochelin-Derivate mit strukturell modifizierten aromatischen Einheiten und wird
in Kapitel 4.1 (S. 49 ff.) behandelt. Mit Hilfe dieser Strukturanaloga sollte die Annahme
iiberprift werden, ob es wirklich eine Korrelation zwischen der Eisenaffinitit von
Myxochelinen und ihrer 5-LOX-Hemmung gibt. Zur Realisierung dieses Vorhabens
sollte die Prakursor-gesteuerte Biosynthese verwendet werden. Bei dieser Methode
werden strukturelle Analoga eines bestimmten Biosynthese-Bausteines in die
bakterielle Kulturbrithe gegeben, was zur Derivatisierung des entsprechenden
Naturstoffes fiihrt.189-191 Dieses Vorgehen wurde bis dato noch nicht fiir die
Erweiterung des Myxochelin-Produktspektrums angewendet. Basierend auf
Ergebnissen vorangegangener in vitro-Untersuchungen mit rekombinanten Enzymen
wurde zwar bereits liber ein gewisses Mafd an Substrat-Flexibilitit der Myxochelin-
Biosyntheseenzyme berichtet,16° jedoch wurden diese Beobachtungen bislang noch

nicht im Rahmen von Fermentationen tiberpriift.

Des Weiteren sollte die Produktvielfalt der Myxocheline auf genetischer Ebene
erweitert werden. In diesem Fall sollte des Myxobakterium M. xanthus, ein nativer
Produzent der Myxocheline A und B,162192193 genetisch modifiziert werden, sodass es
zusatzlich das erst kirzlich entdeckte Pseudochelin A produzieren kann. Dieser

Themenkomplex wird in Kapitel 4.2 (S.54 ff.) aufgegriffen. Im Zuge dieser
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Aufgabenstellung ergab sich gleichzeitig eine zweite Herausforderung, die innerhalb
dieser Arbeit adressiert wurde, und zwar die Erstellung eines Plasmid-basierten
Expressionssystems fiir M. xanthus. Dass M. xanthus fir die heterologe Produktion von
komplexen Naturstoffen geeignet ist, wurde in der Literatur bereits beschrieben.”3-77
Der aktuelle Stand der Technik beinhaltet jedoch die chromosomale Integration der
jeweiligen Biosynthesegene. Berichte iiber die Verwendung von Expressionsvektoren
existieren bisher aber noch nicht. Ein dabei zu iiberwindendes Problem lag in dem
Mangel an replikativen Plasmiden fiir Myxobakterien, denn bislang konnte nur ein
myxobakterielles Plasmid, pMF1 aus Myxococcus fulvus, isoliert werden.1®* Ein
Abkémmling davon, Plasmid pZ]Y156, wurde zwar bereits fiir Komplementierungs-
studien eingesetzt, um bestimmte Genfunktionen in M. xanthus Null-Mutanten wieder
herzustellen,°419 jedoch nicht fiir die heterologe Produktion eines Naturstoffes. In
der vorliegenden Doktorarbeit sollten daher verschiedene, auf pZ]Y156-basierende
Expressionsvektoren fiir M. xanthus erstellt werden. Gleichzeitig sollte eine
Promotorsequenz identifiziert werden, welche fiir die Expression des Zielgens
geeignet ist. Im Zuge dieser Aufgabenstellung sollte auch die Biosynthese von
Pseudochelin A, die bisher noch nicht experimentell validiert worden war, aufgeklart
werden. Dazu gehorte, dass mogliche Enzymkandidaten mittels vergleichender
genomischer Untersuchungen identifiziert und ihre katalytische Funktion im Rahmen
von invitro-Untersuchungen tuberprift werden sollten. Des Weiteren sollte das
entsprechende Enzym unter Verwendung der im Vorfeld erstellten Expressions-
vektoren heterolog in M. xanthus gebildet werden. Dadurch sollte ein neuer Stamm
generiert werden, der, im Gegensatz zum Wildtyp, neben Myxochelin A und B auch

zusatzlich noch Pseudochelin A produzieren kann.

2.2 Untersuchungen zur biologischen Funktion der Myxocheline

Durch ihre hohe Affinitdt zu dreiwertigem Eisen gelten Myxocheline im Allgemeinen
als Siderophore,>¢ deren Produktion bei Eisenmangel der Aufrechterhaltung des
intrazellularen Eisenlevels dient.113120 Bisher wurden zwei verschiedene Arten von
Siderophoren  aus  Myxobakterien  isoliert, die  hydroxamsdurehaltigen
Nannocheline,1%¢ sowie die brenzcatechinhaltigen Myxocheline.82156162-164  Dje
Produktion von Myxochelin-Derivaten mit modifizierten Brenzcatechin-Einheiten und
damit einhergehend verringerter Eisenaffinitat, wie z.B. bei Myxochelin C und D,82
wirft die Frage auf, ob die biologische Funktion dieser Verbindungen einzig auf der

Beschaffung von Eisen liegt. Diese Fragestellung wird in Kapitel 4.5 (S. 75 ff.)
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aufgegriffen. Da sich bisher keine signifikanten antimikrobiellen Wirkungen fiir die
Myxocheline feststellen liefRen,156164165 wird vorerst eine Beteiligung dieser
Naturstoffe am rauberischen Lebensstil der Myxobakterien bzw. an der direkten
Abwehr gegeniiber Konkurrenten nicht in Betracht gezogen. Die Entdeckung, dass
Myxochelin A ein potenter Inhibitor der menschlichen 5-LOX ist,%2 ldsst jedoch iiber
mogliche andere biologische Funktionen spekulieren. Interessanterweise werden
Lipoxygenase-Gene mehr und mehr auch in prokaryotischen Organismen gefunden,
hauptsachlich in gramnegativen Bakterien,’® wie in den Proteobakterien Sorangium
cellulosum,°7 Pseudomonas aeruginosa,'*® und Burkholderia thailandensis,'°° oder den
Cyanobakterien Anabaena sp.2°°© und Nostoc punctiforme.?91 Auch in M. xanthus
DK1622 wurden bereits zwei LOX-Gene gefunden und die rekombinanten Enzyme
hinsichtlich ihrer Struktur und Substratspezifitit untersucht.202203 [n dem Pilz
Ceratocystis ulmi konnte die Aktivitit der Lipoxygenase mit seiner zelluldren
Morphogenese in Verbindung gebracht werden.204 Damit einhergehend war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit zu priifen, ob die Myxochelin-Produktion einen direkten
Einfluss auf die Morphologie oder das Wachstum von M. xanthus hat. Um dieser Frage
nachzugehen, sollte eine Myxochelin-defiziente Mutante generiert und nach
phanotypischen Unterschieden gegeniiber dem Wildtyp-Stamm gesucht werden.
Ergebnisse dazu finden sich in Kapitel 4.3 (S. 64 ff.).

Das Potential zur Biosynthese von Myxochelinen wurde bereits bei Vertretern der
Aktinomyzeten (Nonomureae pusilla),'%® der Chloroflexi-Bakterien (Herpetosiphon
aurantiacus),'®’ der Deltaproteobakterien (Archangium disciformis,}>¢ Archangium
gephyra,'®3  Hyalangium minutum,'%* M. xanthus,1°21%3 P. fallax,8? Sorangium
cellulosum,1%° S. aurantiaca,'®3 und der Gammaproteobakterien (P. piscicida)l®®
beschrieben. Aus diesen Daten lasst sich bereits ein erster Eindruck iiber die
klassenubergreifende  Verbreitung dieser Verbindungen gewinnen. Durch
bioinformatische Analysen der offentlich zuganglichen Genomsequenzen sollten
innerhalb dieser Doktorarbeit weitere bakterielle Produzenten identifiziert und
Vorhersagen zu den mutmafllich produzierten Myxochelinen getroffen werden. In
diesem Kontext sollte schlief3lich untersucht werden, ob sich ein Zusammenhang
zwischen den gebildeten Myxochelinen und bestimmten Bakteriengruppen, ihrem
Lebensstil oder Habitat ableiten ldsst. Die Angaben dazu finden sich in Kapitel 4.4
(S. 72 ff.).
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3 Material und Methoden

3.1 Generierung neuer Myxochelin-Derivate mittels Prakursor-

gesteuerter Biosynthese

3.1.1 Kultivierungsbedingungen

Fliissigkulturen von P. fallax HKI727 wurden in MD1-Medium (0,3% (w/v) Casiton;
0,07% (w/v) CaClz-2H20; 0,2% (w/v) MgS04-7H20; 0,5 mg L1 Vitamin Biz; 1,0 ml L1
Spurenelementelésung SL-4; pH 7,2) bei 30°C auf einem Schiittelinkubator mit
130 UpM kultiviert.82

3.1.2 Integration nicht nativer Bausteine in den Myxochelin-Biosyntheseweg

Um einen Uberblick iiber geeignete Bausteine fiir die Prikursor-gesteuerte
Biosynthese zu erhalten, wurden initial kleinere P. fallax HKI727 Screening-kulturen
mit verschiedenen DHBS-Analoga gefiittert und anschlieffend analysiert. Diese
Arbeiten entstanden in Kollaboration mit Dr. S. Schieferdecker (Leibniz-Institut fiir
Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie / Hans-Knéll-Institut, Jena). Die
Screeningkulturen enthielten je 100 mL MD1-Medium mit 2,0% (w/v) Amberlite®
XAD7HP (Sigma-Aldrich) in 500 mL Erlenmeyerkolben. Die Prakursoren (Tab. 1)
wurden als sterilfiltrierte Losungen (Endkonzentration: 75 mg L) unmittelbar vor
dem Animpfen der Kulturen in das Medium gegeben. Nach 7 Tagen Kultivierung bei
30 °C auf einem Schiittelinkubator wurde das Adsorberharz durch Filtration von der
Kulturbriihe entfernt und mit Aceton extrahiert. Die getrockneten Extrakte wurde in je
0,5 mL Methanol suspendiert und mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(HPLC) analysiert. Fiir die chromatographische Auftrennung der Proben wurde ein
Shimadzu HPLC-System (LC-20AT, SPD-M20A) mit einer OTU LipoMare Saule (250 x
4,6 mm, 5 pm; AppliChrom) verwendet. Die mobile Phase enthielt A) Reinstwasser mit
0,1% Trifluoressigsaure und B) Methanol. Fiir die Auftrennung der Extrakte wurden
folgende Bedingungen verwendet: isokratisch 10% B fiir 5 Minuten, gefolgt von einem
linearen Gradienten bis 100% B innerhalb von 20 Minuten, und anschliefend
isokratisch 100% B fiir weitere 5 Minuten. Die Flussrate lag bei 1,0 mL minL. Die

Elution der Verbindungen wurde mit einem Diodenarraydetektor verfolgt.
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Tabelle 1: In einem initialen Screening getestete Substrate fiir die Prakursor-gesteuerte
Biosynthese.’

halogenhaltige Benzoesauren hydroxylhaltige Benzoesauren
2-Fluorbenzoesaure 2-Hydroxybenzoesaure
3-Fluorbenzoesaure 3-Hydroxybenzoesaure
4-Fluorbenzoesaure 4-Hydroxybenzoesaure
2-FIuor-6—hydroxybenzoeséiureb 2-Hydroxy-4-methylbenzoesaure
4-Fluor-2-hydroxybenzoesaure 3-Amino-2-hydroxybenzoesaure
2,3,4,5,6-Pentafluorbenzoesaure 3-Hydroxy-4-methoxybenzoesdure
2-Chlorbenzoesaure 4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure

3-Chlorbenzoesaure
2-Brombenzoesaure

heteroaromatische Carbonsauren andere Benzoesauren
Picolinsaure Benzoesaure
Isonicotinsaure 2-Cyanobenzoesaure
1-Hydroxy-6-oxo-1,6-dihydropyridin-2- 3-Cyanobenzoesaure
carbonsdure

2-Aminonicotinsdure 2-Formylbenzoesdure
2-Chlornicotinsaure 2-Mercaptobenzoesaure
2-Hydroxynicotinsadure 3,4-Dimethoxybenzoesdure

Nicotinsdure-1-oxid
Isonicotinsdure-N-oxid
Furan-3-carbonsaure
Thiophen-3-carbonsaure
Pyrrol-3-carbonsaure
1H-Imidazol-4-carbonsdure
®Falls nicht anders angegeben, wurden die notwendigen Substanzen (ber die Firmen
Sigma-Aldrich, VWR International oder Carl Roth bezogen.

*Diese Substanz wurde von Dr. S. Schieferdecker synthetisiert und zur Verfiigung gestellt.

3.1.3 Produktion und Isolierung neuer Myxochelin-Derivate

Fiir die Produktion von neuen Derivaten mittels Prakursor-gesteuerter Biosynthese
wurde P. fallax HKI727 in je 3,0 L MD1-Medium mit 2,0% (w/v) Amberlite® XAD7HP
(Sigma-Aldrich) bei 30 °C und 130 UpM kultiviert. Die entsprechenden Prakursoren
wurden als sterilfiltrierte Losungen (Endkonzentration: 33 mg L-1) unmittelbar vor
dem Animpfen der Kulturen in das Medium gegeben. Dabei wurden jene Bausteine
verfiittert, welche bei den initialen Screeningkulturen in vermeintlich neue
Myxocheline inkorporiert worden waren. Nach 7 Tagen Kultivierung wurde das Harz
XAD7HP durch Filtration von der Kulturbriihe entfernt und mit Aceton extrahiert. Der
Rohextrakt wurde getrocknet, in 60%-igem wassrigen Methanol gel6st und
anschlieflend dreimal mit dem gleichen Volumen Dichlormethan extrahiert. Die
Dichlormethan-Phasen wurden vereint und durch eine offene Sdulenchromatographie

weiter aufgetrennt. Als stationdre Phase dienten 30,0 g Kieselgel 60 (Merck). Die
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Elution der Verbindungen von der Saule startete mit 200 mL Dichlormethan, gefolgt
von je 200 mL Ethylacetat, Aceton und Methanol. Die Fraktionen wurden getrocknet
und mittels LC/MS- sowie 1H-NMR-Messungen auf die Anwesenheit von Myxochelin-
Derivaten hin untersucht. Fiir die Kernspinresonanzspektroskopie (engl.: nuclear
magnetic resonance; NMR) wurden die getrockneten, wasserfreien Extrakte in
deuteriertem Methanol ([D4]MeOH) gelost. Ein- und zweidimensionale NMR-Daten

wurden an einem Bruker Avance Spektrometer aufgenommen.

Die Aufreinigung der einzelnen Myxochelin-Derivate verlangte zwei separate HPLC-
Schritte. Diese wurden an einem Shimadzu HPLC-System (LC-20AT, SPD-M20A) mit
folgenden Flief3mitteln durchgefiihrt: A) Reinstwasser mit 0,1% Trifluoressigsaure
und B) Methanol. Der erste Aufreinigungsschritt erfolgte an einer Nucleodur Cig HTec
Sdule (250 x 10 mm, 5 pm; Macherey-Nagel) und die zweite Aufreinigung an einer
Nucleodur Cis Isis Saule (250 x 10 mm, 5 pm; Macherey-Nagel) bei einer Flussrate von
je 2,0 mL min-l. Abhdngig davon, welches Myxochelin-Derivat aufgereinigt wurde,
variierte die Zusammensetzung der mobilen Phase (Tab. 2). Die Elution der
Myxochelin-Derivate wurde bei den Wellenldngen 210, 245 und 310 nm detektiert.
Die Strukturaufklarung der einzelnen Verbindungen erfolgte in Kooperation mit
Dr. S. Schieferdecker mittels 'H- und 13C-NMR-Spektroskopie sowie iiber LC/MS-

Messungen.

Tabelle 2: Zusammensetzung der mobilen Phase fiir die Aufreinigung der Myxochelin-Derivate
mittels HPLC.

Myxochelin-Derivat Erster Aufreinigungsschritt Zweiter Aufreini.gungsschritt
(Gradient) (Isokratisch)
J1,)2 50,0% > 100% B in 15 Minuten 55,0% B
3 70,0% > 100% B in 60 Minuten 57,5% B
Ja 70,0% > 100% B in 60 Minuten 65,0% B
J5 70,0% > 100% B in 60 Minuten 55,0% B
J6,17,18 10,0% > 100% B in 10 Minuten 55,0% B
J9,J10 70,0% - 100% B in 15 Minuten 50,0% B
J11 70,0% = 100% B in 15 Minuten 75,0% B
J12 70,0% = 100% B in 15 Minuten 50,0% B
J13,)14 60,0% —> 100% B in 15 Minuten 55,0% B
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3.1.4 Bestimmung der Eisenaffinitat

Die neu generierten Myxochelin-Derivate wurden mittels Chromazurol S (CAS)-Assay
auf ihre eisenkomplexierenden Eigenschaften getestet. Dazu wurden in eine
Petrischale 20 mL eines modifizierten CAS-Agar gegossen.205206 Nach Erkalten des
Agars wurden Locher ausgestanzt, in welche je 50 pL der zu testenden Losung
pipettiert wurden. Dazu wurden die Myxocheline im Vorfeld in Methanol geldst
(Endkonzentration: 4,0 mg mL1). Nach 5 Minuten Inkubationszeit wurden die

Farbveranderungen im CAS-Agar optisch evaluiert.

Fiir die Herstellung des modifizierten CAS-Agars wurde eine blaue Farbelésung und
eine sogenannte Mix-Losung benotigt.205206 Fiir die Farbelosung mussten 50 mL einer
CAS-Losung (0,12% (w/v) CAS in ddH20) mit 9 mL einer Eisen-Lésung (0,027% (w/v)
FeCl3-6H20 in 10 mM HCI) und 40 mL einer Cetyltrimethylammoniumbromid (CTABr)-
Losung (0,18 % (w/v) CTABr in ddH20) gemischt werden. Die Farbeldsung sollte blau
erscheinen und wurde nach Anfertigung autoklaviert. Die Mix-Losung (0,1% (w/v)
CaCl2-2H:0; 3,24% (w/v) PIPES pH 6,8; 0,3% (w/v) Casiton; 1,5% (w/v) Agar) wurde
ebenfalls autoklaviert. Zu je 1,0 L fertiger Mix-Losung wurden final 100 mL der

Farbeldsung zugegeben.
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3.2 Genetische Verianderungen der Myxochelin-Biosynthese in

M. xanthus

3.2.1 Bioinformatische Analysen

Fiir den Vergleich der Myxochelin-Cluster aus S. aurantiaca Sg al5, M. xanthus DK1622
und P. piscicida S2040 wurden die jeweiligen Sequenzen der Datenbank GenBank
entnommen.2%” Homologien zwischen verschiedenen Sequenzen wurden unter
Verwendung des Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) eruiert.208 Alle
benotigten Proteinsequenzen wurden ebenfalls GenBank entnommen.2%? Die frei
zugangliche Software GeneStudio Pro wurde fiir die Assemblierung von Sequenzen
sowie fiir die Generierung multipler Alignments verwendet. Fiir die Erstellung,
Visualisierung und Dokumentation von Vektorkarten, Klonierungen, DNA-Fragmenten
und Polymerasekettenreaktionen (engl.: polymerase chain reactions; PCR) wurde die
Software SnapGene genutzt. Codon-Anpassungen wurden manuell unter Zuhilfenahme
der Kazusa Datenbank durchgefiihrt.299 Vorhersagen beziiglich der Domaéanen-
Architektur von NRPS-Enzymkomplexen wurden unter Verwendung des online Tools

PKS/NRPS Predictor?1 und der Pfam Datenbank?!! erstellt.

3.2.2 Stimme und Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung von M. xanthus DSM16526 erfolgte in modifiziertem CTPM-Medium
(1,0% (w/v) Casiton; 0,12% (w/v) Tris; 0,02% (w/v) KH2PO4; 0,06% (w/v) MgSO4;
0,5mg L1 Vitamin Bz, pH 7,5).212 Flussigkulturen wurden bei 30 °C auf einem
Schiittelinkubator mit 130 UpM kultiviert. Escherichia coli DH5a- und
E. coli BL21(DE3)-Fliissigkulturen wurden routinemafiig in LB-Medium (engl.:
lysogeny broth; Carl Roth) bei 37 °C auf einem Schiittelinkubator mit 200 UpM
inkubiert. Falls erforderlich wurde dem Medium Ampicillin (100 pg mL-1) oder

Kanamycin (50 pg mL-1) als Selektionsmarker zugesetzt.

3.2.3 Verwendete Plasmide und Nukleinsduren

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3 gelistet. Der E. coli -
M. xanthus Shuttlevektor pZ]Y15619421% wurde durch die Firma ATG:biosynthetics
synthetisiert. Flir die Erweiterung der Myxochelin-Biosynthese in M. xanthus
DSM16526 wurde das synthetische Gen mxcM in den Wildtyp-Stamm eingebracht. Das

Gen stammte nativ aus P. piscicida S2040 und kann unter der Locus-Kennzeichnung
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TW?75_RS20450 in GenBank gefunden werden. Die entsprechende Zugangsnummer
fiir die Proteinsequenz lautet WP_045965770. Die native Gensequenz wurde manuell
an die Codon-Nutzung von M. xanthus angepasst. Die Codon-adaptierte Sequenz des
Gens wurde durch die Firma ATG:biosynthetics synthetisiert. Die Nukleotidsequenz
des synthetischen mxcM-Gens wurde in GenBank unter der Zugangsnummer

MH248775 hinterlegt.

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Plasmide und Vektoren.

Kommerziell erworbene Plasmide
Plasmid relevante Eigenschaften® Vektorkarten
Abkémmling des Plasmids pBBR122;*"* Kan®, Cm®
pBHR1 (MoBi Tec) Abb. Al, Anhang
pET-28a(+) | E. coli-Expressionsvektor; Kan® (Novagen) Abb. A2, Anhang
E. coli-Klonierungsvektor; Amp"®
PIETL.2 (Thermo Fisher Scientific) Abb. A3, Anhang
Mutagenese-Vektor;*"> Minitransposon magellan 4,
pMycoMar Himar1 Transposase, Kan® (Harvard Medical School) Abb. A4, Anhang
Abkommling des Vektors pzJY156;'***** Amp®, Kan®
ZJY1 K Abb. A5, Anh
pzIY156_J (ATG:biosynthetics) bb. A5, Anhang
In dieser Arbeit erstellte Plasmide
Subklonierungsvektor; pJET1.2 mit der Promotor-
K1 Abb. A6, Anh
P sequenz P.,os aus M. xanthus DSM16526; Amp" bb. A6, Anhang
pJK2 Subklonierungsvektor; pzJY156_JK-mxcM; Kan® Abb. A7, Anhang
K3 M. xanthus-Expressionsvektor mit P.,,4 Promotor; Abb. 16A,S.59/
P pZJY156_JK-P ,oa-mxcM; Kan® Abb. A8, Anhang
Subklonierungsvektor; pJET1.2 mit der Promotor-
K4® ' Abb. A9, Anh
P sequenz P,;, aus M. xanthus DSM16526; Amp® bb. A3, Anhang
Jcsb M. xanthus-Expressionsvektor mit P,;, Promotor; Abb. 16C, S. 59 /
P PZIY156_JK-P ,s-mxcM; Kan® Abb. A10, Anhang
Subklonierungsvektor; pJET1.2 mit einer mxcG-
pJKe Partialsequenz aus M. xanthus DSM16526; Amp® Abb. A1, Anhang
oIK7 M. ):{anthus mxcG-Disruptionsvektor; pBHR1-mxcG; Abb. A12, Anhang
Kan
pJK8 E. coli-Expressionsvektor; pET-28a(+)-mxcM; Kan® Abb. A13, Anhang

?Abkiirzungen: Amp"®, Ampicillin-Resistenz; Cm", Chloramphenicol-Resistenz Kan®, Kanamycin-
Resistenz. "Die Vektoren pJK4 und pJK5 wurden im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit
konzipiert und gemaR diesen Vorlagen von B. Sc. L. Winand im Labor kloniert.
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3.2.4 Allgemeine DNA-Standardarbeiten

Die Nukleotidsequenzen von Primern wurden manuell abgeleitet und mit Hilfe der
online verfiigharen Plattform OligoCalc analysiert. Oligonukleotide bzw. Primer
wurden sowohl von der Firma Eurofins Genomics, als auch von der Firma Sigma-

Aldrich bestellt.

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte mittels Agarosegel-
elektrophorese unter Verwendung von TAE-Puffer (0,5% (w/v) Tris; 0,04% (w/v)
EDTA; 0,1% (v/v) Eisessig, pH 8,3 - 8,6).216 Zur Visualisierung der DNA wurde dem
Agarosegel 0,1% (w/v) Ethidiumbromid zugesetzt. Genomische DNA wurde in einem
0,8%-igem Agarosegel bei einer Spannung von 80 V, PCR-Amplifikate und DNA-
Fragmente nach Restriktionsverdau in einem 1,0%-igem Agarosegel bei 120V

aufgetrennt.

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel erfolgte mit dem QIAquick

Gel Extraction Kit (QIAGEN) gemafd den Angaben des Herstellers.

Die Qualitdt und Quantitat von DNA in Losung wurde mittels Absorptionsmessung an

einem Spektralphotometer (NanoDrop 2000, PeqLab) bestimmt.

Fir den Restriktionsverdau von DNA wurden FastDigest Enzyme (Thermo Fisher
Scientific) mit entsprechendem FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher Scientific)

gemaf$ den Herstellerangaben verwendet.

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit einer T4 DNA-Ligase (Thermo Fisher
Scientific). Falls erforderlich wurde die geschnittene Plasmid-DNA vor der Ligation
durch Verwendung der FastAP Alkalischen Phosphatase (Thermo Fisher Scientific)
dephosphoryliert.

Sequenzierungen von Nukleotidsequenzen wurden sowohl von der Firma Eurofins

Genomics, als auch von der Firma Microsynth Seqlab durchgefiihrt.

Fiir die Extraktion von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das Roti®-Prep Plasmid MINI

Kit (Carl Roth) gemaf3 den Herstellerangaben verwendet.

3.2.5 Extraktion von genomischer DNA aus M. xanthus

Die genomische DNA von M. xanthus DSM16526 wurde mit einigen Verdnderungen
gemaf$ eines bereits veroffentlichten Protokolls extrahiert.217 Aus einer Fliissigkultur

wurden die Zellen mittels Zentrifugation geerntet, mit einem St6f3el mechanisch
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aufgeschlossen und umgehend in eisgekiihltem PBS-Puffer (0,8% (w/v) NaCl; 0,14%
(w/v) NazHPOs4; 0,027% (w/v) KH2POs4; 0,02% (w/v) KCI) suspendiert.?1® Die
Suspension wurde zentrifugiert, das Pellet in SET-Puffer (0,44% (w/v) NaCl; 0,73%
(w/v) EDTA; 0,24% (w/v) Tris) resuspendiert und mit Lysozym (Endkonzentration:
1,0 mg mL-1) sowie RNase A (Endkonzentration: 1,0 mg mL1) versetzt. Nach einer
Inkubation von 30 Minuten bei 37 °C wurden 0,1 Volumenanteile (v/v) einer
10%-igen SDS-Losung sowie Proteinase K (Endkonzentration: 1,0 mg mL1)
zugegeben. Es erfolgte eine weitere Inkubation der Proben fiir 60 Minuten bei 55 °C,
bevor 0,3 Volumenanteile (v/v) einer 6 M NaCl-Losung und 2,0 Volumenanteile (v/v)
einer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)-Losung hinzugegeben wurden. Die
Proben wurden gut durchmischt und anschlieffend zentrifugiert, um eine saubere
Phasentrennung zu erhalten. Die wassrige Phase wurde in ein neues Gefafd uberfiihrt
und die genomische DNA durch Zugabe von 1,0 Volumenanteilen (v/v) eisgekiihltem
Isopropanol prazipitiert. Anschlieflend wurde die DNA dreimal mit 70%-igem
wassrigem Ethanol gewaschen, bevor sie getrocknet und final in Reinstwasser

resuspendiert wurde.217

3.2.6 Extraktion von Plasmid-DNA aus M. xanthus

Die Extraktion von Plasmid-DNA aus M. xanthus DSM16526 erfolgte mit einigen
Abweichungen gemafd den Angaben von Zhao und Kollegen.1°* Aus einer Flissigkultur
in der frithen stationidren Phase wurde eine Probe von 2,0 mL entnommen, die Zellen
mittels Zentrifugation geerntet (13000 UpM, 4 °C, 5 min) und anschlief3end in 200 pL
Resuspensions-Puffer (10,3% (w/v) Saccharose; 0,3% (w/v) Tris; 0,73% (w/v) EDTA;
0,2% (w/v) Lysozym; 10,0% (w/v) RNase A) aufgenommen und fiir 5 Minuten bei
37 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 400 pL Lyse-Puffer (1,2% (w/v) NaOH; 2,0%
(w/v) SDS) und anschlieffend von 500 pL eisgekiihltem Neutralisierungs-Puffer
(29,5% (w/v) Kaliumacetat, pH 4,8),194218 bevor die Probe fiir weitere
5bis 10 Minuten auf Eis inkubiert wurde. Die Suspension wurde zentrifugiert
(13000 UpM, 4°C, 10 min), der Uberstand in ein neues Gefif iiberfiihrt und die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 1,0 Volumenanteilen (v/v) eisgekiihltem Isopropanol
prazipitiert. Die Probe wurde fiir zwei Stunden auf Eis inkubiert, zentrifugiert
(10000 UpM, 4°C, 10 min) und das Pellet mit 70%-igem wassrigem Ethanol

gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde getrocknet und final in Reinstwasser gelost.
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3.2.6 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Erzeugung chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte mittels Calciumchlorid-
Methode.?1? Eine Vorkultur wurde in 5 mL LB-Medium angesetzt und tiber Nacht bei
37 °C auf einem Schiittelinkubator mit 200 UpM inkubiert. Am Folgetag wurde die
Hauptkultur in SOB-Medium (2,0% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,06%
(w/v) NaCl; 0,02% (w/v) KCI, pH 7,0) angeimpft.220 Die optische Dichte der Kultur
zum Startzeitpunkt, gemessen bei 600 nm (ODsoo), lag bei 0,1. Die E. coli-Hauptkultur
wurde auf einem Schiittelinkubator bei 37 °C und 200 UpM inkubiert, bis die ODsoo
einen Wert von 0,4 erreichte. Die Kultur wurde anschliefRend fiir 30 Minuten auf Eis
gekihlt, bevor Proben von je 1,0 mL Volumen entnommen und fiir 10 Minuten bei 4 °C
und 5600 UpM zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen
in 1,0 mL eisgekiihlter 0,1 M CaCl>-Losung suspendiert. Die Zellsuspension wurde
erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 100 pL
eisgekiihlter 0,1 M CaCl2+15%-iger (v/v) Glycerol-Losung resuspendiert. Flr eine
langerfristige Lagerung der chemisch kompetenten Zellen wurden diese umgehend in

fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlief3end bei -80 °C eingelagert.

Fir die Transformation wurden je 100 pL der chemisch kompetenten Zellen mit
5-10 pL eines Ligationsansatzes bzw. mit 2,5-5pL aufgereinigter Plasmid-DNA
versetzt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte die Hitzeschockbehandlung bei
472 °C fir 90 Sekunden. Die Zellen kiihlten anschlief3end fiir 5 Minuten auf Eis ab, bevor
sie in je 1,0 mL SOC-Medium (2,0% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 0,06%
(w/v) NaCl; 0,02% (w/v) KCI; 0,2% (w/v) MgClz-6H20; 0,36% (w/v) Glukose, pH 7,0)
aufgenommen wurden.?20 Die Regeneration der Zellen erfolgte in Abhangigkeit des
verwendeten Selektionsmarkers fir 60 bis 90 Minuten bei 37 °C auf einem
Schiittelinkubator mit 200 UpM. Die Selektion von Transformanten erfolgte liber

Nacht bei 37 °C auf LB-Agar unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums.

3.2.7 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Proteinproben wurden mittels SDS-PAGE (engl.: sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) aufgetrennt.??2! Das Sammelgel setzte sich wie
folgt zusammen: 25% (v/v) Sammelgelpuffer; 5% (v/v) Acrylamidlésung (Carl Roth);
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat (Merck) / 0,1% (v/v) Tetramethylethylendiamin
(Carl Roth); mit folgendem Sammelgelpuffer: 1 M TrisHCI pH 6,8; 0,4 % (w/v) SDS.

Das Trenngel hatte folgende Zusammensetzung: 25% (v/v) Trenngelpuffer; 10% (v/v)
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Acrylamidlésung (Carl Roth); 0,05% (w/v) Ammoniumpersulfat (Merck); 0,05% (v/v)
Tetramethylethylendiamin (Carl Roth), mit folgendem Trenngelpuffer: 1,5 M TrisHCI
pH 8,8; 0,4% (w/v) SDS.

Vor dem Auftragen der Proteinproben auf das Gel wurden diese mit Roti®-Load 1
(Carl Roth) und Reducing Agent (Fermentas) versetzt, fiir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt
und anschliefdend zentrifugiert (12000 UpM, 10 min). Nach der Auftrennung der
Proteine erfolgte ihre Fixierung im Gel. Dazu wurde das Gel fiir 30 Minuten in einer
Fixierlosung (20% (v/v) Methanol; 7,5% (v/v) Eisessig) inkubiert. Fiir die
Visualisierung der Proteine wurde das Gel anschliefdend fiir 30 Minuten in einer
Farbelosung (0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250; 50% (v/v) Methanol;
5% (v/v) Essigsaure) und nachfolgend in einer Entfarbeléosung (10% (v/v) Methanol;
5% (v/v) Essigsdure) inkubiert.

3.2.8 Produktion und Aufreinigung von rekombinantem Hiss-MxcM

Die in diesem Kapitel beschriebenen Arbeiten entstanden in Zusammenarbeit mit
B. Sc. L. Winand im Rahmen ihrer Masterarbeit. Das synthetische Gen mxcM wurde in
die EcoRI-Schnittstelle des Plasmids pET-28a(+) kloniert. Der gebildete Vektor pJK8
(Abb. A13, Anhang) wurde anschlieféend in chemisch kompetente E. coli BL21(DE3)-
Zellen eingebracht, wodurch der Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3):pJK8 generiert
wurde. Fir die Produktion von Hexahistidin-markiertem MxcM wurde der
Expressionsstamm bei 37 °C in Terrific Broth (TB)-Medium (12,0% (w/v) Trypton,
Pepton; 24,0% (w/v) Hefeextrakt; 0,4% (v/v) Glycerol; 2,3% (w/v) KH2PO4; 12,5%
(w/v) K2HPO4) auf einem Schiittelinkubator mit 200 UpM kultiviert. Bei Erreichen
einer ODgoo von 0,6 wurde die Expression von mxcM durch Zugabe von Isopropyl-§3-D-
thiogalactopyranosid (IPTG; Endkonzentration: 1 mM) induziert. Die Kultivierung
wurde flir weitere 20 Stunden bei 16°C fortgesetzt, bevor die Zellen durch
Zentrifugation (4000 UpM, 15 min, 4 °C) geerntet und anschliefdend in Lysepuffer
(50 mM NaH:POs4 pH 8.0; 10 mM Imidazol; 300 mM NaCl; 10% (v/v) Glycerol)
suspendiert wurden. Nach dem Aufschluss der Zellen mittels Ultraschallbehandlung
wurden die Zellbruchstiicke durch Zentrifugation (4500 UpM, 30 min, 4 °C) aus der
Suspension entfernt. Mittels Affinititschromatographie wurde das Hexahistidin-
markierte MxcM-Enzym aus dem Uberstand aufgereinigt. Als stationire Phase diente
dabei Protino® Ni-NTA Agarose (Macherey-Nagel) mit immobilisierten Ni%*-lonen auf

einer nitrilotriessigsdaurehaltigen Matrix, eingebettet in einer Polypropylen-Saule
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(Qiagen). Die Elution des rekombinanten Enzyms von der Matrix erfolgte mit
Lysepuffer, der insgesamt 250 mM Imidazol enthielt. Anschliefdend wurde die Probe
durch Verwendung einer PD-10 Sdule (GE Healthcare Life Sciences) entsalzt und
durch  Zentrifugation mit einem Amicon Zentrifugationsfilter (Ultra-15,
Merck Millipore) aufkonzentriert. Die Anwendung erfolgte gemafd den Angaben der
Hersteller. Das aufgereinigte Hise-MxcM Enzym wurde in 0,1 M Phosphatpuffer
(pH 7,0) aufgenommen.

3.2.9 In vitro-Studien mit His¢-MxcM

Die in diesem Kapitel beschriebenen Arbeiten entstanden in Zusammenarbeit mit
B. Sc. L. Winand im Rahmen ihrer Masterarbeit. Myxochelin B wurde von Dipl.-Pharm.
A. Sester (TU Dortmund / Lehrstuhl Technische Biologie) aufgereinigt und fiir die
nachfolgenden Experimente zur Verfiigung gestellt. Fiir die Uberpriifung einer in vitro-
Konversion von Myxochelin B zu Pseudochelin A wurde das aufgereinigte
Hise-MxcM-Enzym (Endkonzentration: 2 puM) mit Myxochelin B (Endkonzentration:
0,5mM) und TrisHCl-Puffer (Endkonzentration: 50 mM, pH7,0) in einem
Gesamtvolumen von 0,5 mL bei 30 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde Myxochelin B
ohne rekombinantes Enzym sowie das rekombinante Enzym ohne Myxochelin B
inkubiert. Nach einer Stunde wurde die Reaktion durch Zugabe von 15% (v/v)
Acetonitril gestoppt. Die Produktbildung wurde mittels LC/MS-Messungen analysiert.
Zudem wurde der Assay analog mit Myxochelin A als Substrat wiederholt. Das hierfiir
eingesetzte Myxochelin A wurde zuvor im Zuge der Prakursor-gesteuerten
Biosynthese aus der Kulturbriihe von P. fallax HKI727 (s. Kapitel 3.1.3, S. 33 ff.) isoliert

und aufgereinigt.

3.2.10 Studien zur Transformierbarkeit von M. xanthus DSM16526

M. xanthus wurden mittels Elektroporation transformiert.8¢8 Folgende Plasmide
wurden dabei eingesetzt: pET-28a(+), pMycoMar, pZ]JY156_JK und pBHR1. Der
M. xanthus DSM16526 Wildtyp-Stamm wurde im Vorfeld als sensitiv gegeniiber dem
Antibiotikum Kanamycin getestet. Filir die Transformation wurden daher Plasmide
eingesetzt, welche eine Kanamycin-Resistenz vermitteln und eine Selektion von

positiven Transformanten auf kanamycinhaltigem Agar ermoglichten.

Die Generierung elektrokompetenter M. xanthus DSM16526-Zellen erfolgte gemaf?

Literaturangaben.5868 Eine Vorkultur von M. xanthus wurde in CTPM-Medium
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angeimpft und fiir 2 bis 3 Tage auf einem Schiittelinkubator bei 30 °C und 130 UpM
kultiviert. Fiir die Hauptkultur wurden 2,0 mL der Vorkultur in 50 mL CTPM-Medium
tiberfiihrt und in einem Schikanekolben fiir 26 Stunden bei 30 °C und 130 UpM
kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen aus je 2,0 mL Kulturbrithe durch
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 5000 UpM und 10 °C geerntet. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 1,0 mL eisgekiihltem Reinstwasser gewaschen. Die
Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert und die Zellen noch zwei weitere Male mit
eisgekiihltem Reinstwasser gewaschen. Die elektrokompetenten Zellen wurden final

in 50 pL eisgekiihltem Reinstwasser gelost.

Die Plasmid-DNA wurde vor der Elektroporation mittels Alkoholfillung aufgereinigt
und aufkonzentriert.?® Dazu wurde die DNA in Reinstwasser gelost und mit
0,1 Volumenanteilen (v/v) einer 3,0 M Natriumacetat-Losung versetzt. Nach Zugabe
von einem Volumenanteil Isopropanol wurde die DNA-haltige Losung mehrmals
invertiert, fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend bei
13000 UpM fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die
Plasmid-DNA mehrere Male mit 70%-igem wassrigem Ethanol gewaschen, getrocknet

und final in Reinstwasser resuspendiert.216

Fiir die Elektroporation wurden 50 pL der elektrokompetenten M. xanthus-Zellen in
einer eisgekiihlten 0,2 cm Elektroporationskiivette mit 0,5 bis 1,0 pg aufgereinigter
Plasmid-DNA versetzt. Die Elektroporation erfolgte mit einem Gene Pulser Xcell™
Elektroporationssystem (Bio-Rad Laboratories, Inc.) unter folgenden Bedingungen:
400 Q, 25 pF und 0,6 kV. Unmittelbar nach der Elektroporation wurden die Zellen in
1,0 mL eisgekiihltem CTPM-Medium aufgenommen. Die Regeneration erfolgte fiir
6 Stunden bei 32 °C auf einem Schuttelinkubator. Transformanten wurden auf CTPM-
Agar unter Zugabe von 50 pg mL-! Kanamycin bei 30 °C selektiert. Nach 4 bis 5 Tagen
Inkubationszeit konnte das Wachstum von Transformanten eindeutig identifiziert

werden.

3.2.11 Konstruktion von Expressionsvektoren fiir M. xanthus

Das Riickgrat der Expressionsvektoren lieferte der E. coli - M. xanthus Shuttlevektor
pZJY156_JK (Abb. A5, Anhang).19421% Das Zielgen fiir die Expression war das
synthetische Gen mxcM, welches zundchst in die EcoRI-Restriktionsschnittstelle des

Vektors ligiert wurde, wodurch der Vektor pJK2 entstand (Abb. A7, Anhang).
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Es wurden zwei verschiedene Expressionsvektoren (pJK3 und pJK5) mit
unterschiedlichen Promotorsequenzen erstellt. In Vektor pJK3 (Abb. A8, Anhang)
wurde die Expression des synthetischen mxcM-Gens unter Kontrolle des Kupfer-
induzierbaren Promotors Pcuoa gestellt. Die Aktivitat des Promotors korreliert linear
mit der Konzentration von Kupfer im Medium.?22223 Mit den Primern p357
(5’-GCATGGATCCGAAGCCTCTTCACGAATGATGG-3’; mit BamHI-Restriktionssequenz)
und p358 (5-GAGCTCTAGATGTCGGCCATGAACGGCACTTCACG-3; mit Xbal-
Restriktionssequenz) wurde die 825 bp grofde Promotorregion des Kupfer-Oxidase-
Gens cuoA (MXAN_3420) aus M. xanthus amplifiziert. Fiir die Amplifikation wurde der
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) verwendet,
welcher die Phusion Flash High-Fidelity DNA-Polymerase enthilt. Eine PCR-Reaktion
mit einem Gesamtvolumen von 20 pL setzte sich wie folgt zusammen: Phusion Flash
Master Mix (1-fach konzentriert), Primer p357 und p358 (je 0,4 uM) und genomische
DNA von M. xanthus (100 ng). Unter folgenden Bedingungen wurde die PCR
durchgefiihrt: 98 °C fiir 10 s (1 Zyklus); 98 °C fiir 1 s, 64 °C fiir 5 s und 72 °C fiir 12 s
(30 Zyklen); und 72 °C fiir 60 s (1 Zyklus). Die Amplifikate wurden mittels Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt, die 825 bp grofde Pcuoa-Promotorsequenz aus dem Gel
extrahiert, in den Vektor pJET1.2 ligiert und unter Verwendung von E. coli DH5a
zwischenkloniert. Daraus resultierte der Subklonierungsvektor pJK1 (Abb. A6,
Anhang). Anschlieflend wurde die P.0a-Sequenz unter Verwendung der Restriktions-
enzyme BamHI und Xbal aus Vektor pJK1 ausgeschnitten. Der Vektor pJK2 wurde
ebenfalls mit BamHI und Xbal verdaut, und die ausgeschnittene Riickgrat-Sequenz mit
der Promotorsequenz ligiert, wodurch der Expressionsvektor pJK3 entstand (Abb. A8,

Anhang).

In den zweiten Expressionsvektor pJK5 (Abb. A10, Anhang) wurde dagegen der
konstitutive Promotor P,is eingebaut.??¢ Dafiir wurde zunachst die 207 bp grofde
Promotorsequenz des Gens pilA (MXAN_5783)22* unter Verwendung der Primer p493
(5’-GGATCCGGGAGCGCTTCGGATGCGTAG-3’; mit BamHI-Restriktionssequenz) und
p494  (5-GGTACCGGGGGTCCTCAGAGAAGG-3’; mit  Kpnl-Restriktionssequenz)
amplifiziert. Fir die PCR wurde der Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) mit den eben genannten Bedingungen durchgefiihrt. Das
Amplifikat wurde in den Vektor pJET1.2 zwischenligiert, wodurch der
Subklonierungsvektor pJK4 (Abb. A9, Anhang) gebildet wurde. Die pilA-
Promotorsequenz wurde nachfolgend mit den Restriktionsenzymen BamHI und Kpnl

aus Plasmid pJK4 ausgeschnitten und in den ebenfalls BamHI-Kpnl-verdauten Vektor

44



Material und Methoden
3.2 Genetische Veranderungen der Myxochelin-Biosynthese in M. xanthus

pJK2 ligiert, wodurch der zweite Expressionsvektor pJK5 (Abb. A10, Anhang)

entstand.

3.2.12 Entwicklung eines M. xanthus-Expressionsstamms

Die Expressionsvektoren pJK3 und pJK5 wurden mittels Elektroporation in
kompetente M. xanthus DSM16526-Zellen eingebracht. Positive Transformanten
wurden auf CTPM-Agar unter Zugabe von Kanamycin selektiert. Nach einigen
Subkultivierungen wurden die Transformanten mittels Kolonie-PCR auf die
Anwesenheit von autonomen, nicht ins Genom integrierten Plasmiden hin untersucht.
Die Primer p352 (5’-GCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACG-3") und p353 (5’-CCGCCAAGCT
CTTCAGCAATATCACGGG-3’) wurden fiir die Amplifikation der kompletten Vektor-
sequenz eingesetzt (Grofde pJK3: 8,9 kbp; Grofie pJK5: 8,3 kbp). Beide Primer
hybridisierten aneinander angrenzend, aber in entgegengesetzter Orientierung
zueinander, innerhalb des Kanamycin-Resistenzgens aphll (Abb. A8, A10, Anhang).
Fir die Kolonie-PCR wurde Biomasse der M. xanthus-Transformanten von der
Agarplatte entnommen, in Reinstwasser suspendiert und fir 3 Minuten bei 99 °C
erhitzt. Die Suspension wurde zentrifugiert und der Uberstand fiir die PCR eingesetzt.
Eine Reaktion enthielt ein Volumen von 25 pL und setzte sich wie folgt zusammen:
DreamTaq Green Buffer (1-fach konzentriert; Thermo Fisher Scientific), dNTP-Mix
(0,2 mM von jedem dNTP), Primer p352 und p353 (je 0,25 pM), DMSO (5,0% (v/v)),
Uberstand der Zellsuspension (je 2 pL) und DreamTaq DNA-Polymerase (0,8 Units;
Thermo Fisher Scientific). Die optimale Hybridisierungstemperatur der Primer p352
und p353 wurde durch einen Temperatur-Gradienten von 55 °C bis 69 °C detektiert.
Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 95 °C fiir 3 min (1 Zyklus);
95°Cfiir45s,55°C/ 61°C /69 °C fiir 30 s und 72 °C fiir 8 min (30 Zyklen); und 72 °C
fiir 10 min (1 Zyklus).

Die jeweiligen PCR-Produkte wurden nach elektrophoretischer Auftrennung aus dem
Agarosegel aufgereinigt und als DNA-Matrizen fiir nachfolgende PCR’s eingesetzt. In
dieser wurden verschiedene Abschnitte der Expressionsvektoren amplifiziert. Die
Primer p268 (5-GGATTGCACGCAGGTTCTCCGG-3") und p269 (5-CGATAGAAGGCGA
TGCGCTGCG-3") amplifizierten das Kanamycin-Resistenzgen aphll, die Primer p342
(5’-CTGGTGCCTGTCGTCATGGAGAC-3") und p343 (5’-CACGCACACCGACG
AGTCATAG-3’) den aus pMF1-stammenden Replikationsursprung, und die Primer
p344 (5-GCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACC-3’) und p345 (5-GCGAGACGAAAGGG
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CCTCGTGATACGCC-3’) den aus pBR332-stammenden Replikationsursprung sowie das
Ampicillin-Resistenzgen bla. Fir die Amplifikation wurde die DreamTaq DNA-
Polymerase verwendet. Eine Reaktion enthielt ein Volumen von 25 pL und setzte sich
wie folgt zusammen: DreamTaq Green Buffer (1-fach konzentriert; Thermo Fisher
Scientific), dNTP-Mix (0,2 mM von jedem dNTP), Primer vorwarts und riickwarts (je
0,25 uM), Dimethylsulfoxid (DMSO; 5,0% (v/v)), aufgereinigte DNA-Matrize
(~20-50 ng) und DreamTaq DNA-Polymerase (0,8 Units; Thermo Fisher Scientific).
Die PCR wurde wie folgt durchgefiihrt: 95 °C fiir 1 min (1 Zyklus); 95 °C fiir 20 s,
55C/61°C /69 °C fir 20 s und 72 °C fiir 1 min (30 Zyklen); und 72 °C fiir 2 min
(1 Zyklus). Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und ihre Nukleotidsequenzen

durch Sequenzierung bestimmt.

3.2.13 Heterologe Produktion von Pseudochelin A in M. xanthus

Der M. xanthus DSM16526 Wildtyp-Stamm ist ein nativer Produzent von Myxochelin A
und B. Um sein natiirliches Produktspektrum zu erweitern, wurde das synthetische
und Codon-adaptierte Gen mxcM unter Verwendung der Expressionsvektoren pJK3
bzw. pJK5 in den Wildtyp eingebracht. Um die Replikation der Vektoren in den
entsprechenden M. xanthus-Expressionsstimmen zu bewahren, wurden diese stets
unter Zugabe von Kanamycin (50 pg mL-1) kultiviert. Zur Steigerung der Myxochelin-
bzw. Pseudochelin-Ausbeute wurde das Medium zusatzlich mit 2,3-DHBS (End-
konzentration: 30 mg L), sowie 2,0% (w/v) Amberlite® XAD7HP (Sigma-Aldrich)
supplementiert. Die Expression von mxcM in pJK3 wurde durch Zugabe von 115 uM
Kupfer(Il)sulfat induziert. Nach 5 Tagen Inkubation wurde das Adsorberharz durch
Filtration von der Kulturbrithe getrennt und mit Methanol extrahiert. Die
metabolischen Profile der Expressionsstimme wurden mit dem des M. xanthus
DSM16526 Wildtyp-Stamms verglichen. Als Referenzen dienten Chromatogramme
von Myxochelin A, Myxochelin B und Pseudochelin A. Das dabei eingesetzte
Myxochelin A wurde im Vorfeld aus der Kulturbriihe von P. fallax HKI727 im Rahmen
der Prakursor-gesteuerten Biosynthese (s. Kapitel 3.1.3, S. 33 ff.) isoliert und
aufgereinigt. Myxochelin B wurde von Dipl.-Pharm. A. Sester (TU Dortmund /
Lehrstuhl Technische Biologie) aufgereinigt und zur Verfiigung gestellt. Das
verwendete Chromatogramm von Pseudochelin A stammte aus den vorangegangenen
in vitro-Studien mit rekombinantem Hise-MxcM (s. Kapitel 3.2.9, S. 42). Die Produktion
von Pseudochelin A wurde zudem durch LC/MS- und LC/MS/MS-Messungen

verifiziert. Myxochelin A diente dabei als Kontrolle.
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3.2.14 Klonierung eines Vektors zur Disruption des M. xanthus mxcG-Gens

Um den Einfluss der Myxochelin-Biosynthese auf das Wachstum und den Phénotypen
von M. xanthus DSM16526 beurteilen zu konnen, wurde die Funktionalitidt des mxcG-
Gens durch Einbringen einer fremden DNA-Sequenz gestort. Initial musste dazu ein
Disruptionsvektor generiert werden. Das Riickgrat des Disruptionsvektors lieferte der
broad-host range Vektor pBHR1 (Abb. A1, Anhang),?!3 welcher in M. xanthus
DSM16526 weder autonom repliziert, noch in das Genom integriert wird (diese Daten
stammten aus vorangegangenen Experimenten). Zusatzlich wurde eine Teilsequenz
aus dem M. xanthus DSM16526 mxcG-Gen in den Disruptionsvektor ligiert, welche
spater fiir die Integration des Vektors in die chromosomale mxcG-Sequenz notwendig
war. Dazu wurde eine 1,95 kbp grofde Sequenz aus dem mxcG-Gen unter Verwendung
der Primer p359 (5-GCGGCCGCCGAAACACACGAAGCAGGTTG-3’; mit Notl-
Restriktionssequenz) und p360 (5-AGTACTCCTCCACGCTGGCATCGAAGTGC-3’; mit
Scal-Restriktionssequenz) amplifiziert. Als Template fiir die PCR diente genomische
DNA von M. xanthus DSM16526. Eine PCR-Reaktion enthielt ein Volumen von 25 uL
und setzte sich wie folgt zusammen: DreamTaq Green Buffer (1-fach konzentriert;
Thermo Fisher Scientific), dNTP-Mix (0,2 mM von jedem dNTP), Primer p359 und
p360 (je 0,3 uM), DMSO (5,0% (v/v)), genomische DNA (100 ng) und DreamTaq DNA-
Polymerase (0,8 Units; Thermo Fisher Scientific). Die Amplifikation wurde wie folgt
durchgefiihrt: 95 °C fiir 3 min (1 Zyklus); 95 °C fiir 40 s, 64 °C fiir 35 s und 72 °C fiir
2 min (30 Zyklen); und 72 °C fiir 5 min (1 Zyklus). Die PCR-Produkte wurden mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die 1,95 kbp grofde mxcG-Teilsequenz aus dem
Gel extrahiert und in den Vektor pJET1.2 ligiert, wodurch der Subklonierungsvektor
pJK6 (Abb. A11, Anhang) entstand.

Der Vektor pBHR1 wurde mit den Restriktionsenzymen Notl und Scal geschnitten und
die Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Das 3879 bp grofie
Fragment wurde aufgereinigt und mit der mxcG-Teilsequenz, welche im Vorfeld
ebenfalls mit den Enzymen Notl und Scal aus dem Vektor pJK6 ausgeschnitten wurde,
ligiert. Somit wurde der Disruptionsvektor p]JK7 (Abb. A12, Anhang) gebildet, welcher
neben der homologen mxcG-Teilsequenz zusatzlich liber ein Replikationsprotein fiir

die Vervielfaltigung des Plasmids in E. coli und eine Kanamycin-Resistenz verfiigt.
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3.2.15 Generierung von Myxochelin-defizienten M. xanthus-Mutanten

Der Disruptionsvektor pJK7 wurde via Elektroporation in den M. xanthus DSM16526-
Wildtypstamm eingebracht und positive Transformanten auf CTPM-Medium unter
Zugabe von Kanamycin selektiert. Nach einigen Subkultivierungen wurden die
Kanamycin-resistenten Transformanten mittels Kolonie-PCR auf die Integration des
Plasmids pJK7 in ihr genomisches mxcG-Gen hin untersucht. Die Zellsuspensionen und
PCR-Reaktionen wurden wie in Kapitel 3.2.12 (S. 45) beschrieben vorbereitet. Zwei
verschiedene Primerkombinationen wurden fiir die Amplifikation eingesetzt: p334
(5’-CGTCGAGGACCTGTCCATCG-3’) und p338 (5’-CGACTGGAGCATCTCGTCCGTGCG-3")
sowie Primer p336 (5-GGATTCAGTCGTCACTCATGGTG-3") und p338. Die PCR wurde
bei folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 95 °C fiir 3 min (1 Zyklus); 95 °C fiir 45 s,
61 °C fiir 30 s und 72 °C fiir 1 min (30 Zyklen); und 72 °C fiir 3 min (1 Zyklus). Die
Grofde der Amplifikate lieferte Hinweise tiber die Position der Plasmid-Integration in

das mxcG-Gen.

Zusatzlich wurde das metabolische Profil des M. xanthus-Wildtypstamms mit zufallig
ausgewahlten mxcG-Disruptionsmutanten verglichen. Dazu wurden die jeweiligen
Kulturen in je 250 mL CTPM-Medium kultiviert. Zur Aufrechterhaltung der Insertion
erfolgte die Anzucht der Mutanten stets unter Zugabe von Kanamycin (50 pg mL-1).
Nach 5 Tagen Kultivierung wurden die Kulturbrithen mit Ethylacetat ausgeschiittelt,
das Rohextrakt getrocknet, und anschlieffend in Methanol aufgenommen. Die
produzierten Metabolite wurden durch LC/MS-Messungen verifiziert und mit einem
Shimadzu HPLC-System (LC-20AT, SPD-M20A) iiber eine OTU LipoMare Saule (250 x
46 mm, 5 um; AppliChrom) wie in Kapitel 3.1.2 (S. 32) beschrieben

chromatographisch aufgetrennt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Erweiterung der Myxochelin-Vielfalt

4.1.1 Integration nicht nativer Bausteine in den Myxochelin-Biosyntheseweg

Bei einem initialen Screening wurden insgesamt 34 verschiedene Arylcarbonsauren
(s. Tab. 1, S.33) an P. fallax HKI727 verfiittert und auf ihren Einbau in den Myxochelin-
Grundkoérper hin untersucht. Einzig die Zugabe von 1H-Imidazol-4-carbonsaure fiihrte
in der entsprechenden Kultur zu einem Wachstumsdefekt. Die anderen Substrate
l6sten keinen offensichtlichen Effekt auf das Wachstum von P. fallax HKI727 aus. Die
Screeningkulturen wurden unter Anwesenheit des Adsorberharzes XAD7HP kultiviert,
welches zu einem Anstieg der Myxochelin-Ausbeute beitragt, womoglich durch
Minimierung der Feedback-Inhibierung oder einer besseren Wiederfindungsrate der
Myxocheline.?2> Nach 7 Tagen Kultivierung wurden die von den Screeningkulturen
produzierten  Metabolite vom  XAD7HP  extrahiert wund mittels HPLC
chromatographisch aufgetrennt. Alle Extrakte enthielten Myxochelin A, welches durch
Vergleich mit einem authentischen Standard identifiziert werden konnte. In acht
Extrakten erschienen zusatzlich neue Peaks, deren UV-Profile zu denen von

Myxochelinen passten (Abb. 11).

Ein Charakteristikum der Myxochelin-Biosynthese ist der Einbau von insgesamt zwei
2,3-DHBS-Einheiten (Abb. 9, S. 25). Nach der Fiitterung von strukturell dhnlichen
Substraten konnte beobachtet werden, dass eine Aminogruppe von L-Lysin mit dem
natiirlichen Baustein und die zweite Aminogruppe gleichzeitig mit einem nicht nativen
Baustein verknlipft werden konnte. Dadurch entstanden wahrend einer Fermentation
bis zu drei neue Myxochelin-Derivate bei Fiitterung von nur einem Substrat. Deutlich
zu erkennen ist dies in Abb. 11 bei den Chromatogrammen A, E und F, welche aus
Kulturen stammten, die mit Benzoesidure, sowie 2-Fluor- bzw. 3-Fluorbenzoesiure
gefiittert wurden. In anderen Extrakten konnten wahrend der UV-basierten
metabolischen Analyse nur ein oder zwei neue Peaks detektiert werden. Nachfolgende
LC/MS-Messungen ergaben, dass auch in diesen bis zu drei neue Derivate auftraten,
z.T. jedoch nur in sehr geringen Konzentrationen. Interessanterweise war die Menge
an produziertem Myxochelin A im Vergleich zu den neu auftretenden Derivaten relativ
gering. Die nicht-supplementierte Kultur produzierte eine vergleichbare Menge an

Myxochelin A wie die gefiitterten Kulturen (Abb. 11), wodurch angenommen werden
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kann, dass die zelluldre Verfiigbarkeit von 2,3-DHBS ein limitierender Faktor wahrend

der Biosynthese ist.

Abbildung 11: Metabolische Analyse der P. fallax-Screeningkulturen. Die Kulturen wurden
geflittert mit A) Benzoesaure, B) 2-Hydroxy-, C) 3-Hydroxy-, D) 2-Fluor-6-Hydroxy-, E) 2-Fluor-,
F) 3-Fluor-, G) 4-Fluor-, und H) 2-Chlorbenzoesaure. 1) Native Kultur. Alle Chromatogramme
wurden bei 254 nm aufgenommen. Myxochelin A ist mit einer 1 markiert. Im Chromatogramm
(A) wurden die neuen Myxochelin-Derivate exemplarisch durch ein Dreieck hervorgehoben.
Die Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.**®

In Hinblick auf die Substrat-Spezifitit scheinen die an der Myxochelin-Biosynthese
beteiligten Enzyme besonders zuganglich fiir fluorsubstituierte aromatische Bausteine
zu sein; eine Beobachtung, die auch schon in anderen Naturstoff-Biosynthesewegen
gemacht wurde.?27-230 Mit Ausnahme der 2-Chlorbenzoesdaure wurden chlor- und
bromhaltige aromatische Bausteine nicht in die Myxochelin-Biosynthese integriert,
moglicherweise durch sterische Einschrankungen. Von den hydroxylhaltigen
Benzoesiauren wurden die 2- und 3-Hydroxybenzoesauren von den biosynthetischen
Enzymen akzeptiert, wohingegen die 4-Hydroxybenzoesaure nicht eingebaut wurde.
Die Zufiitterung von verschiedenen heteroaromatischen Carbonsduren an die P. fallax
HKI727-Screeningkulturen fiihrte zu keinerlei neuen Derivaten, wodurch an dieser
Stelle die Grenzen der enzymatischen Flexibilitat innerhalb der Myxochelin-

Biosynthese erreicht sein diirften.
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4.1.2 Aufreinigung und Charakterisierung von neuen Myxochelin-Derivaten

Die Fiitterungsexperimente wurden mit jenen Substraten wiederholt, bei denen im
initialen Screening Peaks von vermeintlichen Myxochelin-Derivaten in den P. fallax
HKI727-Chromatogrammen detektiert worden waren. Um die Ausbeute zu steigern,
wurde das Volumen der Kulturen auf 3,0 L erhoht und die Kultivierung unter Zugabe
von XAD7HP durchgefithrt. Nach 7 Tagen wurde das Adsorberharz aus der
Kulturbriihe entfernt und die daran gebundenen Metabolite durch Extraktion mit
Aceton gelost. Der Rohextrakt wurde zundchst iiber eine offene Saule mit Kieselgel als
stationdre Phase fraktioniert, bevor die Myxocheline mittels HPLC aufgereinigt
wurden. Auf diesem Weg konnten, neben Myxochelin A, 14 neue Derivate aufgereinigt
werden mit einem Ertrag von ~0,1 bis > 5 mg L! (Tab. 4). Derivate die nur in
Kleinstmengen vorhanden waren, wurden bei der Aufreinigung nicht beriicksichtigt.
In Zusammenarbeit mit Dr. S. Schieferdecker wurden alle isolierten Myxocheline
mittels NMR- und LC/MS-Analysen charakterisiert (Abb. A14-A55, Anhang). Die
Aktivitdten der Myxocheline gegen die 5-LOX wurden in einem zellfreien Assay unter
Verwendung rekombinanter 5-LOX durch S. Koénig aus der Arbeitsgruppe von
Prof. 0. Werz (Lehrstuhl fiir Pharmazeutische und Medizinische Pharmazie, Friedrich-
Schiller-Universitat Jena) bestimmt. Nach Inkubation der 5-LOX mit dem
entsprechenden Myxochelin-Derivat wurde die Umwandlung der Arachidonsaure zu
5-HPETE mittels HPLC ermittelt. Es stellte sich heraus, dass die Myxocheline J11 und
J12 sogar bei Konzentration liber 10 pM keine inhibitorischen Aktivitaten gegen die
5-LOX besitzen (Tab. 4). Interessanterweise sind dies gleichzeitig die einzigen
Derivate, die keine aromatischen Hydroxylgruppen mehr besitzen; naheliegend, dass
gerade diese funktionellen Gruppen eine entscheidende Rolle bei der Inhibierung
spielen. Die anfangliche Annahme, dass die Brenzcatechin-Einheiten eine wesentliche
Funktion bei der 5-LOX-Inhibierung ibernehmen, mutmafilich durch Komplexierung
des katalytisch relevanten Eisenions, wurde durch die Beobachtung widerlegt, dass
Derivate mit nur einer phenolischen Hydroxylgruppe die gleiche Hemmung der 5-LOX
auslosen wie Myxochelin A. Einige Derivate mit nur einer aromatischen
Hydroxylgruppe zeigten sogar eine hohere Aktivitit als Myxochelin A. So weist
Myxochelin A einen ICso-Wert von 1,72 pM auf, wahrend die Myxochelin-Derivate |3,
J6 und J7 ICso-Werte zwischen 1,18 und 1,52 pM besitzen (Tab. 4).
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Tabelle 4: Struktur und Ausbeute der neuen Myxochelin-Derivate, ihre inhibitorischen
Aktivitaten gegen die humane 5-LOX, sowie ihre eisenkomplexierenden Eigenschaften.

R4 0O 0] R4
R /\/\)\ s
N N
Rs Rg
R R, Rs R; Rs Rg Ausbeute[mglL?’] 5-LOXICs[uM]® CAS®
A |[OH OH H OH OH H n. b. 1,715 + 0,269 ++
J1 | H H H OH OH H 0,1 3,147+0,307 n.b.
2 |OH OH H H H H 0,1 2,390+0,819  n.b.
3 |OH H H OH OH H 2,8 1,522 + 0,156 +
JA |OH OH H OH H H 2,2 3,539 + 0,029 +
J5|OH H H OH H H 3,4 9,324 0,305 -
J6 | F H OH OH OH H 0,6 1,442 + 0,063 -
J7 |OH OH H F F OH 1,0 1,180 + 0,300 -
)8 | F H OH F H OH 4,9 3,600 + 0,733 -
J9 | F H H OH OH H 1,9 8,395+0,676  n.b.
JIO|OH OH H F H H 5,7 8,094+0,793  n.b.
JM1| F H H F H H 6,0 > 10 n. b.
JI2| H F H H F H 1,0 > 10 n. b.
213/ cC H H OH OH H 3,0 4,596 +1,690 n.b.
JI4|OH OH H C H H 2,0 3,640+0,440 n.b.

®Die inhibitorischen Aktivitaten der Myxocheline gegen die 5-LOX wurden durch S. Kénig aus
der Arbeitsgruppe von Prof. O. Werz (Lehrstuhl fiir Pharmazeutische und Medizinische
Pharmazie, FSU Jena) bestimmt. ®Die Eisenaffinitit der Myxocheline wurde visuell mittels CAS-
Assay evaluiert (s. Abb. A56, Anhang). ++: starke / +: maRige / -: keine Eisenaffinitat. n. b.: nicht
bestimmt. Die Tabelle wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.**®

In den Myxochelinen J5 und J8 wurden die 2,3-DHBS-Einheiten durch Salicylsdaure
bzw. 6-Fluorsalicylsdure ausgetauscht. Wahrend Myxochelin |5 ein relativ schwacher
5-LOX-Inhibitor ist, hemmt Myxochelin J8 die 5-LOX-Aktivitdt mit einem ICso-Wert von
3,6 uUM. An dieser Stelle ist ersichtlich, dass die Brenzcatechin-Einheiten von
Myxochelin A nicht vollstindig entbehrlich sind. Zusatzlich wurde die Eisenaffinitat
der Myxocheline mit dem CAS-Assay untersucht (Abb. A56, Anhang). Einige der neuen
Derivate fithrten im Vergleich zu Myxochelin A nur zu einem schwachen

Farbumschlag, was bedeutet, dass diese Derivate kaum dreiwertiges Eisen vom
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Farbkomplex 16sen konnten. Besonders auffallig war, dass die Myxocheline J6 und ]7,
welche als sehr potente 5-LOX-Inhibitoren identifiziert worden waren, im CAS-Assay

keine Eisenaffinitat zeigten.

Insgesamt liefd sich, im Gegensatz zu der urspriinglichen Hypothese, kein direkter
Zusammenhang zwischen den 5-LOX-Aktivititen der Myxocheline und ihren
eisenkomplexierenden Eigenschaften erkennen. Dafiir konnte beobachtet werden,
dass die inhibitorische Aktivitat von der Anwesenheit einer freien Phenolgruppe, vor
allem in ortho-Position abhangt. Zusatzliche aromatische Hydroxylgruppen in meta-
Position konnen die Wirksamkeit gegeniiber der 5-LOX noch zusitzlich erhéhen. In
nachfolgenden Studien von Dr. S. Schieferdecker wurden weitere 48 Myxochelin A-
Strukturanaloga auf ihre biologische Aktivitdt hin untersucht,?3! wobei die in der
vorliegenden Doktorarbeit gemachten Beobachtungen bestitigt werden konnten.
Zusatzlich wurde festgestellt, dass die Alkoholfunktion der Lysinol-Einheit von

Myxochelin A keinen Einfluss bei der Inhibierung spielt.231
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4.2 Untersuchungen zur Biosynthese von Pseudochelin A

4.2.1 Myxochelin- und Pseudochelin-Biosynthesegencluster im Vergleich

Die Myxobakterien S. aurantiaca Sg al5 und M. xanthus DK1622 sind als Produzenten
der Myxocheline A und B bekannt.163193 Das Myxochelin-Cluster von S. aurantiaca
Sg al5 wurde bereits ausfiihrlich charakterisiert (s. Abb. 8, S. 24).163 Die Gene aroAas,
mxcC-mxcG und mxcL sind fiir die Biosynthese von 2,3-DHBS und die Assemblierung
von Myxochelin A und B essentiell. Fiir den Siderophor-Transport und die
Eisenaufnahme werden die Gene mxcB, mxcH, mxcl und mxcK bendtigt. 163168169 Dje
von mxcA kodierte Oxidoreduktase ist dagegen fiir die Myxochelin-Biosynthese nicht
essentiell.16? Unter Verwendung der Angaben beziiglich des Clusters aus S. aurantiaca
Sg al5, konnte das entsprechende Myxochelin-Gencluster aus M. xanthus DK1622
identifiziert werden. Dieses umfasst insgesamt neun Gene, deren Produkte eine
Ubereinstimmung zwischen 64% bis 82% zu den von S. aurantiaca Sg al15 kodierten

Proteinen aufweisen (Abb. 12).

mxcC D G AroA,s
1 kbp
) . Protein ID Ubereinst.’
Gen mutmaRliche Funktion sgals DK1622 %1d % Qc
AroA,s | DAHP-Synthase AAG31131 WP_011553660 | 74 100
mxcB | Reduktase (Fe*-Siderophor) AAG31125 WP_011553657 64 98
mxcC | 2,3-Dihydro-2,3-DHBS-DH AAG31126 WP_011553665 | 71 99
mxcD | Isochorismat-Synthase AAG31127 WP_011553664 | 82 97
mxcE | 2,3-DHBS-AMP-Ligase AAG31128 WP_011553663 | 79 97
mxcF | Isochorismatase / ArCP AAG31129 WP_011553662 71 100
mxcG | NRPS AAG31130 WP_020478742 | 69 99
mxcK | Effluxpumpe AAG31134 WP_020478743 68 97
mxcL | Aldehyd-Aminotransferase AAG31135 WP_011553658 74 98

Abbildung 12: Myxochelin-Cluster aus M. xanthus DK1622. Der Farbcode der Gene entspricht
jenem aus Abb. 8 (S. 24) und Abb. 13 (S. 55). Die Nukleotidsequenz des Clusters wurde
GenBank entnommen (Zugangsnummern: NC_008095).%°

*Ubereinstimmung (% Id: identische Aminosiuren in %; % Qc: Sequenzabdeckung in %).

Das marine Bakterium P. piscicida S2040 wurde Kkiirzlich als Produzent von
Pseudochelin A, dem einzigen Myxochelin-Derivat mit intramolekularem Imidazolin-
Ring, beschrieben. Zusatzlich wurden, neben Pseudochelin A, auch die Myxocheline A

und B aus der Kulturbriihe von P. piscicida isoliert.16> Um mehr Informationen iiber die
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wurde das

Biosynthesegencluster von P. piscicida S2040 identifiziert (Abb. 13).

mxcE

=)y

F G

entsprechende

B C L M N o} P D

1 kbp
. . Sg al5vs. S2040° | DK1622vs. S2040°
Gen mutmalliche Funktion %Id %Qc %Id %Qc
mxcE | 2,3-DHBS-AMP-Ligase 51 98 50 98
mxcF | Isochorismatase / ArCP 44 97 44 97
mxcG | NRPS 37 98 38 99
mxcB | Reduktase (Fe**-Siderophor) 37 90 36 86
mxcC | 2,3-Dihydro-2,3-DHBS-DH 50 96 50 95
mxcL | Aldehyd-Aminotransferase 58 93 62 93
mxcM | Cytosin-Deaminase - - - -
mxcN | MFS-Transporter - - - -
mxcO | Regulator (AraC-Typ) - - - -
mxcP | TonB-abhangiger Rezeptor - - - -
mxcD | Isochorismat-Synthase 36 93 36 92

Abbildung 13: Pseudochelin-Cluster aus P. piscicida S2040. Gene fir die 2,3-DHBS-Biosynthese
und Myxochelin-Assemblierung sind schwarz und grau hinterlegt. Gene fiir den Siderophor-
Transport sind blau markiert und jene, mit regulatorischer Funktion weifl. Das Gen, welches
mutmaRlich fir die Bildung von Pseudochelin A relevant ist, wurde griin hervorgehoben. Die
Nukleotidsequenz des Clusters wurde der GenBank Datenbank entnommen (Zugangsnummer:
NZ_JXXW01000072).%*?

°Die Ubereinstimmungen zwischen den jeweiligen Proteinen auf Aminosiure-Level fir
S. aurantiaca Sg al5, M. xanthus DK1622 und P. piscicida S2040 sind angegeben. % Id:
identische Aminosauren in %; % Qc: Sequenzabdeckung in %. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2018 entnommen.***

In diesem Fall dienten die Aminosduresequenzen der Genprodukte aus den
S. aurantiaca Sg al5 und M. xanthus DK1622 Myxochelin-Clustern als Vorlage fiir ein
Alignment. Das in P. piscicida S2040 detektierte Cluster erstreckt sich tiber eine 17 kbp
grofde, DNA-Sequenz, die
(TW75_RS20420 bis TW75_RS20470). Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurden im

durchgehende insgesamt elf Gene beinhaltet
Folgenden die Bezeichnungen der Gene an die bereits bestehende Nomenklatur
(mxcA-mxcL)'63 angepasst. Sieben Gene im Pseudochelin-Cluster kodieren fiir Enzyme,
die auch durch das Myxochelin-Cluster kodiert werden (Abb. 13). Dazu zdhlen neben
den an der 2,3-DHBS-Biosynthese beteiligten Genen mxcC, mxcD, mxcF und den fiir die
Assemblierung der Myxochelin A und B notwendigen Genen mxcE, mxcF, mxcG, mxcL

auch das Gen mxcB, welches fiir eine NADPH-abhangige Reduktase kodiert und an der

Freisetzung des dreiwertigen Eisens aus dem Siderophor-Eisen-Komplex beteiligt ist.
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Vier Gene, mxcM, mxcN, mxcO, und mxcP, treten jedoch nur im Pseudochelin- und nicht
in den Myxochelin-Clustern auf (Abb. 13). Die offenen Leserahmen von mxcN und
mxcP sind voraussichtlich am Transport und an der Aufnahme des Siderophors
beteiligt, wahrend mxcO fiir einen Transkriptionsregulator aus der AraC-Familie
kodiert. Deshalb scheint es, als kdnne lediglich das von mxcM kodierte Protein eine
entscheidende Funktion in der Biosynthese von Pseudochelin A innehaben; MxcM

wurde auf GenBank als Cytosin-Deaminase annotiert.232

4.2.2 MxcM als ein Enzym aus der Amidohydrolase-Superfamilie

Manuelle Sequenzanalysen des im Pseudochelin-Cluster kodierten Enzyms MxcM
ergaben eine Zugehorigkeit zu der Amidohydrolase-Superfamilie.233234 Ein Vertreter
dieser Enzymfamilie ist die Imidazolonpropionase Hutl, welche die Spaltung eines
Imidazolin-Ringes wahrend des Histidin-Abbaus katalysiert.23> Die Riickreaktion, eine
intramolekulare Kondensation, erinnert an die postulierte Umwandlung von
Myxochelin B in Pseudochelin A.1%> Die Sequenzen von Hutl-homologen Proteinen
wurden schliefdlich mit jener von MxcM abgeglichen, wobei primar keine signifikanten
Ubereinstimmungen zu erkennen waren (Tab. Al, Anhang). Jedoch ergab eine
manuelle Analyse der Sequenzen, dass die konservierten, katalytisch aktiven
Aminosaure-Reste von Hutl236-238 guch in MxcM vorhanden sind (Abb. A57A, Anhang).
Nur der Glutaminsdure-Rest an Position 252 von Hutl, welcher an der Initiierung der

Hydrolyse-Reaktion beteiligt ist,236-238 konnte in MxcM nicht gefunden werden.

Dem Enzym MxcM am ahnlichsten ist die Amidohydrolase CbxE aus dem
Aktinomyzeten Streptomyces sp. NTK937 (Abb. A57B, Tab. A2, Anhang), einem
essentiellen Enzym in der Biosynthese des Antibiotikums Caboxamycin.?3? Die
postulierte Funktion von CbxE ist die Katalyse einer Zwei-Stufen-Reaktion, bestehend
aus einer intramolekularen Zyklisierung und einer Wasserabspaltung, die zur

Ausbildung eines Oxazolin-Ringes fiihrt (Abb. 14).239

o OH HO o) OH o) OH
HO HO
H H
N N
( o] H:0
OH O OH o)
Abbildung 14: Die von CbxE katalysierte Bildung eines Oxazolin-Rings wahrend der Biosynthese

.2
von Caboxamycin.”*’

56



Ergebnisse und Diskussion
4.2 Untersuchungen zur Biosynthese von Pseudochelin A

Neben den Sequenzahnlichkeiten von MxcM und CbxE besteht womdglich auch eine
Analogie zwischen der von CbxE katalysierten Bildung eines Oxazolins und der von
MxcM katalysierten Bildung eines Imidazolins. Ein weiteres Protein homolog zu MxcM
konnte in  Streptomyces megasporus NRRL B-16372 (Zugangsnummer:
WP_031508998) gefunden werden (Abb. A57B, Tab. A2, Anhang). Der dazugehorige
offene Leserahmen liegt eingebettet in einem Gencluster, das auffallende
Ahnlichkeiten zu den Biosynthese-Loci der Antibiotika A33853240241 ynd
Nataxazol242243 besitzt, welche in den Genomen von Streptomyces sp. NRRL 12068

bzw. Streptomyces sp. Tii 6176 gefunden wurden.

4.2.3 In vitro-Charakterisierung von MxcM

Um die Rolle von MxcM fiir die Pseudochelin A-Biosynthese zu verifizieren, wurde das
entsprechende Gen in Codon-adaptierter Form durch ATG:biosynthetics synthetisiert,
in den Expressionsvektor pET-28a(+) kloniert und in E. coli BL21(DE3) exprimiert.
Das rekombinante Enzym Hise-MxcM wurde mittels Metallchelat-Affinitats-
chromatographie aufgereinigt und nachfolgend mit Myxochelin A und B als Substrate
inkubiert (Abb. 15).

MxcM M (kDa)

. 200 1

=== 150

. = 120 a

= 100 —_ PN

i — 85

= 70 . b]
_X — 60 -

-— 50 M ¢

- 30

t/min
A ﬁl 25 B
Abbildung 15: (A) Hisg-MxcM, aufgetrennt mittels SDS-PAGE. Das errechnete Molekular-
gewicht des rekombinanten Proteins betragt 58,786 kDa. Die Ausbeute lag bei ~0,7 mg
aufgereinigtem Hisg-MxcM aus 100 mL E. coli-Expressionskultur. M: Protein-GroRRenstandard.
(B) Ergebnisse der in vitro-Testungen von His¢-MxcM. Dargestellt sind die Totalionen-
chromatogramme. Profil a: Myxochelin A (1) mit Hisc-MxcM. Profil b: Myxochelin A ohne
Hisg-MxcM. Profil c: Myxochelin B (2) mit His¢-MxcM. Profil d: Myxochelin B ohne Hisg-MxcM.
Die Bildung von Pseudochelin A (3) konnte bei Inkubation von Hisc-MxcM mit Myxochelin B
beobachtet werden. Die Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2018 entnommen.?*
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Diese Arbeiten entstanden in Zusammenarbeit mit B. Sc. L. Winand im Rahmen ihrer
Masterarbeit. Myxochelin B wurde von Dipl.-Pharm. A. Sester zur Verfiigung gestellt.
Die Produktbildung in den Reaktionsansdtzen wurde anschlief}end durch LC/MS-
Messungen validiert. Nach Inkubation von rekombinantem MxcM mit Myxochelin B
konnte ein neuer Peak detektiert werden, dessen hochauflésende Masse zu der
exakten Masse von Pseudochelin A passte (Abb. 15B, Profil c). Wurde Myxochelin B
ohne Hiss-MxcM inkubiert, konnten keine neuen Peaks detektiert werden, wodurch
eine spontane Umwandlung von Myxochelin B an dieser Stelle ausgeschlossen werden
kann (Abb. 15B, Profil d). Zudem wurde getestet, ob Myxochelin A méglicherweise
auch als Substrat von Hise-MxcM geeignet ist. Allerdings konnte keine Umwandlung
beobachtet werden, sodass diese Annahme nicht bestatigt werden konnte (Abb. 15B,

Profile a,b).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fiir die Bildung von Pseudochelin A
Myxochelin B als direkte Vorstufe dient und fiir die Konversion nur ein Enzym, MxcM,
benotigt wird. Zudem war das rekombinante Enzym MxcM ohne Zugabe von
Cofaktoren allein in Tris-Puffer aktiv. Nebenprodukte konnten bei der in vitro-

Umsetzung von Myxochelin B zu Pseudochelin A nicht detektiert werden.

4.2.4 Konstruktion eines Plasmid-basierten Expressionssystems fiir

M. xanthus

Um die Funktionalitit von MxcM unter in vivo-Bedingungen zu testen, wurde das
Codon-adaptierte mxcM-Gen in M. xanthus DSM16526, einem nativen Produzenten von
Myxochelin A und B,192193 exprimiert. Dafiir wurden im Vorfeld zwei replikative
Expressionsvektoren, pJK3 und pJK5 (Abb. 16A,C), erstellt. Die Riickgrat-Sequenz
beider Vektoren stammte dabei von Plasmid pZ]Y156, welches in vorherigen Studien
eine stabile Replikation in M. xanthus und E. coli aufwies.194214 [m Vektor pJK3 wurde
die Expression des Gens mxcM unter Kontrolle des Kupfer-induzierbaren Promotors
Pcuoa gestellt,222223 wohingegen Vektor pJK5 den konstitutiven Promotor P4 tragt.224
Die finalen Expressionsvektoren wurden mittels Elektroporation in M. xanthus
DSM16526 eingebracht und positive Transformanten durch ihre neu erworbene
Kanamycin-Resistenz selektiert. Nach einigen Subkultivierungen wurden die
Transformanten unter Verwendung der Kolonie-PCR auf das Vorhandensein von

freien, nicht-chromosomal-integrierten Expressionsplasmiden hin untersucht.
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Abbildung 16: Vektorkarten der Expressionsvektoren pJK3 und pJK5 (A), (C). Die Hybridi-
sierungsstellen der Primer p352 und p353 sind als schwarze Pfeile angedeutet. Die Kanamycin-
Resistenz wird durch das Gen aphll vermittelt, welches fiir eine Aminoglykosid-3‘-O-
Phosphotransferase kodiert.””> Das B-Lactamase-Gen bla ist fur die Ampicillin-Resistenz
verantwortlich.**® Der pBR322-basierte Replikon dient der Replikation des Vektors in E. coli,
und der pMF1-basierte Replikon der stabilen Vervielfiltigung in M. xanthus.>**'* Ergebnis der
Kolonie-PCR unter Verwendung der Primer p352/p353 und Biomasse von M. xanthus-pJK3- (B)
und M. xanthus-pJK5-Transformanten (D) als Template. Fir die Hybridisierung der Primer
wurden verschiedene Temperaturen zwischen 55 °C und 69 °C verwendet. Die erwarteten PCR-
ProduktgroéRen entsprachen den GréRen der Expressionsvektoren (pJK3, pJK5) und wurden mit
einem Pfeil markiert. M: GréRenstandard GeneRuler 1 kbp DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific). Die Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2018 entnommen.***

Die eingesetzten Primer p352 und p353 hybridisierten direkt nebeneinander
innerhalb des Kanamycin-Resistenzgens aphll (Abb. 16A,C), wodurch der komplette
Expressionsvektor amplifiziert werden konnte. Die Auftrennung der PCR-Produkte
mittels Agarosegelelektrophorese zeigte die erwarteten Fragmente mit einer Grofde

von 8,9 kbp fiir pJK3 (Abb. 16B) und 8,3 kbp fiir pJK5 (Abb. 16D). Im Falle einer

59



Ergebnisse und Diskussion
4.2 Untersuchungen zur Biosynthese von Pseudochelin A

Vektor-Linearisierung innerhalb der M. xanthus-Zelle, z.B. durch die Integration von
Vektorsequenzen in das Wirts-Genom, hitte keine Amplifikation stattfinden kénnen.
Um dieses Ergebnis zu untermauern, wurde das 8,9 kbp grofde PCR-Produkt von pJK3
als Template fiir weitere PCR-Reaktionen eingesetzt und die entsprechenden

Amplifikate sequenziert (Tab. A3, Anhang).

4.2.5 Heterologe Expression des mxcM-Gens in M. xanthus DSM16526

In Vektor pJK3 wurde die Expression von mxcM durch den Kupfer-induzierbaren
Promotor Pcoa reguliert. Als Induktor diente dabei eine Kupfer(II)sulfat (CuSO4)-
Losung (Endkonzentration: 115 pM). Im Vorfeld wurde jedoch zundchst gepriift, ob
diese erhohte Kupfer-Konzentration im Medium einen Effekt auf die Myxochelin-
Biosynthese im M. xanthus DSM16526-Wildtypstamm austiiben konnte. Daher wurden
die LC/MS-Profile einer nativen und einer CuSOs-supplementierten Kultur
miteinander verglichen, wobei keine Verdnderungen in der Produktion von

Myxochelin A und B detektiert werden konnten (Abb. A58, Anhang).

Die Kultivierung der M. xanthus-Expressionsstamme erfolgte schlieflich in CTPM-
Medium unter Zugabe von XAD7HP, um die Myxochelin- bzw. Pseudochelin-Ausbeute
zu steigern. Zudem wurde das Medium mit 2,3-DHBS supplementiert, da die zellulare
Verfiigbarkeit dieses aromatischen Bausteins im Vorfeld als Kkritischer
Produktionsengpass wahrend der Myxochelin-Biosynthese identifiziert worden war
(s. Kapitel 4.1.1, S. 49 ff). Direkt zum Zeitpunkt des Animpfens wurde die mxcM-
Expression in dem pJK3-tragenden Stamm durch Zugabe von 115 uM induziert. Da
sich auf dem Vektor pJK5 der konstitutive Promotor Ppiu befindet,224 war hierbei keine
manuelle Induktion notig. Nach 5 Tagen Kultivierung wurde das Adsorberharz von der
Kulturbrithe getrennt, mit Methanol extrahiert und die metabolischen Profile der

Expressionsstimme mit dem des Wildtyps verglichen (Abb. 17).

Der M. xanthus DSM16526-Wildtyp- und der pJK5-Expressionsstamm produzierten
verhdltnismaflig mehr Myxochelin B als Myxochelin A (Abb.17A,D). Diese
Beobachtung ist auch in der Literatur beschrieben.163169170 Im  p]JK3-
Expressionsstamm konnte dagegen nicht festgestellt werden, dass mehr Myxochelin B
als Myxochelin A produziert wurde (Abb. 17C,D). Generell war die Myxochelin-
Ausbeute im p]JK3-Stamm deutlich reduziert. Es scheint, als beeinflusse der pJK3-

Vektor die Myxochelin-Biosynthese negativ.
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F) [\
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Abbildung 17: Chromatogramme vom M. xanthus DSM16526-Wildtypstamm (A), vom pJK3-
tragenden Expressionsstamm ohne (B) und mit Kupfer-Induktion (C), sowie vom pJK5-
tragenden Expressionsstamm (D). Als Referenz dienten Standardproben von Myxochelin B
(1, E), Pseudochelin A (2, F) und Myxochelin A (3, G). Die Chromatogramme wurden bei einer
Wellenldnge von 254 nm aufgenommen.

Wie erwartet konnte im M. xanthus DSM16526-Wildtyp kein Pseudochelin-Peak
detektiert werden (Abb. 17A), jedoch tauchte in den Chromatogrammen der beiden
Expressionsstimme ein entsprechender Peak auf (Abb. 17C,D), welcher in seiner
Retentionszeit mit dem Pseudochelin-Peak der Referenzprobe iibereinstimmt
(Abb. 17F). Die pJK3-basierte Expression von mxcM scheint in geringem Mafde auch
ohne Induktion mit Kupfer(Il)sulfat zu einer Bildung von Pseudochelin A zu fiihren
(Abb. 17B). Moglicherweise liegt dies daran, dass das Wachstumsmedium vor der
Kultivierung nicht explizit von Kupfer-lonen befreit worden war, und somit eine
minimale Basalexpression von mxcM vorgelegen hat. Im Gegensatz zum p]JK3-Vektor
scheint der Expressionsvektor pJK5 die Myxochelin-Biosynthese nicht negativ zu
beeinflussen  (Abb. 17A,D). Im  Chromatogramm des pJK5-tragenden
Expressionsvektors ist neben Myxochelin A und B deutlich ein weiterer, neuer Peak zu
erkennen, der durch Vergleiche mit der Referenzprobe als Pseudochelin A identifiziert
werden konnte und dessen Intensitdt mit jener von Myxochelin A vergleichbar ist

(Abb. 17D).

Um eine eindeutige Aussage iiber die pJK3-vermittelte heterologe Produktion von

Pseudochelin A treffen zu konnen, wurde das Extrakt des Expressionsstamms mit dem
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des Wildtyps zusdtzlich mittels LC/MS/MS-Messungen verglichen. Dabei konnte

eindeutig Pseudochelin A nachgewiesen werden (Abb. 18).
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Abbildung 18: Fragmentierungsmuster von Myxochelin A (oben) und Pseudochelin A (unten) in
der Tandem-MS. Eltern-lonen wurden mit blauem Viereck gekennzeichnet. Die Abbildung
wurde dem Artikel Korp et al., 2018 entnommen.**

Die MS/MS-Spektren von Pseudochelin A und einem Myxochelin A Standard weisen
beide ein A136-Fragment (Myxochelin A: m/z 405 - 269; Pseudochelin A: m/z 386 »>
250) auf, welches durch die Abspaltung einer 2,3-Dihydroxybenzaldehyd-Einheit
entstanden ist. Zusatzlich konnte der Wegfall einer 2,3-Dihydroxybenzamid-Einheit
wahrgenommen werden (Pseudochelin A: m/z 386 - 233). Diese Beobachtungen
stehen im Einklang mit vorangegangenen Berichten.165192 [n dem MS/MS-Spektrum
von Myxochelin A ist zudem ein markantes A18-Fragment zu sehen, welches auf die

Elimination der primdren Alkoholfunktion in der Lysinol-Einheit zuriickzufiihren ist.

62



Ergebnisse und Diskussion
4.2 Untersuchungen zur Biosynthese von Pseudochelin A

Diese strukturelle Einheit ist in Pseudochelin A nicht vorhanden. Die Identitdt von
Pseudochelin A wurde zusidtzlich von Dipl.-Pharm. A. Sester mittels NMR-Analysen

bestatigt.244

Eine in vivo-Funktionalitdit von MxcM in dem Myxobakterium M. xanthus DSM16526
konnte durch die heterologe Produktion von Pseudochelin A eindeutig nachgewiesen
werden. Zudem konnte ein stabiles Expressionssystem auf Basis des Plasmids pJK5
etabliert werden. Der Pcos-tragende Expressionsvektor pJK3 erwies sich dagegen fiir
die heterologe Expression von Siderophoren als ungeeignet. An dieser Stelle ist es
jedoch unklar, inwiefern die verwendete Promotorsequenz einen Einfluss auf die
Myxochelin-Produktion ausiibt. Es ist bekannt, dass einige Siderophore neben Eisen-
auch Kupfer-lonen komplexieren konnen,247248 und somit bestand anfanglich die
Frage, ob die niedrige Myxochelin- und Pseudochelin-Produktion in dem p]JK3-
Expressionsstamm durch die erhéhte Kupfer-Konzentration im Medium ausgelost
wurde. Die Siderophor-Produktion wird durch Transkriptionsregulatoren der
FUR-Familie gesteuert, deren DNA-Bindungsaktivitit vorrangig durch das
intrazelluldare Level an zweiwertigen Metallionen kontrolliert wird.140-144 Neben den
Fe2*-gesteuerten FUR-Proteinen existieren auch Cu?*-abhdngige FUR-Proteine, wie
z.B.BosR aus dem pathogenen Bakterium Borrelia burgdorferi2*® Doch ein
Zusammenhang zwischen der Zugabe von Kupfer(II)sulfat und der Myxochelin-
Biosynthese konnte im Vorfeld durch Kontroll-Experimente unter Verwendung des
Wildtyps ausgeschlossen werden (Abb. A58, Anhang). Zudem trat die verminderte
Myxochelin-Produktion auch in dem nicht-induzierten pJK3-Stamm auf (Abb. 17B).

Da Myxocheline als Siderophore vom Produzenten sekretiert werden, kann es an
dieser Stelle lediglich moglich sein, dass die Pcuo4-gesteuerte Expression von mxcM zu
spat beginnt. In diesem Fall ware dann der Grofsteil der biosynthetisierten Myxochelin
B-Molekiile bereits aus der Zelle ausgeschleust und die enzymatische Umsetzung zu
Pseudochelin A kann durch einen Mangel an Substrat innerhalb der Zelle nicht
stattfinden. Die Kupferabhangigkeit und Funktionalitit des Pcu4-Promotors in
M. xanthus wurden zwar bereits verifiziert, dabei gab es jedoch Hinweise, dass der
Promotor erst 24 bis 48 Stunden nach Induktion sein Aktivititsmaximum

erreicht.222.223
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4.3 Unterbrechung der Myxochelin-Biosynthese in M. xanthus

4.3.1 Konstruktion eines Disruptionsvektors fiir das Gen mxcG

Eine Plasmid-DNA-Sequenz sollte in das chromosomale mxcG-Gen von M. xanthus
DSM16526 eingebracht werden, um damit die Funktionalitit der NRPS MxcG zu
zerstoren und die Biosynthese der Myxocheline zu unterbrechen. Um dies zu
realisieren, musste im Vorfeld ein Vektor identifiziert werden, der in M. xanthus
DSM16526 weder selbststdandig repliziert, noch in das Wirtsgenom integriert wird. In
einem initialen Screening wurden deshalb elektrokompetente Zellen mit
verschiedenen Plasmiden transformiert.>868 Die anschliefiende Selektion basierte auf

der neu erworbenen Kanamycin-Resistenz der Transformanten.

Eine Transformation von M. xanthus DSM16526 mit den Plasmiden pET-28a(+),
pMycoMar und pZ]JY156_JK fiihrte zu resistenten Kolonien auf kanamycinhaltigem
CTPM-Agar. Plasmid pZJY156_JK besitzt einen fiir M. xanthus kompatiblen
Replikationsursprung und kann deshalb autonom in der Wirtszelle replizieren.194214
Der Mutagenese-Vektor pMycoMar kodiert fiir ein Minitransposon, welches in das
Wirtsgenom integrieren kann.215 Vektor pET-28a(+) wird normalerweise fiir
Expressionsversuche in E. coli-Wirtszellen eingesetzt und es existieren keine Berichte
iber eine Replikation dieses Plasmids in Myxobakterien. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass die Kanamycin-resistenten M. xanthus DSM16526-Transformanten
entweder eine Teil- oder die komplette DNA-Sequenz des pET-28a(+)-Plasmids,
einschliefdlich dem Kanamycin-Resistenzgen, in ihr Genom integriert haben. Allein die
Elektroporation mit Vektor pBHR1 erzeugte keine Kanamycin-resistenten
Transformanten, sodass dieses Plasmid als Grundgerist fiir die Erstellung eines
Disruptionsvektors verwendet wurde. Fiir die Konstruktion des Disruptionsvektors
wurde zundachst ein ca. 1,9 kbp grofdes DNA-Fragment aus dem M. xanthus mxcG-Gen
amplifiziert und tber mehrere Zwischenschritte final in das Plasmid pBHR1 ligiert,

wodurch Vektor pJK7 entstand (Abb. 19).
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M. xanthus DSM16526 gDNA

mxcG AroA s

-:>HHIIILH - —

Primer 359 Primer 360

Mot 1

Scal
1959 Bp
MNotl
Scal pBHR1 .
Kan®
Notl Scal

I

Kan®

M. xanthus DSM16526

Abbildung 19: Der mxcG-Disruptionsvektor pJK7 enthalt neben einer aus pBHR1-stammenden
Ruckgrat-Sequenz incl. Kanamycin-Resistenzgen (Kan®) eine 1,9 kbp groRen Sequenz des
M. xanthus mxcG-Gens. Nach Transformation von M. xanthus mit pJK7 wurde die Plasmid-
Sequenz in das genomische mxcG-Gen durch homologe Rekombination integriert, angetrieben
durch den Selektionsdruck auf kanamycinhaltigem CTPM-Agar.

4.3.2 Generierung von Myxochelin-defizienten Mutanten

Der M. xanthus DSM16526-Wildtypstamm wurde mit dem mxcG-Disruptionsvektor
pJK7 transformiert und anschliefend auf kanamycinhaltigem Agar inkubiert.
Resistente Kolonien wurden mehrmals subkultiviert und schliefdlich auf die
Integration des Plasmids in das chromosomale mxcG-Gen hin untersucht. Zwei
verschiedene Moglichkeiten der homologen Integration waren an dieser Stelle
denkbar, die mittels Kolonie-PCR unter Verwendung der Primer p334, p336 und p338
verifiziert wurden. Primer p336 hybridisierte innerhalb der pBHR1-abstammenden

Sequenz, p334 in der homologen und p338 in der nativen mxcG-Sequenz (Abb. 20).
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Drei zufallig ausgewahlte Transformanten wurden per Kolonie-PCR auf die Integration
des pJK7-Plasmids in ihr Chromosom tberpriift. Als Kontrolle diente Biomasse des
M. xanthus DSM16526-Wildtypstamms. Die PCR-Amplifikate wurden elektro-
phoretisch aufgetrennt und mit den errechneten Fragmentgrofien verglichen
(Abb. 21). Bei Verwendung der Primer p334 und p338 konnte ein circa 0,9 kbp grofies
Amplikon detektiert werden, welches zu der erwarteten Grofde bei einer Insertion in
das mxcG-Gen gemaf3 Variante Il passte (Abb. 20B). Im Einklang mit diesem Ergebnis
wurde ebenfalls ein Fragment mit derselben Grofde im M. xanthus-Wildtyp detektiert
(Abb. 21). Bei Verwendung der Primer p336 und p338 konnte ein circa 3,6 kbp grofies
Fragment bei den Transformanten amplifiziert werden. Diese Grofde stimmt ebenfalls
mit dem errechneten PCR-Produkt bei einer Insertion gemaf$ Variante II tiberein. Weil
der Primer p336 innerhalb der pBHR1-abstammenden Sequenz hybridisiert, konnte
dieser im Wildtyp nicht binden, wodurch kein PCR-Produkt gebildet wurde (Abb. 21).

Durch die Integration des pJK7-Disruptionsvektors hat sich der offene Leserahmen
innerhalb des mxcG-Gens in der Mutante verschoben und verkleinert (Abb. A59,
Anhang). Das native Enzym MxcG besteht aus einer N-terminalen C-Domaéne, gefolgt
von einer A-, PCP- und Red-Domane.163.168-170 Durch die Insertion des Plasmids in die
chromosomale mxcG-Sequenz wurde der Leserahmen dahingehend verdndert, dass
die C-Domaéne in der Mutante nicht mehr vollstindig ist (Tab. A4, Anhang). Die native
und verkiirzte MxcG-Sequenzen wurden anschlief3end manuell auf das Vorhandensein
von Domaénen-spezifischen Core-Regionen hin untersucht, welche neben einer hohen
Konservierung auch fiir die Katalyse wichtige Aminosduren enthalten.250 Unter
Verwendung der MxcG-Sequenz aus S. aurantiaca Sg al5 als Referenz!63 konnten in
der nativen C-Domaéne der M. xanthus DSM16526-MxcG-Sequenz sechs Core-Regionen
identifiziert werden (Abb.A60, Anhang). Die Mutante dagegen besitzt durch die
Verkiirzung der MxcG-Aminosauresequenz die Core-Regionen 1 und 2 nicht mehr. Fiir
die Ausbildung der Amidbindung ist insbesondere die dritte Core-Region essentiell,250
welche in der Mutante noch intakt war. An dieser Stelle ist jedoch zu bedenken, dass
sich durch das Einbringen des p]JK7-Disruptionsvektors der komplette Aufbau des
mxcG-Gens verdandert hat. Somit ist es fraglich, ob der verkiirzte Leserahmen in der
Mutante wahrend der Translation und Transkription tuiberhaupt zuganglich ist, in
Anbetracht dessen, dass sich die Bindestellen fiir die DNA-abhdngige RNA-Polymerase

sowie Ribosomen verschoben haben.
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mxcG (nativ)
mxcG pBHR1
mxcE  F (homologe Sequenz) (Plasmid-DNA) mxcG (nativ) AroA s Erwartete PCR-Produkte
R %) - DEE— | P34 p38 4750 0o
- - - p336 + p338- 1682 bp
Primer p334 Primer p336 Primer p338
mxcG (nativ)
pBHR1 mxcG .
mxcE £ (Plasmid-DNA)  (homologe Sequenz) mxcG (nativ) AroAss Erwartete PCR-Produkte
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— — —
336 + p338. 3620 bp
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mxcE  F mxcG AroAss Erwartete PCR-Produkte

—
. >M[DN >-' 334 +p338: 889 bp
— p334 + p3se:
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Abbildung 20: (A), (B) Mogliche Insertionen von pJK7 in das chromosomale mxcG-Gen.
(C) Das intakte mxcG-Gen im Wildtyp. Die Hybridisierungsstellen der verwendeten Primer
sowie die errechneten PCR-Produktgréfen sind fiir alle drei Varianten dargestellt.

p334 + p338 p336 + p338
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Abbildung 21: Ergebnis der Kolonie-PCR mit den Primern p334/p338 (links), bzw. p336/p338
(rechts), und Biomasse von drei Kanamycin-resistenten M. xanthus-Transformanten nach dem
Einbringen des Disruptionsvektors pJK7 (1 — 3). Als Kontrolle diente der Wildtyp-Stamm (WT).
Die errechneten ProduktgroRen fiir eine Insertion des Plasmids gemaR Variante Il (s. Abb. 20B)
wurden mit einem Pfeil gekennzeichnet. M: GréRenstandard GeneRuler 1 kbp DNA Ladder

(Thermo Fisher Scientific).
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Um die Auswirkungen der pJK7-Integration auf die Myxochelin-Produktion zu
verifizieren, wurde das metabolische Profil der M. xanthus mxcG-Disruptionsmutante
Nr. 1 (entspricht der Transformante Nr. 1 in Abb. 21) untersucht. Die Kultivierung
erfolgte in CTPM-Medium unter Zugabe von Kanamycin auf einem Schiittelinkubator.
Nach 5 Tagen wurde die Kulturbriihe mit Ethylacetat extrahiert und die produzierten
Metabolite chromatographisch aufgetrennt. Als Vergleich diente das metabolische
Profil des M. xanthus DSM16526-Wildtyps, welches ebenfalls durch Extraktion der
Kulturbriihe mit Ethylacetat gewonnen wurde (Abb. 22).

6 7 8 t/min

Abbildung 22: Totalionenchromatogramme vom M. xanthus DSM16526-Wildtypstamm (A)
und von der M. xanthus DSM16526-mxcG-Disruptionsmutante (B). Als Referenz dienten
Standardproben von Myxochelin B (1, C) und Myxochelin A (3, D).

Es ist zu erkennen, dass Myxochelin B bei einer Retentionszeit von 4,4 Minuten und
Myxochelin A nach 5,4 Minuten von der Saule eluierte, was mit Literaturangaben zum
Laufverhalten dieser beiden Siderophore iibereinstimmt.163169170 [m Chromatogramm
des M. xanthus-Wildtyps konnte sowohl ein Peak fiir Myxochelin B, wie auch einer fiir
Myxochelin A detektiert werden. Wie in Kapitel 4.2.5 (S. 60 ff.) bereits erwahnt, besitzt
auch hier der Myxochelin B-Peak eine deutlich hohere Intensitit als jener von
Myxochelin A, was sich an dieser Stelle ebenfalls mit den Informationen aus der
Literatur deckt.163169170 Das Chromatogramm der mxcG-Disruptionsmutante enthielt

dagegen keine Peaks bei den Myxochelin-typischen Retentionszeiten.

Zusatzlich wurden die Massen der Eluenten bei 4,3-4,4 min, sowie bei 5,3- 5,4 min
Retentionszeit im Chromatogramm des M. xanthus DSM16526-Wildtyps und der
mxcG-Disruptionsmutante analysiert (Abb. A61, Anhang). Die Massen fiir
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Myxochelin A und B konnten dabei im Wildtyp detektiert werden, wohingegen diese in
der Mutante nicht mehr auftraten. Anschlief3end wurden die Massen aller Metabolite,
die in den ersten 8 Minuten eluierten, in dem fiir Myxochelin A und B relevanten
Bereich von m/z 400 bis 410 untersucht (Abb. A62, Anhang). Zwar tauchte in der
mxcG-Disruptionsmutante eine Masse dhnlich der fiir Myxochelin B auf (m/z 404,2017
[M+H]*), jedoch mit sehr geringer Intensitit. Zudem wich bereits die erste
Nachkommastelle vom theoretischen Wert (m/z 404,1816 [M+H]*) ab - im Gegensatz
zu der im Wildtyp detektierten Myxochelin B-Masse (m/z 404,1825 [M+H]*). Hierbei
liegt die Vermutung nahe, dass es sich um eine andere Verbindung handelt, die
innerhalb der ersten 8 Minuten im Chromatogramm der Mutante auftaucht und eine

dem Myxochelin B dhnliche Masse besitzt.

4.3.3 Einfluss der Myxochelin-Biosynthese auf den Phanotyp von M. xanthus

Auf festem Untergrund bilden Myxobakterien dynamische Zellverbiinde
(sog. Schwiarme), die abhdngig von den gegenwartigen Umweltbedingungen
ausschwarmen, im Kollektiv jagen oder bei Nahrungsmangel Fruchtkérper mit
widerstandsfihigen Myxosporen ausbilden. Um diese komplexen Vorginge
koordinieren zu koénnen, stehen die Zellen innerhalb des Verbundes im stdndigen
Austausch miteinander.4142251-253 Analog zum Biofilm sind die Zellen im Schwarm von
einer extrazelluliren Matrix umgeben, die aus Polysacchariden, Proteinen und
Nukleinsduren besteht.254256 Der Schwarm von M. xanthus besitzt eine fiir
Myxobakterien typische radiale Symmetrie mit einer nach auflen abnehmenden
Zelldichte. Im Zentrum des Schwarms befindet sich eine Erhéhung, die zum Rand hin
auslauft und abflacht (Abb. 23AE). Der Rand selber erscheint unregelmafiig, gar
ausgefranst (Abb. 23B).257 Im Gegensatz zum Schwarm besitzt eine Kolonie einen klar
abgrenzbaren Rand und eine einheitliche Hohe (Abb. 23D).257 Vergleicht man den
Durchmesser eines Schwarmes mit dem Durchmesser einer Kolonie von einer nicht
motilen M. xanthus-Mutante, die sich beide in derselben Wachstumsphase befinden
(Abb. 23A,D), wird ersichtlich, dass die Ausdehnung eines Schwarmes primar durch
die Bewegung der Zellen entsteht, wohingegen die Ausdehnung der Kolonie auf der

Zunahme der Gesamtzellzahl durch Zellteilung beruht.257
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Inkubation bei 20°C. MaRstabsbalken, 21 mm. (B) Der Randbereich des Schwarmes in
VergrofRerung. Malistabsbalken, 500 um. (C) Ein junger Schwarm von M. xanthus DK101.
Malstabsbalken, 100 um. (D) Eine nicht motile (A" S’)-Kolonie von M. xanthus DK1622 auf Agar.
Malfstabsbalken, 100 um. Die Abbildungen A — D wurden dem Artikel von Kaiser und Warrick,
2011, entnommen.”’ (E) Schwarme von M. xanthus DSM16526 auf CTPM-Agar nach 21 Tagen
Inkubation bei Raumtemperatur.

Im Gegensatz zum Wildtyp zeigte der Schwarm der M. xanthus-mxcG-
Disruptionsmutante eine veranderte Morphologie (Abb. 24A-C). Der radiale Aufbau
war zwar noch erkennbar, jedoch traten in der Mutante zusatzliche, spiralférmige
Muster im Randbereich des Schwarmes auf. Im Zentrum befand sich eine Vielzahl von
Fruchtkorpern, die farblos bzw. unpigmentiert erschienen (Abb. 24B). Analog zum
Wildtyp besafd der Schwarm der Mutante ebenfalls eine zum &dufiersten Rand hin
abnehmende Zelldichte und eine unregelmifdige Erscheinung. Wird eine der
schneckenartigen Muster der Mutante vergrofiert (Abb. 24C), so erscheint es, dass
diese aus einer Mischung heterogener Zellen mit unterschiedlich intensiver

Pigmentbildung bestehen, die sich spiralférmig umeinander drehen.

Um einen moglichen Einfluss von Kanamycin auf die veranderte Morphologie der
mxcG-Disruptionsmutante auszuschlieffen, wurde parallel das Wachstum eines
pZJY156_JK tragenden M. xanthus DSM16526-Stamms untersucht (Abb. 24D-F). Der
autonom replizierbare Vektor pZJY156_]JK verleiht zwar eine Kanamycin-Resistenz,
hat jedoch keinen Einfluss auf die Myxochelin-Biosynthese. Der Schwarm von
M. xanthus DSM16526:pZ]Y156_]JK auf CTPM-Agar mit Kanamycin dhnelt dem des
Wildtypstamms (Abb. 23E), wodurch ein Effekt des Antibiotikums auf die veranderte
multizelluldare Erscheinung der Myxochelin-defizienten Mutante ausgeschlossen

werden kann.

Der Grund fiir die beobachtete morphologische Veranderung in der Myxochelin-

defizienten M. xanthus DSM16526-Mutante kann an dieser Stelle noch nicht geklart
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werden. Mogliche Theorien tiber den Einfluss von Myxochelinen auf Wachstum und
Erscheinung von M. xanthus, eventuell ausgelost durch ihre zusatzliche biologische
Funktion als Signalmolekiile oder Autoregulatoren der eigenen Lipoxygenase-

Aktivitat, werden in Kapitel 4.5 (S. 75 ff.) ausfiihrlich diskutiert.

Abbildung 24: (A) Morphologie der Myxochelin-defizienten M. xanthus-Mutante nach
14 Tagen Inkubation auf kanamycinhaltigem CTPM-Agar. (B) VergroBerte Darstellung eines
Ausschnittes des Schwarms der Mutante. Die Fruchtkérper im Zentrum (Z) des Schwarms
wurden mit Pfeilen markiert. Der duRerste Rand (R) enthalt eine geringe Zellzahl und wirkt,
ebenso wie die Fruchtkdrper, unpigmentiert. (C) VergroRerte Darstellung der schneckenartigen
Muster im Schwarm der Mutante. (D) Morphologie von M. xanthus:pZJY156_JK nach 14 Tagen
Inkubation auf kanamycinhaltigem CTPM-Agar, mit (E, F) vergroBerten Darstellungen in denen
das erhohte Plateau im Zentrum (Z) und der diinner werdende Rand (R) des Schwarmes gut
erkennbar sind. (Abbildungen A und D wurden in Zusammenarbeit mit Dr. A. Quentmeier aus
der Abteilung Technische Biochemie der Technischen Universitat Dortmund angefertigt.)
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4.4 Vorkommen und Verbreitung der Myxochelin-Biosynthese

Entgegen der urspriinglichen Annahme, dass Myxocheline rein myxobakterielle
Siderophore sind, konnte ihre Biosynthese mittlerweile bereits bei phylogenetisch
unterschiedlichen Bakteriengruppen verifiziert werden, und zwar innerhalb der
Aktinomyzeten,16¢ der Chloroflexil®? und der Proteobakterien.82156,163-165169,192193 Dje
Biosynthese-Cluster aus S. aurantiaca Sg al5, M. xanthus DK1622 und P. piscicida
S2040 wurden bereits ausfiihrlich beschrieben (s. Abb. 8, S. 24; Abb. 12, S. 54, Abb. 13,
S. 55). Unter Verwendung der o6ffentlich zuganglichen Sequenz-Datenbank?0” wurde
nach weiteren Produzenten gesucht, wobei die entsprechenden Gene der bereits
identifizierten Cluster als Vorlagen dienten. Auf diesem Weg konnte in insgesamt
27 Bakterienstimmen das genetische Potential fiir die Myxochelin- und Pseudochelin-

Produktion festgestellt werden (Abb. 25).

Alle Cluster enthielten die fuinf Biosynthesegene mxcC bis mxcG, welche fir die die
Bereitstellung von 2,3-DHBS und die Assemblierung von Myxochelin A bendtigt
werden. In 18 Clustern konnte zusitzlich das Gen mxcL identifiziert werden, das fiir
die Bildung von Myxochelin B essentiell ist. Das fiir die Amidohydrolase kodierende
Gen mxcM, welches fiir die Umwandlung von Myxochelin B zu Pseudochelin A
notwendig ist, wurde in insgesamt acht Clustern detektiert. Die Fahigkeit zur
Pseudochelin-Produktion wurde interessanterweise nur bei Vertretern der
Gammaproteobakterien, um genau zu sein ausschlieflich bei Mitgliedern der
Ordnungen Alteromonadales, Oceanospirillales und Vibrionales, gefunden. Auffallig in
diesem Zusammenhang ist, dass die mxcM-tragenden Cluster ausschliefdlich von
Bakterien stammen, die in marinen Habitaten vorkommen.165258-261 Moglicherweise
bietet die Bildung von Pseudochelin A einen 6kologischen Vorteil gegentiber den

Myxochelinen in einem aquatischen Lebensraum.

Bisher konnte noch nicht einwandfrei geklart werden, warum so viele Myxochelin-
Derivate von unterschiedlichen Bakterien gebildet werden. Weiterhin ist unklar, ob
diese minimalen strukturellen Unterschiede zwischen den einzelnen Derivaten eine
wichtige Bedeutung fiir den Produzenten besitzen, z.B. im Hinblick auf den Transport
dieser Molekiile. Myxobakterien scheinen mehrheitlich auf die Produktion von
Myxochelin B spezialisiert zu sein (Abb. 25). Die Biosynthese von Myxochelin A als
einziges Derivat tritt dagegen eher seltener auf. Weiterhin erkennbar, dass in den
myxobakteriellen Clustern die Gene mxcH, mxcl und mxcK fiir Funktionen im

Transport der Myxocheline kodieren. Homologe Gene konnten in den Clustern der

72



Ergebnisse und Diskussion
4.4 Vorkommen und Verbreitung der Myxochelin-Biosynthese

Gammaproteobakterien nicht gefunden werden, dafiir jedoch die Gene mxcN und

mxcP, welche ebenfalls fiir membranstdndige Transporter und Rezeptoren kodieren.

(Auf Folgeseite 74):

Abbildung 25: Vorkommen der Myxochelin-Biosynthesegene in verschiedenen Bakterien mit
den voraussichtlichen Produkten. Farbige Felder markieren die Anwesenheit, weille Felder die
Abwesenheit eines Gens mit Homologie zum Gencluster aus S. aurantiaca Sg al5 bzw.
P. piscicida S2040. Schwarz: DHBS-Biosynthese. Grau: Myxochelin-Biosynthese. Blau:
Transporter, regulatorische und akzessorische Gene. Griin: Amidohydrolase Gen fir die
Pseudochelin-Bildung. Die Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2018 entnommen.”**
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Actinobacteria
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Herpetosiphon aurantiacus (CP000875) [ | | | | [ | | [ | | | Myxochelin A
B-Proteobacteria
Andreprevotia lacus (NZ_FWXD01000012) [ | [ | | [ [ | | | | [ Myxochelin A

y-Proteobacteria

Order: Alteromonadales

Pseudoalteromonas denitrificans (FOLO01000002)

Pseudoalteromonas elyakovii (JWIH01000019)

Pseudochelin A

Pseudoalteromonas luteoviolacea (CAPN01000018)

Pseudochelin A

Pseudoalteromonas phenolica (NZ_CP013187)

Pseudoalteromonas piscicida (NZ_JXXW01000072)

Pseudochelin A

I

Order: Cellvibrionales

|

|
Pseudochelin A

|

|

Pseudochelin A

Cellvibrio sp. (NZ_BBUL01000092)

Order: Chromatiales

Myxochelin B

Chromatiaceae bacterium (NZ_CP019936)

Order: Enterobacterales

Myxochelin A

Pectobacterium carotovorum (NZ_CP024842)

Order: Oceanospirillales

Myxochelin A

Hahella chejuensis (NC_007645)

Order: Vibrionales

Pseudochelin A

Enterovibrio pacificus (NZ LYBM01000015)

Thaumasiovibrio subtropicus (NZ_ BDGQO01000163)

Pseudochelin A

n

6-Proteobacteria

Order: Myxococcales

Pseudochelin A

Archangium sp. (MPQI01000012)

Corallococcus coralloides (NC _017030)

Myxochelin A

Cystobacter fuscus (ANAH02000020)

Myxochelin B

Hyalangium minutum (NZ_JMCB01000010)

Myxochelin A

Melittangium boletus (CP022163)

Myxochelin B

Myxochelin A

Myxococcus fulvus (FOIB01000003)

Myxococcus macrosporus (CP022203)

Myxochelin B

Myxococcus stipitatus (CP004025)

Myxochelin B

Myxococcus xanthus (NC_008095)

Myxochelin B

Sorangium cellulosum (NC _010162)

Myxochelin B

Stigmatella aurantiaca (AF299336)

Myxochelin B

Stigmatella erecta (FOIJ01000009)

Myxochelin B

Vitiosangium sp. (PZOX01000001)

Myxochelin B

Myxochelin A
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4.5 Abschlief3ende Bemerkungen

4.5.1 Myxobakterien als vielversprechende Labororganismen mit

Perspektive

Myxobakterien haben sich mittlerweile an die verschiedensten Klimazonen adaptiert
und sind weltweit verbreitet.* Rauberische Myxobakterien lassen sich unter
Verwendung des sogenannten Baiting-Assays relativ einfach aus ihrem natirlichen
Habitat isolieren, indem Umweltproben auf ndhrstoffarme Agarplatten aufgebracht
werden, die im Vorfeld mit potentiellen Beute-Organismen beimpft wurden.262 Diese
Mikroben wirken als Lockmittel um ein Wachstum der rauberischen Bakterien aus der
Umweltprobe zu induzieren. Eine optische Zuordnung der Myxobakterien auf der
Agarplatte wird durch ihr Schwarmverhalten und die Fruchtkorperbildung bei
Nahrungsmangel erleichtert.#263 Auf diese Weise ist es mdglich, mit geringem
Aufwand verschiedenste myxobakterielle Wildtyp-Stimme in die Laboratorien zu

transferieren. Ihre Nichtpathogenitit erleichtert die Laborarbeit zusatzlich.

Ein weiteres Merkmal der Myxobakterien, neben ihrer gleitenden Fortbewegung und
ihrem hochentwickeltem Sozialverhalten,183¢ ist ihre Genomgrofle. Denn
Myxobakterien besitzen die grofdten bisher identifizierten prokaryotischen Genome
mit DNA-Sequenzen von 9 bis zu 15 Mbp, die zwischen 7.285 und 11.599 Protein-
kodierende Sequenzen umfassen (Tab. 5).80264-268 [m Gegensatz dazu enthdlt das
Genom des Standard-Laborbakteriums E. coli gerade einmal 4,6 Mbp DNA.26° Studien
ergaben, dass die myxobakteriellen Genome eine beachtliche Anzahl an Biosynthese-
Genclustern enthalten.2”? Es konnte jedoch kein direkter Zusammenhang zwischen der
Menge an vorhandenen Biosynthese-Loci und der jeweiligen Genomgrofie gefunden
werden. Die hochste Anzahl an Naturstoff-Genclustern wurde in dem fakultativ
rduberischen Corallococcus coralloides DSM 2259265 detektiert und nicht in den beiden
Zellulose-abbauenden Sorangium cellulosum-Stimmen,267.268 obwohl jene deutlich
grofiere Genome besitzen (Tab. 5). Interessanterweise scheinen rauberisch lebende
Myxobakterien generell einen groferen Anteil ihrer Genom-Sequenz der Biosynthese
von Sekundiarmetaboliten zu widmen, als ihre Zellulose-abbauenden Verwandten

(Tab. 5).270
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Tabelle 5: Taxonomische Zuordnung, Erndhrungsweise, genomische und biosynthetische Merkmale verschiedener Myxobakterien.

M. fulvus M. xanthus C. coralloides M. stipitatus S. cellulosum S. cellulosum
HW-1 DK1622 DSM 2259 DSM 14675 So ce56 S00157-2

Untergruppe Cystobacterineae Cystobacterineae Cystobacterineae Cystobacterineae Sorangiineae Sorangiineae
Familie Myxococcaceae Myxococcaceae Myxococcaceae Myxococcaceae Polyangiaceae Polyangiaceae
Ernhrun saprotroph, saprotroph, saprotroph, saprotroph, saprotroph, saprotroph,

& rauberisch rauberisch rauberisch rauberisch zellulolytisch zellulolytisch
GenomgrolRe
[bp] 9.003.593 9.139.763 10.080.619 10.350.586 13.033.779 14.782.125

p

Protein-kodierende 7.285 7.388 8.033 8.043 9.367 11.599
Sequenzen
GenBank Nr. CP002830 CP000113 CP003389 CP004025 AM746676 CP003969
Quellenangabe [264] [80] [265] [266] [267] [268]
Anzahl der BGC? 25 24 36 29 31 34
Anzahl der BGC je Mbp 2,78 2,63 3,57 2,80 2,38 2,30
ﬁ)epslfm“a”ge aller BGC 1.147.796 1.329.413 1.571.607 1.672.930 1.199.901 1.450.537
Der Biosynthese
gewidmeter Anteil des 12,75 14,55 15,59 16,16 9,21 9,81
Genoms [%]

°Die Anzahl und GroRe der Biosynthese-Loki wurde unter Verwendung von antiSMASH?’* bestimmt. BGC, Biosynthese-Gencluster. Die Tabelle wurde dem
Artikel Korp et al., 2016 entnommen.?”°
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Obwohl Myxobakterien auf genetischer Ebene wie kleine Naturstoff-Fabriken
erscheinen, konnte bisher nur ein Bruchteil der moglichen Sekunddrmetabolite
isoliert und beschrieben werden. An dieser Stelle wird die besondere Bedeutung
dieser Bakterien fiir die Naturstoff-Forschung deutlich. Auch auf molekular-
biologischer Ebene gewinnen Myxobakterien immer mehr an Relevanz,
vorangetrieben u.a. durch die intensive Forschung an dem Modellorganismus
M. xanthus.%%-70 Die Entdeckung des ersten myxobakteriellen Plasmids pMF1 im Jahr
2008 und damit einhergehend die Etablierung von Shuttle-Vektoren, die
gleichermaf3en in E. coli wie auch in M. xanthus replizierbar sind,1°4214 ebnete den Weg
fir vollig neue Methoden der genetischen Manipulation und Modifikation von
Myxobakterien. Eine davon ist die in dieser Arbeit demonstrierte Moglichkeit der
Plasmid-basierten heterologen Produktion von Pseudochelin A in M. xanthus. Durch
den relativ simplen Aufbau ermdéglichen die Expressionsvektoren pJK3 und pJK5 einen
einfachen Austausch des Ziel-Gens bzw. der Promotorsequenz (s. Abb. 16, S. 59) und

liefern somit ein geeignetes Grundgeriist fiir zukuinftige Expressionsstudien.

4.5.2 Die Vielseitigkeit der Myxocheline

Die Myxochelin-Produktion wurde sowohl in den pradatorisch lebenden, wie auch in
den zellulolytischen Myxobakterien gefunden (s. Abb. 25, S. 74), was die anfanglich
genannte Annahme stitzt, dass Myxocheline keine signifikante Rolle fir den
rauberischen Lebensstil besitzen. Dass Myxocheline als Siderophore fungieren, wurde
jedoch bereits mehrfach in der Literatur beschrieben. Durch ihre Brenzcatechin-
Einheiten eignen sie sich hervorragend als Komplexbildner fiir dreiwertiges
Eisen.156163164 Im Myxochelin-Cluster von S. aurantiaca Sgal5 wurde zudem eine
Bindestelle fiir das FUR-Protein identifiziert und iiber eine FUR-abhdngige Regulation

der Myxochelin-Biosynthese, wie es fiir Siderophore typisch ist, berichtet.163

Es ist jedoch gut vorstellbar, dass Myxobakterien die Myxocheline nicht nur als
Siderophore einsetzen, sondern diese noch weitere, bisher unbekannte Funktionen
libernehmen. Denn anders als in der Literatur dargestellt,’>® wurden in der
vorliegenden Arbeit alle Kultivierungen in komplexen Ndhrmedien durchgefiihrt,
deren Eisenkonzentrationen im Vorfeld nicht durch die Zugabe von Chelatbildnern
reduziert wurden. Auch die Glaskolben wurden vor der Kultivierung nicht von Eisen
befreit, z.B. durch Waschen mit einer EDTA- oder HCl-L6sung. Obwohl somit keine

eisenlimitierenden Bedingungen wahrend der Kultivierung herrschten, konnte eine
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solide Myxochelin-Produktion in P.fallax HKI727 und M. xanthus DSM16526
beobachtet werden. Eine Steigerung der Produktionsrate wurde lediglich durch
Zugabe von 2,3-DHBS in das Kulturmedium realisiert (s. Kapitel 4.1.1., S. 49 ff.).
Offensichtlich liegt die limitierende Engstelle wahrend der Myxochelin-Biosynthese in

der zelluldren Verfiigbarkeit von 2,3-DHBS.

Myxochelin A wurde vor einigen Jahren als Inhibitor der humanen 5-LOX
identifiziert,82 einem Enzym, das an der Biosynthese von Leukotrienen beteiligt
ist.180-182 Eg ist an dieser Stelle eher unwahrscheinlich, dass es einen evolutionaren
Zusammenhang zwischen der bakteriellen Produktion von Myxochelin A und der
Inhibierung der 5-LOX im Menschen gibt. Denn welche Vorteile sollten diese nicht-

pathogenen Bakterien von einer Storung der Leukotrien-Biosynthese haben?

Prokaryotische Lipoxygenasen wurden bisher hauptsdchlich in gramnegativen
Bakterien gefunden.'’”® Nur ein Bericht iiber Lipoxygenasen aus grampositiven
Bakterien existiert bis heute und zwar aus den Aktinomyzeten Streptomyces canosus
und Streptomyces masasporeus.?’? Interessanterweise beschrankt sich die Verteilung
der Myxochelin-Biosynthesegene ebenfalls nur auf gramnegative Bakterien, mit einer
Ausnahme, den grampositiven Aktinomyzeten (s. Abb. 25, S. 74). Die Lipoxygenasen
der Saugetiere katalysieren die Umwandlung von Arachidonsdure zu verschiedenen
Eicosanoiden,?’3274 wohingegen die Lipoxygenasen der Pflanzen und Pilze
hauptsachliche a-Linolensdure und Linolsdure als Substrate verwenden.275-277 Die
bisher beschriebenen prokaryotischen Lipoxygenasen nutzen {iberwiegend
Linolsdure,199-201.278 jedoch auch Arachidonsdure als Substrat.179198 Auch in M. xanthus
DK1622 konnten bereits zwei Lipoxygenasen nachgewiesen werden (GenBank-Code:
WP_011551853, WP_011551854).202.203 Untereinander weisen die beiden Enzyme nur
eine geringe Sequenzidentitit auf,2%3 jedoch besitzt eine der identifizierten M. xanthus-
Lipoxygenasen (MxLOX) strukturelle Ahnlichkeiten mit der eukaryotischen 5-L0X.202
Die beiden MxLOX-Enzyme zeigten eine Spezifitit fiir die Substrate Linolsdure und
Arachidonsadure.202203 Weitere mogliche Substrate, mit geringerer Praferenz, waren
die a- und y-Linolsdure, die Eicosapentaen- und die Docosahexaensdure.23 In
Cyanobakterien besitzen die bisher gefunden Lipoxygenasen eine Substrat-Spezifitit,
die mit der =zelluliren Fettsaure-Zusammensetzung korreliert.278-280 [n diesem
Zusammenhang wurde die Hypothese aufgestellt, dass die prokaryotischen
Lipoxygenasen an der Aufrechterhaltung der dynamischen Plastizitit der

Zellmembranen beteiligt sind.1”° Jedoch wurde auch berichtet, dass P. aeruginosa eine
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Arachidonsaure-spezifische Lipoxygenase besitzt, obwohl keine mehrfach
ungesattigten Fettsduren in seinen Zellen vorkommen. Denn das opportunistisch
pathogene Bakterium sekretiert seine Lipoxygenase und metabolisiert extrazellular
die vom Menschen stammende Arachidonsiaure wahrend einer Infektion, um somit die
lokale Entzlindungsreaktion zu verdndern.'”® In M. xanthus nimmt die
13-Methylmyristinsdure den grofdten Anteil der zelluldaren Fettsduren ein, entgegen
der beobachteten Substratspezifitat der beiden MxL0X.202203 Cg-Fettsauren kommen
in M. xanthus nur in Spuren als Olsiure und y-Linolensiure vor.203 Eine Méglichkeit an
dieser Stelle ist, dass die M. xanthus-Lipoxygenase womoglich exogene statt zelluldre
Substrate umwandelt,2%3 jedoch fehlen an dieser Stelle weitere Informationen, sodass
dies nur Spekulationen sind. In dem Pilz C. ulmi wurde beobachtet, dass die
Lipoxygenase-Aktivitat entscheidend fiir seine morphologische Erscheinung ist und
den Wechsel zwischen Myzel-Wachstum und Hefen-Bildung beeinflusst.2%4 Es ist
denkbar, dass die Myxocheline in M. xanthus ebenfalls eine regulatorische Funktion
auf die eigenen Lipoxygenasen austiben. Eine Storung der Myxochelin-Biosynthese,
wie sie in der mxcG-Disruptionsmutante erzeugt wurde, kdnnte demnach zu einer
Fehlregulierung der MxLOX-Aktivitat fiihren. Um an dieser Stelle jedoch eindeutige
Aussagen treffen zu konnen, sind weiterfiihrende Experimente notwendig. Hierbei
interessant ware die Generierung verschiedener Knock-Out-Mutanten, in denen die
beiden Gene fiir die bisher identifizierten MxLOX-Gene nacheinander sowie
gemeinsam ausgeschaltet werden miissten. Diese Ergebnisse konnten Hinweise auf

die biologische Funktion der Lipoxygenasen in M. xanthus geben.

Eine weitere Theorie ware, dass Myxocheline neben ihrer Funktion als Siderophore
auch als Signalmolekiile agieren. Ahnliches wurde bei dem Bakterium P. aeruginosa
entdeckt, dessen Siderophore, die Pyoverdine, die Produktion von Virulenzfaktoren
kontrollieren.?81 Moéglich ware demnach auch, dass die verdnderte Morphologie der
M. xanthus DSM16526-mxcG-Disruptionsmutante durch den Verlust der Myxocheline
als Signalstoffe entstanden ist, und nicht im Zusammenhang mit einer veranderten
MxLOX-Aktivitat steht. Um diese These zu verifizieren, bedarf es der Generierung von
stabilen mxcG-Knock-Out-Mutanten. Die Aufrechterhaltung der Mutation wiirde dann,
anders als in der vorliegenden Arbeit, nicht die permanente Zugabe eines
Selektionsmarkers erfordern. Interessant in diesem Zusammenhang ware die Frage,
ob eine externe Zugabe von Myxochelin A und B zu einer stabilen mxcG-Knock-Out-

Mutante den Phanotyp des Schwarmes wieder normalisieren konnte.
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5.1 Abbildungen
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Abbildung A1: Der broad-host-range Vektor pBHR1.>*> Cm", Chloramphenicol-Resistenz; Kan®,
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Abbildung A2: Der E. coli-Expressionsvektor pET-28a(+) (Novagen).
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bla R-Lactamase (Ampicillin-Resistenz)

Lethalitatsgen. Bei einer Selbstligation des Vektors kodiert das
intakte Gen fir das Restriktionsenzym Eco47l, dessen

ecod7IR ] ]
Erkennungssequenz (5-GGWCC-3" mit W=A/T) innerhalb der
Plasmid-DNS liegt.24

Pacuvs Modifizierter Py Promotor.

rep (pMB1)  Replikationsgen von Plasmid pMB1.

T7 Promotor  T7 RNA Polymerase Promoto.

Bsu15l

Abbildung A3: Der E. coli-Klonierungsvektor pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific).

T6 Promoter C9 Himar1 Transposase

Mnitransposon_magellan 4

Himar1 inverted repeat
oriRE6K,,

KanR

Himar1 inverted repeat

Gentamicin-Resistenz

Abbildung A4: Der Mutagenese-Vektor pMycoMar mit seinem Minitransposon magellan 4
(Harvard Medical School).?*®
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PZJY156_JK s _
6530 bp Coass

p342

(4133) EcoRI
(4112) BamHI
(4106) Xbal

Abbildung A5: Der E. coli — M. xanthus Shuttlevektor pZJY156 JK (ATG:biosynthetics). Die
blauen Pfeile zeigen die Hybridisierungsstellen der jeweiligen Primer (,,p“) an.

BamHI (376)

Xbal(1207)
Xbal(1222)

Jb

0
Co,! %
<) s
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Abbildung A6: Subklonierungsvektor pJK1 (pJET1.2-P_ .4).
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(5672) ECORI

(4133) EcoRI

Abbildung A7: Subklonierungsvektor pJK2 (pZJY156_JK-mxcM).

(4958) ECORI
(4937) BamHI Xbal (4106)

Abbildung A8: M. xanthus-Expressionsvektor pJK3 (pZJY156_JK-P ,.4-mxcM).
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BamHI (372)

KpnlI (589)

Abbildung A9: Subklonierungsvektor pJK4 (pJET1.2-Ppja).

Ppiia

Abbildung A10: M. xanthus-Expressionsvektor pJK5 (pZJY156_JK-P,a-mxcM).
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NotI(329)
' _NotI(372)

(4424) Scal

..ScaI(2318}
Abbildung A11: Subklonierungsvektor pJK6 (pJET1.2-mxcG,Partialsequenz).

NotI (0)
mob (Teilsequenz)

Ko

(3879)Scal

CmR (Teilsequenz)

rep

Abbildung A12: M. xanthus mxcG-Disruptionsvektor pJK7.
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coRI(192)

Abbildung A13: E. coli-Expressionsvektor pJK8 (pET-28a(+)-mxcM).
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Abbildung A14: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J1. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2015 entnommen.**®
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o LU el J’M \

Abbildung A15: '"H-NMR-Spektrum von Myxochelin J1 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.**°
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Abbildung A16: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J1 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.*®
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Abbildung A17: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J2. Die Abbildung wurde dem Artikel

Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A18: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J2 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde

dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?®
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Abbildung A19: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J2 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A20: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J3. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2015 entnommen.’*®
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Abbildung A21: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J3 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A22: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J3 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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RT: 0.00 - 33.04
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T: FTMS {1,2} - p ESIFull ms [140.00-2000.00]
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Abbildung A23: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J4. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A24: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J4 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A25: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J4 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®

RT: 0.00 - 33.03
100+ 1261 NL: 4.36E8
1275 TIC F: FTMS {1,1} +p ESIFull ms
= [100.00-2000.00] MS
50 15051207Korp
159 304 3.66 516 615 7.23 855 949 1076 | \1300 1598 154> 1992 2133 2204 2439 2519 2604 27.78 3070 3202
o .
100 1259 NL: 2.38E8
’\ TIC F: FTMS {1,2} - p ESIFull ms
[140.00-2000.00] MS
50 \ 15051207Korp
o 157 349 584 650 749 933 1088 1164 | \ 1371 1597 1674 18.77 1957 2206 24.60 26.02 27.05 2092 3171
i} 1259 NL: 5.10E5
400000 J‘\‘ Total Scan PDA 15051207Korp
< 2000007
Jo0.26 208 296 374 630 7.11  9.47 1084 12.15 | 1500 1592 1769 1952 20.98 21.67 2483 2651 27.89 2964 3051
100 1261 NL: 1.27E8
Bl miz= 373.1739-373.1777 F: FTMS
| {1,1} +p ESIFulms
03 \ [100.00-2000.00] MS
o 893 1001 1086 | \ 1346 1598 16.77 1870 2016 2279 2392 2510 2755 2943 3113 15051207Korp
e e e e e e B i e e e e e e e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
15051207Korp #539 RT: 12.61 AV:1 NL: 1.24E8
T: FTMS {1,1} + p ESIFull ms [100.00-2000.00]
100+ 373.17"
343.2951
253.1543
210289 | fassa570 5782330 745.3435 942.4166 11175118 12611863 1490.6844 16767631 1862.8484
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Abbildung A26: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J5. Die Abbildung wurde dem Artikel

Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A27: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J5 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A28: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J5 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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RT: 0.00 - 33.05
100— 12.06 NL: 1.94E8
TIC F: FTMS {1,1} +p ESI Full ms
[100.00-2000.00] MS
50 15061720Korp
03295 158 313 5.10 599 6.84 7.97 9.76 10.56 || 1232 1453 1698 1844 19.57 2131 2201 24.50 2669 2875 2950  32.65
100 12.04 NL: 1.89E8
TIC F: FTMS {1,2} - p ESIFull ms
[140.00-2000.00] MS
50 \ 15061720Korp
o 170 353 531 705771 983 1124 )| 1286 1540 1611 17.61 21.38 22.08 22.78 24.85 2578 26.95 28.54 29.86 3150
1202 NL: 4.15E5
400000 Total Scan PDA 15061720Korp
=} ]
% 2000009
1 191 208 297 6.08 6.64 10.03 11.28 ,“12-83 14.97 17.68 18.65 20.83 21.57 24.35 2531 26.45 2804  30.37
1087 12.02 NL: 6.76E7
Bl miz= 407.1593-407.1633 F: FTMS
] {11} +p ESIFulms
503 [100.00-2000.00] MS
o 2.05 7.36 8.82 948 1117 4\1,2.45,1,3,.73 1514 1698 18.81 19.52 2252 2328 2473 2716  29.03 15061720Korp
e e e B L e L B e e e S e
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15061720Korp #517 RT: 1206 AV:1 NL: 5.78E7
T: FTMS {1,1} +p ESIFull ms [100.00-2000.00]
100+ 1615
271.1451 4291431
137.0233 295.1287 ol 629.2119 813.3155 1035.3661 1219.4692 14425228 1626.6261 1829.6995 1923.7852
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Abbildung A29: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J6. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2015 entnommen.**®

Abbildung A30: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J6 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A31: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J6 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®

RT: 0.00 - 33.04
100 11.94 NL: 2.21E8
TIC F: FTMS {1,1} +p ESIFull ms
[100.00-2000.00] MS
50 15061719Korp
0.05 159 304 4.03 464 576 6.89 8.16 9.39 10.33 || 12.32 14.71 17.39 19.09 19.92 2200 2421 2519 2593 28.09 30.38 3212
100+ 11.89 NL: 2.19E8
TIC F: FTMS {1,2} - p ESIFullms
[140.00-2000.00] MS
50 15061719Korp
o 170 349 602 6.59 . 14.68 1591 17.04 18.22 19.80 22.03 2278 24.60 25.68 26.94 2834 2985 3219
91 NL: 5.29E5
400000 ll Total Scan PDA 15061719Korp
S 2000003 |
0l 192 2.09 2.97 5.76 6.89 899 1035 (11275 14.93 1656 17.79 19.27 20.97 21.67 2447 2615 27.38  29.62 30.67
100 1194 NL: 7.95E7
B m/z= 407.1593-407.1633 F: FTMS
3 {1,1} +p ESIFullms
505 [100.00-2000.00] MS
3 920 1089 |\ 12.32 1377 1513 1650  19.09 19.92 21.49 22.89 24.21 15061719Korp
O N o e e e e e T
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15061719Korp #511 RT: 11.94 AV: 1 NL: 7.79E7
T: FTMS {1,1} +p ESIFull ms [100.00-2000.00]
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Abbildung A32: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J7. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A33: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J7 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A34: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J7 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.**®
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RT: 0.00 - 33.03
100 1437 NL: 2.00E8
TIC F: FTMS {1,1} +p ESIFull ms
[100.00-2000.00] MS
50 15061718Korp
005 228 308 430 491 632 7.30 848 994 1201 1223 l 1519 1844 19.75 21.14 22.00 24.44 2546 2752 29.02 3165
100 1435 NL: 1.14E8
TIC F: FTMS {1,2} - p ESIFull ms
[140.00-2000.00] MS
50 1203 15061718Korp
o 170 268 404 606 662 7.33 982 1119~ 1225 | 1540 18.09 19.40 2202 2409 2511 2693 27.73 2909 3157
1435 NL: 3.55E5
] FI Total Scan PDA 15061718Korp
2 200000 ‘
] 1
01 1o 207 297 5.65 6.54 1004 1170 1201 1405 |\ 1668 17.69 19.39 20.86 21.60 2448
100 1437 NL: 6.62E7
El miz= 409.1550-409.1590 F: FTMS
] {11} +p ESIFulms
503 [100.00-2000.00] MS
0l 158 905 1022 12,09 1401 || 1528 1632 17.59 19.75 20.49 22.51 23.22 24.62 2640 27.80 29.72 3211 15061718Korp
e L e e e e e e e e e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
15061718Korp #615 RT: 14.37 AV: 1 NL: 6.42E7
T: FTMS {1,1} +p ESIFull ms [100.00-2000.00]
100+ 570
4281302
2711451
\297-1244 [ | 488.1304 632.2050 8173066 965.4445 1040.8563 12254567 14410167  1604.1046 1702.5549 1923.833/
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Abbildung A35: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J8. Die Abbildung wurde dem Artikel

Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A36: ‘"H-NMR-Spektrum von Myxochelin J8 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde

dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?®
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Abbildung A37: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J8 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®

RT: 0.00 - 33.07
100 10.43 NL: 5.06E8
TIC F: FTMS {1,1} +p ESIFull ms
[100.00-2000.00] MS
50 15012204Korp
0.05 1.52 248 359 540 7.20 829 9.31 J 13.11 1356 1495 16.03 1895 19.65 21.98 22.75 23.70 2487  27.57 2836 30,30 3118
0 .
100 10.41 NL: 2.65E8
TIC F: FTMS {1,2} - p ESIFullms
[140.00-2000.00] MS
50 \ 15012204Korp
0 168 352 449 626 717 8411007 | | 1112 1103 1409 1530 1685 1860 1949 2196 2382 2485 2626 2856 3074 3L8L
10.46 NL: 5.18E5
4000005 il Total Scan PDA 15012204Korp
S 200000
J 135 208 296 407 654 7.42 878 10121 1114 1487 1562 17.18 1866 2073 2172 2571 2652 2077 3222
1087 10.46 NL: 1.51E8
] m/z=391.1644-391.1684 F: FTMS
3 {1,1} +p ESIFullms
505 [100.00-2000.00] MS
e 7.70 8.80 1092  13.65 1449 1579 17.25 1867 20.12 2147 2293 24.46 2637 27.99 30.72 15012204Korp
B A B e e e I o B e e e e e L e e e e
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Time (min)
15012204Korp #455 RT: 10.43 AV:1 NL: 1.50E8
T: FTMS {1,1} + p ESIFull ms [100.00-2000.00]
391.1663
100
256.1501
781.3254
0 23.0246 281.1294 l 413.1480 605.2193 915.3132 995.8799 1171.4851 1386.0399 1581.6184 1757.7222 1952.3030
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Abbildung A38: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J9. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A39: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J9 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A40: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J9 in Methanol-d,. Die
226

Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.
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RT: 0.00 - 33.03
1004 10.45 NL: 4.02E8
TIC F: FTMS {1,1} + p ESIFull ms
[100.00-2000.00] MS
50 15012205Korp
005 212 266 401 592 7.21 7.85 9.14 1114 1316 14.10 1566 1867 1971 2126 2279 2392 24.82 2632 2822 29.80 32.17
o 5 2
100 10.40 NL: 2.22E8
TIC F: FTMS {1,2} - p ESIFull ms
[140.00-2000.00] MS
50 15012205Korp
169 2.28 357 538 645 806 9.12 l 1117 14.13 1545 1658 17.71 1092 2199 2372 2443 26.67 28.38 2945 32.19
a 10.46 NL: 4.05E5
400000: ‘\ Total Scan PDA 15012205Korp
5 ]
% 200000
1 152 208 296 585 641 7.86 9.09 || 12.09 1491 16.16 17.31 1865 2099 21.72 24.84 2562 27.14 28.79
1087 1045 NL: 1.17E8
] miz= 391.1644-391.1684 F: FTMS
{1,1} +p ESIFulms
507 | [100.00-2000.00] MS
] 15012205Korp
o] 3.68 878 910 ]|1142 1217 1359 14.95 1688  19.14 20.60 2135 2297 2436 2577 2813 29.89
LI I o e B e e e e e e i o i e e o B o e e e B e e T e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
15012205Korp #455 RT: 10.45 AV: 1 NL: 1.17E8
T: FTMS {1,1} + p ESIFull ms [100.00-2000.00]
391.1663
100+
255.1501
37.0232  |2811204 1 413.1480 6052192 7813254 995.8803 1190.9597 1386.0408 15816207 1757.2158 1953.3043
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Abbildung A41: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J10. Die Abbildung wurde dem Artikel

Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A42: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J10 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde

dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A43: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J10 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.**®

RT: 0.00 - 33.03
100 10.86 NL:2.16E8
1078 TIC F: FTMS {1,1} + p ESIFullms
% (8 [100.00-2000.00] MS

15012702Korp
0.05 231 2.90 459 571 6.55 8.08 8.87 1137 1302 15.19 16.27 18.48 19.19 2059 22.08 2295 24.30 26.12 27.46 29.74 31.93

mg 1084 NL: 2.65E7
TIC F: FTMS {1,2} - p ESI Full ms
[140.00-2000.00] MS
50 15012702Korp
165 224 386 587 6.85 7.69 880 9.74 |\ 1154  14.08 1516 16.29 1963 2118 2202 2233 2564 2670 2902 31.72 3261
10.82 NL: 8.58E4
] ‘\‘ Total Scan PDA 15012702Korp
3 E 1962 2105 21.72
¢ 500007 208 067 1054 | 12,02 1412 1488 17.18 1804 1962 2155
o: 021 || 2'?5 598 843 2005 24.82 27.23 2851 3022 32.80
1002 10.84 NL: 9.60E6
E| miz= 375.1507-375.1545 F: FTMS
] {1,2} - p ESIFull ms
507 [140.00-2000.00] MS
o] 970 ||11.82 1258 1427 1545 1672 18.27 19.49 2333 24.05 25.14 26.28 28.46 30.14 31.02 32.61 15012702Korp
e L I T T e I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
15012702Korp #468 RT: 10.84 AV:1 NL: 9.59E6
T: FTMS {1,2} - p ESI Full ms [140.00-2000.00]
100+ 375.
4211586
1749557 y7g ittt 489.1457
EN 279.1153 ) | 5511159 6328179 797.3174_867.2803 1074.0909 11714353 13034315 1434.3922 1527.5903 1739.9739 1925.6455
e e e L e
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Abbildung A44: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J11. Die Abbildung wurde dem Artikel

Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A45: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J11 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde

dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?®
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Abbildung A46: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J11 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.*®
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RT: 0.00 - 33.03
100 11.45 NL: 5.44E8
TIC F: FTMS {1,1} +p ESIFull ms
[100.00-2000.00] MS
50 15012224Korp
0.05 228 340 495 650 7.66 8.63 1087 ||1184 1263 1510 1768 18.36  20.39 2197 23.87 2459 26.66 2922 31.00 3291
100 1140 NL: 1.70E8
TIC F: FTMS {1,2} - p ESIFull ms
[140.00-2000.00] MS
50 l 1182 15012224Korp
049 170 230 4.36 6.66 7.69 870 1085 | A~ 1261 1413 16.91 17.84 19,57 21.99 2349 24.39 2571 28.78 31.11
1143 NL: 2.84E5
i Total Scan PDA 15012224Korp
5 200000 H
Fe
S 100000 1\11480 18.04 1951 20.98 21.71
ol 148 208 597 553 653 856 10.31 1093 |1 1476 1656 180 & 24,58 27.14 2969 3070 3215
1002 1143 NL: 6.47E7
miz= 375.1507-375.1545 F: FTMS
\ {1,2} -p ESIFul ms
50 [140.00-2000.00] MS
o] 110198 356 511 727 889 11.,15“ 12,02 1333 14.93 1620 17.52 19.06 22.26 23,08 24.34 2599 2850 29.66 31.26 15012224Korp
I e e B e B e B B e e e e e e e T e e e B e e e e e B e e e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
15012224Korp #494 RT: 1143 AV: 1 NL: 6.42E7
T: FTMS {1,2} - p ESIFull ms [140.00-2000.00]
100+ 375.1530
4211586
236.1094 345.1426 4750772 5511154 7017316 0 183 9272766 10331786 11734764 14323313 1550.6381 1738.2167 1926.8000
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Abbildung A47: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J12.

Die Abbildung wurde dem Artikel

Korp et al., 2015 entnommen.**®
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Abbildung A48: 'H-NMR-Spektrum von Myxochelin J12 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde

dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?®
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Abbildung A49:
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A50: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J13. Die Abbildung wurde dem Artikel

Korp et al., 2015 entnommen.**®
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dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?®
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Abbildung A52: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J13 in Methanol-d,. Die
Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*
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Abbildung A53: HR-ESI-MS-Spektrum von Myxochelin J14. Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2015 entnommen.**®

Abbildung A54: '"H-NMR-Spektrum von Myxochelin J14 in Methanol-d,. Die Abbildung wurde
dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.?*
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Abbildung A55: 'H-entkoppeltes *C-NMR-Spektrum von Myxochelin J14 in Methanol-d,. Die

226

Abbildung wurde dem Artikel Korp et al., 2015 entnommen.

Abbildung A56: Chromazurol S (CAS)-Assay mit Myxochelin A (A) und den Myxochelin-
Derivaten J3 bis J8. Als Negativkontrolle diente Methanol (c). Fiir die Testung wurden 200 ug
von jeder Verbindung, gelost in Methanol, aufgetragen. Die Abbildung wurde dem Artikel Korp
et al., 2015 entnommen.?*®
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Abbildung A57: Vergleich der Proteinsequenz von MxcM aus P. piscicida S2040 mit
ausgewahlten Sequenzen von Imidazolonpropionasen (A) oder der Amidohydrolase CbxE und
einem verwandten Protein (B). Die konservierten Histidin (H)- und Asparaginsdure (D)-Reste,
die mutmaRlich an der Bindung des katalytisch relevanten Metall-lons involviert sind, wurden
hervorgehoben. Dabei dienten die Hutl-Sequenzen aus B. subtilis (PDB: 2BB0) und
A. tumefaciens (PDB: 2GOK) als Vorlagen.”*?*® Katalytisch aktive Aminoséuren, die in allen
untersuchten Sequenzen auftraten, wurden mit einem Stern markiert. Die Daten fir diesen
Sequenzvergleich stammen aus Tabelle A1 und A2 (Anhang). Die Abbildung wurde dem Artikel
Korp et al., 2018 entnommen.***

0 2 4 6 8 10 12 timin

Abbildung A58: Metabolisches Profil vom M. xanthus DSM16526-Wildtyp in CTPM-Medium
(A) unsupplementiert und (B) nach Zugabe von CuSO, (115 uM). Als Referenz dienten
Myxochelin B (1, C) und eine Myxochelin A (3, D). Die Chromatogramme wurden bei einer
Wellenldnge von 254 nm aufgenommen.
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B mxcG (nativ)
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Abbildung A59: Vergleich der offenen Leserahmen des nativen mxcG-Gens im
M. xanthus DSM16526-Wildtyp (A) und des disruptierten mxcG-Gens nach Integration des
Vektors pJK7 (B). Der breite obere Pfeil reprasentiert die genomische DNA-Sequenz. Die
Leserahmen sind durch orangene und griine Pfeile darunter dargestellt. Da sich die Integration
des Plasmids pJK7 mutmalRlich gemal Variante Il ereignet hat (siehe Abb. 20B, S. 67), wird an
dieser Stelle lediglich diese Moglichkeit abgebildet.

ARG31130.1 URDSUaTR PAAQHGIWMFIGUOF DISSVYNAGE CIET(S G Eianiie FEEY RGA SEREAL HRFVESHS O LLGLCTIR VN T SESpEe 100
I ML NI ME s FETES DTLEAR QHGI W GO CF DIMSE T YNAGECIET LVVERAS ETj{erRiniariorts A PCASIE Ve FVOPRA S VR VISHTIgNAo AR 100

Mutante —————— - e 0

ARG31130.1 [e R} HOTVDIE=RGPLFEALFRAAPDRFFWYCFMHHIAMODGFGES: ' ARRVAEY YT #) S0AVL.DE Ry e CHI R 1 200
SDX9%2451.1 [eT RTVDUeCGPLFREALFRAAPDRY FWFQFRHHIALDGFGFSIEYARRVAL 2RV SYRAVIDE d QH IE 200
Mutante -—- (RTVDIe(GPLEEEALFEARPDRY FWEQFRHHIALDGFGES: ARRVAL s RV SIPRAVIDE O QHE E| 97
AAG31130.1 D3 PTEVSLAE PAPMS He FVROTR LIS MERLOAYER LAATA R THs Al EV VT GI PUYMARTL GSAAT RV PCMAMNIV DL R DY)
SDKX92451.1 PTPVTLA] PAPMTHRFVROT Rz Iyt LERMOAK LAATA * 1 G’ sEIVLGLEVMERLGSAAIRVPCMAMNIV PLRV PV Sciv)
Mutante PTPVTILAPAPMT HiFVRQT Rz I s LERMORERK [VLAATA ! Ga =EIVIGLEVMPRLGSAAIRY PCMAMNIVELR DV SN
ARG31130.1 pgalls ReTAARWRAMREHLRYRYE OLRRDLKMVGGORRLEGPVVNIEMEPFDYALRFAGM O TAHNISAGEVEDLSIGL YARE DHIGLRVDFDAN DA C Y]
SDX82451.1 g RsVAARMRAMREHLRYRYE DQLRRDLKEVGGORRLFGPVVNIEMEPFDYALRFAGMERFAHNLSAG PEVEDLSIGMYARE DGEGLRVDFDAN PA C Y]
Mutante g ReVAREMREMREPHLRYRYE DQLRRDLEEVGGORRLEGPVVNINMPFDYALRFAGM EREAHNLSAGPVEDLSIGM YARE DGEGLRVDEF DAN PA C Ak

Abbildung A60: Die Core-Sequenzen der C-Domdne aus der NRPS MxcG von
S. aurantiaca Sg al5 (Protein-Zugangsnummer: AAG31130),'** M. xanthus DSM16526 (Protein-
Zugangsnummer: SDX92451), und der mxcG-Disruptionsmutante. Gelb: Core-Sequenz 1. Griin:
Core-Sequenz 2. Blau: Core-Sequenz 3. Lila: Core-Sequenz 4. Rot: Core-Sequenz 5. Schwarz:
Core-Sequenz 6.
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Abbildung A61: MS*-Spektrum vom M. xanthus DSM16526-Wildtyp (A), (B) und der mxcG-
Disruptionsmutante (C), (D), aufgenommen bei einer Retentionszeit typisch fir Myxochelin B
(4,3-4,4 min) (A), (C), sowie fir Myxochelin A (5,3-5,4 min) (B), (D). Die Masse fiir Myxochelin B
(m/z 404,1816 [M+H]"perechnet) ist blau und jene fiir Myxochelin A (m/z 405,1656 [M+H]"serechnet;
427,1476 [M+Na] perechnet) rot markiert.
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Abbildung A62: MS'-Spektrum vom M. xanthus DSM16526-Wildtyp (A) und der mxcG-
Disruptionsmutante (B), aufgenommen zwischen 0 bis 8 Minuten Retentionszeit. Die x-Achsen
wurden auf einen m/z-Bereich von 400 bis 410 beschrankt. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit
der beiden Spektren wurden die y-Achsen einheitlich skaliert. Myxochelin B: m/z 404,1816
[M+H]" berechnet- Myxochelin A: m/z 405,1656 [M+H]" perechnet-
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Tabelle Al: Vergleichende Analyse von Hutl-Proteinsequenzen mit MxcM aus P. piscicida
S2040.

Bakterium Protein ID Mogliche Metall- MxcM
(GroRe [AS]) bindende Einheiten %Ild % Qc
Aeromonas hydrophila subsp. YP_854906 H98, H100, Q271 22 87
hydrophila ATCC7966 (434) H268, D343
Agr?bacter/um tumefaciens PDB: 2GOK H86, H88, Q259 ’3 82
strain C58 (ATCC33970) (429) H256, D331
. . . PDB: 2BB0O H80, H82,
Bacillus subtilis strain 168 (421) H249, D324 E252 24 85
s . YP_002406717 H82, H&4,
Escherichia coli 1AI39 (414) H251, D326 Q254 26 47
. AAG08477 H66, H6S,
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (402) H236, D311 Q239 28 89
L g . YP_206411 H72, H74,
Vibrio fischeri ES114 (408) H242, D317 Q245 37 34
. , YP_002346959 H72, H74,
Yersinia pestis CO92 (4086) H242, D317 Q245 24 85

H: Histidin; D: Asparaginsaure; E: Glutaminsaure; Q: Glutamin; % Id: identische Aminosauren in
%; % Qc: Sequenzabdeckung in %. Die Tabelle wurde dem Artikel Korp et al.,, 2018
entnommen.**

Tabelle A2: Vergleichende Analyse der Amidohydrolase CbxE aus Streptomyces sp. NTK937
(WP_051422298)** und einem nah verwandten Protein (WP_031508998) mit MxcM aus
P. piscicida S2040.

Protein ID Mégliche Metall-bindende MxcM
(GroBe [AS]) Einheiten %Ild %Qc
WP 14222
Streptomyces sp. NTK937 (495)05 98 H70, H72, H248, D340 39 89
Streptomyces WP_031508998 H72, H74, H250, D341 42 90
megasporus (514)

H: Histidin; D: Asparaginsaure; E: Glutaminsaure; Q: Glutamin; % Id: identische Aminosauren in
%; % Qc: Sequenzabdeckung in %. Die Tabelle wurde dem Artikel Korp et al., 2018
entnommen.**
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Tabelle A3: Nachweis Uber das Vorhandensein von freiem Plasmid pJK3 in den Zellen des
M. xanthus-Expressionsstamms.

pJK3
PCR-Produkt .
rodu Position der Ubereinstimmung (nt) % Id
Ziel: aphll, Teilsequenz 956 ... 1661 99
Ziel : rep (pMF1), Teilsequenz 2012 ... 2876 100
Ziel : rep (pBR332) und bla, Teilsequenz 6905 ... 8069 99

% Id: identische Nukleotide in %

Tabelle A4: Vergleich der MxcG-Sequenz aus dem M. xanthus DSM16526-Wildtyp (GenBank:

SDX92451) und der Disruptionsmutante.

MxcG (nativ)

GroRe C-Domaine A-Domaéne PCP-Domdne Red-Doméne
1446 AS 6 .. 43112 427 ... 96012 969 ... 103312 1050 ... 143112
5..434 456 ... 942 969 ... 1033 1079 ... 1313
MxcG (Disruptionsmutante)
1343 ASE n.d.' . 324 ... 85712 866 ... 9301: 947 ... 132812
1..331 353 ...839 866 ... 930 876 ... 1210

Die Vorhersagen wurden unter Verwendung von *dem PKS/NRPS Predictor und *°der Pfam-

Datenbank erstellt.

210,211 ¢

Die GroRe der Aminosdure-Sequenz bezieht sich auf den offenen

Leserahmen, der nach der Integration von pJK7 in das mxcG-Gen noch intakt war. n.d., nicht

detektiert.
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[D4]MeOH deuteriertes Methanol
2,3-DHBS 2,3-Dihydroxybenzoesaure
5-HPETE 5-Hydroxyperoxyarachidonsdure
5-LOX Arachidonat-5-Lipoxygenase

ABC-Transporter  Engl.: ATP binding cassette Transporter

A-Domane Adenylierungsdomane (engl.: adenylation domain)
ADP Adenosindiphosphat

Amp® Ampicillin-Resistenz

antiSMASH Engl.: antibiotic and secondary metabolite analysis shell
ArCP Engl.: aryl carrier protein

A-System Engl.: adventurous system

ATP Adenosintriphosphat

BLASTn Engl.: basic local alignment search tool for nucleotides
BLASTp Engl.: basic local alignment search tool for proteins
BosR Borellia oxidative stress regulator

Bp Basenpaare

CaCl, Calciumchlorid

CAS Chromazurol S

C-Domane Kondensationsdoméne (engl.: condensation domain)
cm® Chloramphenicol-Resistenz

CoCl, Kobalt(ll)-chlorid

CTABr Cetyltrimethylammoniumbromid

CucCl, Kupfer(Il)-chlorid

Da Dalton

DAHP 3-Desoxyarabinoheptulosanat-7-phosphat

DCM Dichlormethan

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

DH Dehydrogenase

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: deoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
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Ethylacetat

Flavin-Adenin-Dinukleotid

Engl.: U. S. food and drug administration
zweiwertiges Eisen (engl.: ferrous iron)
dreiwertiges Eisen (engl.: ferric iron)
Eisen(ll)sulfat

Engl.: ferric uptake regulator

Wasser

Borsdure
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.: high pressure liquid
chromatography)

Hochauflésende Massenspektrometrie (engl.: high resolution-mass
spectrometry)

Konzentration , bei welcher das Wachstum von 50% aller Zellen
gehemmt wird
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kanamycin-Resistenz

Kilobasenpaare

Kaliumchlorid

Kilo-Dalton

Kaliumdihydrogenphosphat

lysogeny broth

Megabasenpaare

Methanol

Engl.: major facilitator superfamily
Magnesiumsulfat

Minute

Mangan(ll)-chlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriummolybdat

Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Natriumhydroxid

Nickel(Il)-chlorid

Nanometer
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Kernspinresonanzspektroskopie (engl.: nuclear magnetic resonance)
nichtribosomale Peptidsynthetase (engl.: nonribosomal peptide
synthetase)

molekularer Sauerstoff

Optische Dichte

Engl.: outer membrane vesicle

polyacrylamide gel electrophoresis

Engl.: phosphate buffered saline

Engl.: peptidyl carrier protein

Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Anorganisches Phosphat (engl.: inorganic phosphate)
Piperazin-N,N’-bis(2-Ethansulfonsaure)

Polyketid-Synthase (engl.: polyketide synthase)
Phosphopantetheinyl-Transferase

Reduktase

Sekunde

Natriumlaurylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate)

NaCl/ EDTA/ Tris-Puffer (engl.: sodium chloride/ EDTA/ Tris buffer)
Engl.: social system

Engl.: Terrific Broth

Thioesterase

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Umdrehungen pro Minute

Volt

vollentsalztes Wasser

versus

Zinksulfat

138



Eigenstindigkeitserklarung

Eigenstandigkeitserklarung

Hiermit erklére ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbst verfasst und keine anderen
als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe. Die geltende
Promotionsordnung der Fakultidt Bio- und Chemieingenieurwesen der Technischen
Universitat Dortmund ist mit bekannt. Die Hilfe eines Promotionsberaters wurde nicht
in Anspruch genommen. Es haben Dritte weder mittelbar noch unmittelbar geldwerte
Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit der vorgelegten
Dissertation stehen. Diese schriftliche Arbeit wurde in gleicher oder dhnlicher Form
noch bei keiner anderen Hochschule als Dissertation eingereicht und auch nicht als

Priifungsarbeit fiir eine staatliche oder andere wissenschaftliche Priifung verwendet.

Juliane Korp

139



Tagungsbeitrage - Publikationen

Tagungsbeitrage

Korp ], Schieferdecker S, Konig S, Dahse HM, Kénig GM, Werz O, Nett M. 2016.
Harnessing enzymatic promiscuity in myxochelin biosynthesis for the production of 5-
lipoxygenase inhibitors. Jahrestagung der Vereinigung fiir Allgemeine und

Angewandte Mikrobiologie (VAAM), Jena. (Poster)

Korp ], Schieferdecker S, Dahse HM, Werz O, Nett M. 2015. Precursor-directed
biosynthesis of myxochelin analogs. MiCom 2015, 5t International Student Conference

on Microbial Communication, Jena. (Vortrag)

Korp ], Schieferdecker S, Konig S, Dahse HM, Konig GM, Werz O, Nett M. 2015.
Harnessing enzymatic promiscuity in myxochelin biosynthesis for the production of 5-
lipoxygenase inhibitors. Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte Mikrobiologie
(VAAM) Workshop “Biologie von Naturstoff-produzierender Mikroorganismen®,

Frankfurt am Main. (Vortrag)

Korp ], Schieferdecker S, Dahse HM, Werz O, Nett M. 2015. Precursor-directed
biosynthesis of myxochelin analogs. 8% Symposium of the International Leibniz

Research School for Microbial and Biomolecular Interactions, Jena. (Poster)

Publikationen

Korp J, Winand L, Sester A, Nett M. 2018. Engineering pseudochelin production in
Myxococcus xanthus. Appl Environ Microbiol 84:e01789-18.

Korp J, Vela-Gurovic MS, Nett M. 2016. Antibiotics from predatory bacteria. Beilstein
] Org Chem 12:594-607.

Korp J, Konig S, Schieferdecker S, Dahse HM, Konig GM, Werz O, Nett M. 2015.
Harnessing enzymatic promiscuity in myxochelin biosynthesis for the production of 5-

lipoxygenase inhibitors. ChemBioChem 16:2445-2450.

140



Lebenslauf

Personliche Daten

Geburtsdatum /-ort

Staatsangehorigkeit

Bildungsweg

2016 - 2018

2014 - 2016

2012 - 2014

2008 - 2012

1999 - 2007

1995 - 1999

Lebenslauf

08.05.1989, Gera
deutsch

Promotion im Fach Biologie

Technische Universitit Dortmund, Arbeitsgruppe Technische
Biologie

Abschluss: Dr. rer. nat. (magna cum laude)

Thema: Untersuchungen zur Biosynthese und Funktion von
Myxochelinen in Myxobakterien.

Doktorvater: Prof. Markus Nett

Leibniz-Institut fiir Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie e.V.
Hans-Knoll-Institut, Jena

Nachwuchsgruppe Sekundarmetabolismus rauberischer Bakterien
Master-Studium im Fach Microbiology
Friedrich-Schiller-Universitit Jena

Abschluss: Master of Science (Note: 1,3)

Bachelor-Studium im Fach Biologie
Friedrich-Schiller-Universitit Jena

Abschluss: Bachelor of Science (Note: 1,9)

Gymnasium (Gera)

Abschluss: Allgemeine Hochschulreife (Note: 1,7)

Grundschule (Gera)

141



Danksagung

Danksagung

An dieser Stelle mochte ich meinen besonderen Dank den nachfolgenden Personen
entgegenbringen, ohne deren Unterstiitzung und Mithilfe die Anfertigung dieser

Promotionsarbeit nicht méglich gewesen ware.

Mein Dank geht insbesondere an meinen Doktorvater Prof. Dr. Markus Nett, flir die
Bereitstellung des interessanten Forschungsthemas und der Madglichkeit zur
Anfertigung dieser Promotionsarbeit in seiner Arbeitsgruppe. Zudem danke ich fiir
sein Vertrauen in meine Arbeit, die fachliche Betreuung und Unterstiitzung wahrend

meiner Promotion.

Zudem danke ich Prof. Dr. Till Schaberle von der Justus-Liebig-Universitat Giefsen fur
die Ubernahme des Zweitgutachtens, sowie Prof. Dr. Dr. h. c. Oliver Kayser und Prof.
Dr. Stephan Litz von der Technischen Universitit Dortmund als Mitgliedern der

Priifungskommission.

Ich danke Dr. Sebastian Schieferdecker vom Hans-Knoll-Institut, Jena, sowie Prof. Dr.
Oliver Werz und Stefanie Konig vom Lehrstuhl fiir pharmazeutische und medizinische
Pharmazie der Friedrich-Schiller-Universitit Jena fiir ihre Kooperation und
Zusammenarbeit bei der Generierung neuer Myxochelin-Derivate und der Ausfiihrung
der Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studien. Fiir technische und experimentelle
Unterstiitzungen wahrend meiner Promotion moéchte ich mich zudem bei
Dr. Hans-Martin Dahse, Karin Martin, Andrea Perner und Heike Heinecke vom Hans-
Knoéll-Institut, Jena, bedanken. Mein weiterer Dank geht an alle ehemaligen Kollegen
der Nachwuchsgruppe ,Sekundarmetabolismus rauberischer Bakterien“ vom Hans-
Knoll-Institut, sowie den aktuellen Kollegen der Arbeitsgruppe Technische Biologie
und den Mitarbeitern des Biozentrums an der Technischen Universitat Dortmund. In
diesem Zusammenhang mdéchte ich mich insbesondere bei Dipl.-Pharm. Angela Sester
und B. Sc. Lea Winand fiir ihre experimentelle Zusammenarbeit und bei Dr. Armin
Quentmeier fiir seine Mithilfe bei der Anfertigung von Fotografien meiner Bakterien
bedanken. Fiir ihre fachliche und personliche Unterstiitzung in allen Lebenslagen

danke ich des weiteren Dr. Xinli Pan.

Flr immerwahrende Unterstiitzung, Zuspruch und Geduld méchte ich mich bei meiner

Familie, allem voran bei meinen Eltern und Dennis bedanken.

142






