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2 Kurzbeschreibung

Im Fokus dieser Arbeit steht der Naturstoff Prodigiosin und die biookonomische Generierung der
Verbindung einschlielllich neuer Derivate. Dabei sind zentrale Aspekte der Untersuchungen das
Schlisselenzym der Biosynthese, die Erforschung der Bioaktivitdt von Prodigininen und die

Verbesserung der biosynthetischen Produktion.

Die Flexibilitat des Schliisselenzyms der Prodigiosinbiosynthese — PigC — ermoglichte bereits, wie in der
Doktorarbeit von Dr. Andreas S. Klein gezeigt, die Herstellung von Prodigiosin Derivaten unter Nutzung
der Mutasynthese. Einige Monopyrrole, vor allem Monopyrrole mit langeren Seitenketten, konnten
dennoch nicht von der Ligase PigC umgesetzt und in das Zielmolekil eingebaut werden, sodass ein
Bedarf an alternativen Enzymen gegeben war. Eine systematische Suche nach PigC Homologen und
Analyse der entsprechenden Gencluster bakterieller Prodigiosin- und Tambjamin-Produzenten im
Zuge dieser Arbeit zeigte putativ neue Kondensationsenzyme auf. Die entsprechenden Gene wurden
heterolog in E. coli exprimiert und auf deren Aktivitat hin untersucht. Wahrend die Expression von pigC
Homologen aus Streptomycetaceae Schwierigkeiten aufwies, wurden zwei fiir Kondensationsenzyme
codierende Gene aus Tambjamin produzierenden Pseudoalteromonadaceae erfolgreich und aktiv
heterolog exprimiert. Diese Enzyme konnten fiir die biokatalytische Produktion von Prodigininen
eingesetzt werden. Vergleichende enzymkinetische Untersuchungen und eine Analyse des
Substratspektrums  wurden durchgefiihrt. Der Einsatz der Kondensationsenzyme aus
Pseudoalteromonadaceae konnte schlieBlich einen Zugang zu biokatalytisch bisher nicht
adressierbaren Derivaten ermoglichen und auch ein semiprédparativer Biokatalyseansatz wurde

etabliert.

Die in vorgehenden Arbeiten bereits etablierte nachhaltige Produktion von Prodigiosin unter Nutzung
des sicheren bakteriellen Prodigiosinproduzenten P. putida pig-r2 wurde im Zuge der vorliegenden
Arbeit verbessert. Durch systematische Untersuchungen der Kultivierungsparameter war eine

Verbesserung der Produktionsleistung und somit eine héhere Prodigiosin Produktion moglich.

Die Bioaktivitat von Prodigiosin und verschiedenen Derivaten wurde gegenlber zwei biotechnologisch
relevanten Hefen und somit eukaryotischen Organismen untersucht, wobei Hefen weniger sensitiv auf
Prodiginine reagierten als Gram-positive Bakterien, jedoch eine nicht so hohe Toleranz aufwiesen wie
Gram-negative Bakterien. Im Rahmen unterschiedlicher Kooperationen wurden weitere Aspekte der
Bioaktivitait von Prodigininen untersucht. In Bezug auf die antibiotische Wirkung konnte
M. Sc. Jennifer Hage-Hiilsmann (Institut fir Molekulare Enzymtechnologie, Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf) die Aktivitdt von Prodigiosin und Derivaten auf einige fakultativ humanpathogene
Bakterien nachweisen. Durch eine Zusammenarbeit mit Dr. Sonja Sievers und Dr. Luca Laraia am
Max-Planck-Institut fiir Molekulare Physiologie in Dortmund in der Abteilung fiir Chemische Biologie
und am Compound Management and Screening Center wurde festgestellt, dass Prodiginine eine

Beeinflussung der Autophagie Prozesse in Brustkrebszellen und Apoptose auslésen. Dabei zeigten vor
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allem Derivate mit kiirzeren Alkylketten erhohte Wirksamkeit. Ein neuer Gesichtspunkt der Bioaktivitat
von Prodigininen wurde durch die Kooperation mit dem Institut fir Nutzpflanzenwissenschaften und
Ressourcenschutz, Abteilung Molekulare Phytomedizin der Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat
Bonn aufzeigt. So konnten durch Untersuchungen, durchgefiihrt von Dr. Samer S. Habash, Prodiginine
in Bezug auf ihre Wirkung gegenilber pflanzenpathogene Nematoden und Pilze erforscht werden,

wobei ein Teil der Pflanzenschéadlinge durch Prodiginine im Wachstum inhibiert wurde.
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3 Abstract

This work focuses on the natural product prodigiosin and the bioeconomic generation of the
compound including new derivatives. Central aspects of this research were the key enzyme of the
biosynthesis, the examination of the bioactivity of prodiginines, and the improvement of biosynthetic

production.

The flexibility of the key enzyme of prodigiosin biosynthesis — PigC — has already enabled the
production of prodigiosin derivatives using a mutasynthesis approach, as shown in the doctoral thesis
of Dr. Andreas S. Klein. However, some monopyrroles, especially monopyrroles with longer side
chains, could not be converted and incorporated into the target molecule by the ligase PigC, and thus
there was a need for alternative enzymes. A systematic search for PigC homologues and analysis of the
corresponding gene clusters of bacterial prodigiosin and tambjamine producers in the course of this
work revealed new putative condensing enzymes. The corresponding genes were heterologously
expressed in E. coli and their activity investigated. While facing difficulties during the expression of
pigC homologues from Streptomycetaceae, two genes coding for condensing enzymes from
Tambjamine producing Pseudoalteromonadaceae were successfully and actively expressed
heterologously. These enzymes could be used for the biocatalytic production of prodiginines.
Comparative enzyme kinetic studies and an analysis of the substrate spectrum were performed.
Finally, the use of condensing enzymes from Pseudoalteromonadaceae provided access to
biocatalytically previously non-addressable derivatives and a semi-preparative biocatalytic approach

was also established.

The sustainable production of prodigiosin by the safe bacterial prodigiosin producer P. putida pig-r2,
which had already been established in previous work, was improved during the course of this work.
Systematic examinations of the cultivation parameters allowed an improvement of the production

performance and thus a higher prodigiosin production.

The bioactivity of prodigiosin and various derivatives was investigated towards two biotechnologically
relevant yeasts and hence eukaryotic organisms. The examined yeasts reacted less sensitively to
prodigiosin than Gram-positive bacteria, but showed a lower tolerance than Gram-negative bacteria.
Together with various cooperations partners further aspects of the bioactivity of prodiginines were
investigated.  With regard to the antibiotic effect, M. Sc. Jennifer Hage-Hiilsmann
(Institute of Molecular Enzyme Technology, Heinrich Heine University Disseldorf) was able to
demonstrate the activity of prodigiosin and derivatives towards some facultatively human pathogenic
bacteria. In a collaboration with  Dr. Sonja Sievers and  Dr. Luca Laraia  at the
Max-Planck-Institute of Molecular Physiology in Dortmund in the Department of Chemical Biology and
at the Compound Management and Screening Center, it was discovered that prodiginines influence
autophagy processes in breast cancer cells and induce apoptosis. In particular, derivatives with shorter

alkyl chains showed increased efficacy. A new aspect of the bioactivity of prodiginines was
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demonstrated by the cooperation with the Institute of Crop Science and Resource Conservation,
Department Molecular Phytomedicine of the University of Bonn. In studies carried out by
Dr. Samer S. Habash, prodiginines were examined with regard to their effect on plant pathogenic

nematodes and fungi, whereby some of the plant pests were inhibited in growth by prodiginines.
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4 Einleitung

4.1 Einfiuhrung in die Thematik

Biookonomie

Nicht erst seit dem Wissenschaftsjahr 2020 mit dem Thema Biodkonomie? wird in der Politik und der
breiten Offentlichkeit immer stirker diskutiert, dass unsere heutige Wirtschaft, die auf der Nutzung
nicht-nachwachsender fossiler Rohstoffe fuRt, in der jetzigen Form nicht langfristig tragbar ist und die
heute nutzbaren Ressourcen enden werden. Diese Probleme und die daraus folgenden vielschichtigen
Konsequenzen stellen die Menschheit vor enorme Herausforderungen und die Frage, wie eine weitere
Sicherung oder gar Verbesserung der Lebensstandards Giberhaupt ermoglicht werden kann, ohne die
Erde durch z.B. Uberbeanspruchung und nicht nachhaltige Nutzung von Ackerflichen, zu hohe
Emission klimaschadlicher Gase oder die Zerstérung der Artenvielfalt weiter zu schadigen. Deutlich
scheint, dass eine Abkehr von einer Okonomie, die auf der Nutzung fossiler Ressourcen fullt,
unabdingbar ist. Ein zur erddlbasierten Wirtschaft kontrares Konzept verfolgt die Biookonomie, die auf
die Nutzung nachwachsender Rohstoffe z.B. als Energiequelle setzt und so eine Unabhangigkeit von
fossilen Materialien schaffen will.[*?! Die Biodkonomie, die haufig auch wissensbasierte Bioskonomie
genannt wird, umfasst dabei alle Bereiche der Wirtschaft. Biologische Ressourcen sollen ebenso wie
Abfallprodukte in hoherwertige Produkte umgewandelt werden. So kdnnen z.B. biologische Systeme

wie Mikroorganismen genutzt werden, um Feinchemikalien oder Arzneimittel herzustellen.?!

Sowohl auf Ebene der Europdischen Union als auch auf Bundes- und Landesebene in Deutschland wird
die Biodkonomie als Ziel angestrebt.>®! Seitens der EU werden fiinf Punkte im Kontext der

Biookonomie in den Fokus gesetzt und verfolgt:

1. Gewahrleistung der Nahrungsmittel- und Erndhrungssicherheit

2. nachhaltige Bewirtschaftung natirlicher Ressourcen

3. Verringerung der Abhangigkeit von nicht erneuerbaren Energien, nicht-nachhaltigen
Ressourcen, ob aus dem Inland oder aus dem Ausland

4. Eindammung des Klimawandels und Anpassung an ihn

5. Stirkung der europdischen Wettbewerbsfihigkeit und Schaffung von Arbeitsplatzen.™

In der ,Nationalen Forschungsstrategie BioOkonomie 2030“ aus dem Jahr 2010 wird auf Ebene der
Bundesregierung in Deutschland die Vision der Biodkonomie erklart als ,eine am natirlichen
Stoffkreislauf orientierte, nachhaltige bio-basierte Wirtschaft, deren vielféltiges Angebot die Welt
ausreichend und gesund erndhrt sowie uns mit hochwertigen Produkten aus nachwachsenden
Rohstoffen versorgt“.! Unter anderem auf der ,Nationalen Forschungsstrategie BioOkonomie 2030“

und der daraus zuvor zitierten Vision baut auch die im Jahr 2020 beschlossenene Fassung der

1 Mirz 2020: https://www.wissenschaftsjahr.de/2020/
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,Nationale Biobkonomiestrategie” der Bundesregierung auf und gibt folgende zwei politische Leitlinien

vor.[

,Leitlinie 1: Mit biologischem Wissen und verantwortungsvollen Innovationen zu einer

nachhaltigen, klimaneutralen Entwicklung”
,Leitlinie 2: Mit biogenen Rohstoffen zu einer nachhaltigen, kreislauforientierten Wirtschaft”

Auf Ebene der Bundesldander wird ebenfalls die Biookonomie als Ziel verfolgt und politische Strategien
ausgearbeitet, jedoch mit unterschiedlichen Schwerpunkten innerhalb der Linder.[® Eine wichtige
Voraussetzung flir Biotkonomie ist die Zusammenarbeit verschiedener Fachrichtungen und
Expertisen. In Nordrhein-Westfalen ist das vom Land geftérderte Bioeconomy Science Center (BioSC)
ansdssig, ein bisher einmaliges Kompetenzzentrum zum Thema Biodkonomie. In diesem
Zusammenschluss forschen die Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, die
Rheinisch-Westfalische Technische Hochschule Aachen (RWTH Aachen), die
Friedrich-Wilhelms Universitdt Bonn und das  Forschungszentrum Jilich gemeinsam. Die
interdisziplindare Verbindung von Grundlagenforschung und industrienaher Forschung sowie die
Zusammenlegung von Ressourcen und Infrastruktur kann so eine Basis schaffen, die flr nachhaltige
Biookonomie notig sind. Thematisch sind innerhalb des BioSC vier zentrale Themenfelder von
Bedeutung: Nachhaltige pflanzliche Bioproduktion und Ressourcenschutz, mikrobielle und molekulare
Stoffumwandlung, Verfahrenstechnik nachwachsender Rohstoffe, Okonomie und gesellschaftliche
Implikationen.”’ Im Fokusthemenfeld ,,Modular biotransformations for high-value chemicals“ ist das
FocusLab CombiCom angesiedelt, ein Kooperationsprojekt mit Expertise aus Biologie, Chemie und
Verfahrenstechnik und dem gemeinsamen Ziel der nachhaltigen Produktion von Naturstoffen als
Quelle neuer Arzneimittel.’® Auch die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des FocusLabs CombiCom

durchgefihrt.

Die Natur als Quelle und Inspiration fiir Arzneistoffe

Seit frlhesten Zeiten nutzen Menschen die Natur als Quelle fiir Linderung ihrer Krankheiten. Ein sehr
friihes Beispiel dafiir findet sich in der Zeit des alten Agypten in Form eines Papyrus. Der deutsche
Agyptologe Georg Ebers erwarb im Jahr 1873 dieses knapp 19 m lange Papyrus, welches auf das letzte
Viertel des 16. Jahrhundert vor Christus datiert wird und heute als Papyrus Ebers bezeichnet wird.
Diese Papyrusrolle dokumentiert Wissen der altdgyptischen Heilkunde mit rund 876 Heilmitteln und
Rezepturen, wobei viele dieser Mittel pflanzlichen Ursprungs sind.®** Das Papyrus Ebers ist allerdings
nur ein Beispiel von vielen anderen friheren und spateren Funden, die antikes Wissen Uber

(Pflanzen-)Heilmittel Gberliefern.

Nur ein Teil der Namen von Heilpflanzen, die im Papyrus Ebers erwahnt werden, konnten bisher sicher
ibersetzt werden, wihrend ein GroRteil unbekannt ist und somit viel Wissen der alten Agypter lber
den pharmazeutischen Nutzen von Pflanzen noch im Verborgenen liegt. Ungeklart bleibt, ob

Nachtschattengewachsen (Solanaceae) genutzt wurden, von denen viele einen hohen Gehalt an
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pharmakologisch wirksamen Alkaloiden aufweisen. In der &dgyptischen Volksmedizin werden
gegenwirtig jedoch einige Solanaceae wie das Agyptische Bilsenkraut (Hyoscyamus muticus) genutzt
und gehéren zur heimischen Flora, sodass zumindest liber eine Verwendung im alten Agypten
spekuliert werden kann. Trotz vieler fehlender Ubersetzungen wird anhand des Papyrus Ebers
dennoch sehr deutlich, dass Pflanzen gezielt als Heilmittel genutzt wurden. So findet man in diesem
Papyrus das Rezept eines Heilmittels fiir den Bauch, das u.a. Kimmel enthélt, der auch heute noch als
herkdmmliches Hausmittel bei Beschwerden des Magen-Darm-Traktes Anwendung findet. Auch z.B.
Granatapfel, Rizinus, Wacholder, Echter Sellerie oder Zwiebeln wurden zur Heilung von Beschwerden
gebraucht. Deren Wirkung ist bis heute bekannt und diese Pflanzen finden Anwendung in der

Volksmedizin.!*% 121

Nicht nur Pflanzen sind Quelle von Heilmitteln, sondern auch Mikroorganismen produzieren
verschiedene Stoffe, die als Arzneimittel genutzt werden kénnen. Springt man in der Geschichte vom
letzten Viertel des 16. Jahrhundert vor Christus, und somit der Entstehungszeit des Papyrus Ebers,
etliche Jahrhunderte weiter in das 13. Jahrhundert nach Christus, begegnet einem ein leuchtend roter
Naturstoff, der von Bakterien produziert wird und spater den Namen Prodigiosin erhalt. Wahrend
Prodigiosin produzierende Bakterien zur damaligen Zeit als Blutwunder gedeutet wurden und so mit
verschiedenen historischen Ereignissen der Menschheitsgeschichte verknlipft sind, ist heute bekannt,

dass dieser Naturstoff antibiotische Eigenschaften hat und gegen Krebszellen wirkt.[**

Auch mehr als 3500 Jahre nach der Entstehungszeit des Papyrus Ebers und tber 800 Jahre nach der
Entdeckung Prodigiosin produzierender Bakterien sind Naturstoffe in der modernen Medizin immer
noch Quelle und Inspiration fir Arzneistoffe, auch wenn neue Methoden wie die kombinatorische
Chemie zur Entdeckung neuer Wirkstoffe beitragen kénnen. Zwischen 1981 und 2014 waren dennoch
iber 40% aller neu zugelassenen Medikamente Naturstoffe oder von ihnen abgeleitete Substanzen.!**
Da die Natur uns offenkundig viele Naturstoffe mit pharmakologischer Wirkung darbietet, stellt sich
die Frage wie diese Verbindungen einfach und effizient erhalten werden kénnen. Eine Isolierung des
pharmakologisch interessanten Naturstoffs aus dem natirlichen Produzenten ist sicher naheliegend,
aber nicht zwangslaufig eine effiziente und skalierbare Methode. Dariiber hinaus bleibt der Zugang zu
Derivaten des Naturstoffs verwehrt, sofern nachfolgend keine chemische Derivatisierung erfolgt. Die
chemische Synthese von Naturstoffen ist natlirlich moglich und bietet auch den Vorteil Derivate zu
erzeugen, bleibt jedoch auch mit modernen chemischen Methoden herausfordernd, da die
Verbindungen strukturell haufig hoch komplex sind.[*! Hier kann oftmals eine geschickte Kombination
chemischer, biologischer und verfahrenstechnischer Ansatze zum Ziel fiihren. Unter biobkonomischen
Gesichtspunkten sind z.B. Mutasynthese- oder Semisynthesekonzepte vielversprechend und werden
zunehmend verfolgt. Auch die Nutzung von (isolierten) Enzymen, die eine hohe Regio- und
Stereoselektivitat aufweisen, welche chemisch teilweise nur schwer zu erzielen ist, kann zur

erfolgreichen Synthese des Naturstoffs beitragen.!**’
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4.2 Zielsetzung

Der leuchtend rote Naturstoff Prodigiosin (1a) steht im Zentrum des Interesses dieser Arbeit, doch der
Weg hin zu diesem Molekil wird aus unterschiedlichen Richtungen beschritten. Chemie, Biologie und
auch Teile der Verfahrenstechnik bieten verschiedene biotkonomische Wege, diese Verbindung und

Derivate zu erhalten.

Im Falle des roten Naturstoffs Prodigiosin (1a) ist das Schliisselenzym eine Ligase, die den finalen
Schritt zum Prodigiosin katalysiert (Schema 1). Ein Bipyrrol-Baustein
[4-Methoxy-2,2'-bipyrrol-5-carbaldehyd, MBC, (2)] und ein Monopyrrol [2-Methyl-3-n-amylpyrrol,
MAP, (3a)] werden durch die Ligase zum roten Prodigiosin kondensiert, weshalb dieses Enzym auch als
Kondensationsenzym bezeichnet wird.™*® Ein Fokus dieser Arbeit soll auf der Suche und Identifizierung
von Kondensationsenzymen liegen, die bislang noch nicht auf ihre Chemoselektivitat hin untersucht
wurden. Diese konnen den Zugang zu bisher nicht enzymatisch adressierbaren

Prodigiosin (1a) Derivaten ermdglichen und so zur Generierung neuer Derivate beitragen.

o ) Prodigiosin (1a)

MBC (2)

Schema 1. Schlisselschritt der bakteriellen Prodigiosin (1a) Synthese, katalysiert durch eine Ligase.

Die Erweiterung des Enzymportfolios soll durch eine Suche nach homologen Proteinen des
Kondensationsenzyms PigC aus dem Bakterium Serratia marcescens erfolgen, dessen
Substratspektrum durch verschiedene Arbeiten bereits bekannt ist.[*”?% Die Identifizierung potentiell
neuer Kondensationsenzyme sollte durch BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Analysen und der
Betrachtung der Gencluster ermoglicht werden. Bei erfolgreicher Herstellung neuer
Kondensationsenzyme in aktiver Form soll eine Charakterisierung der Enzyme mit Hinblick auf das
Substratspektrum und kinetische Untersuchungen stattfinden, die durch die chemische Synthese der

Vorldaufermolekiile und Referenzverbindungen unterstiitzt und ermaoglicht werden soll.

Da aus den Arbeiten der Dissertation von Dr.AndreasS. Klein bereits bekannt war, dass
unterschiedliche Prodigiosin (1a) Derivate zu Bioaktivitat verschiedener Auspragung fihren, sollen im
Rahmen dieser Arbeit neue Derivate des Naturstoffs 1a (chemo)enzymatisch erstellt und diese im

Kontext von Struktur-Wirkungs-Beziehungen auf ihre biologische Wirkung hin untersucht werden.
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Neben der Produktion neuer Prodigiosin (1a) Derivate und Testung gegenliber Bakterien und
humanen Krebszellen sollte auch die Aufmerksamkeit auf bisher noch nicht untersuchte
Testorganismen wie eukaryotische Systeme gelegt und die antimikrobiellen Testungen auf fakultativ

humanpathogene Organismen ausgeweitet werden.

Untersuchungen der biologischen Aktivitdt von Prodigiosin (1a) Derivaten bedirfen Substanzmengen
im Milligramm-Bereich, sodass eine enzymatische Synthese im groReren Malstab evaluiert werden
sollte. Die unter biookdnomischen Gesichtspunkten vorteilhafte Herstellung von Prodigiosin (1a)
durch einen Prodigiosin (1a) produzierenden Pseudomonas putida KT2440 Stamm soll zusatzlich durch
Erhdhung der Produkttiter effizienter gestaltet werden. Dies sollte durch Anderung der

Kultivierungsparameter erzielt werden.
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5 Kenntnisstand

5.1 Naturstoffe — Klassen der Sekundarmetabolite

Jeder lebende Organismus bildet organische Verbindungen, welche als Naturstoffe bezeichnet
werden.?!! Spielen diese Naturstoffe eine zentrale Rolle im Metabolismus und kommen sie in allen
lebenden Zellen vor, so spricht man von Primdrmetaboliten. Zu diesen essentiellen Metaboliten
gehoren u.a. Nukleinsdauren, Aminosduren und Zucker. Im Gegensatz dazu sind Sekundarmetabolite —
eine weitere Gruppe der Naturstoffe — nicht lebensnotwendig fiir den Organismus. Zwar sind die
Sekundarmetabolite nicht unentbehrlich fir die produzierenden Organismen, spielen aber trotzdem
eine wichtige Rolle im Uberleben in der Natur.!??’ Auch wenn in vielen Fillen die biologische Funktion
der Sekundarmetabolite noch nicht bekannt ist, so tragen sie oftmals zur Abwehr von Konkurrenz und
Fressfeinden bei, dienen in Form von Duft- oder Farbstoffen als Lockmittel oder kdnnen als Hormone

fungieren.? 23l Weithin bekannte Sekunddrmetabolite sind z. B. Antibiotika.

Die grolRe und vielfaltige Gruppe der Sekundarmetabolite kann in verschiedene Naturstoffklassen
gegliedert werden. Diese Unterteilung ist zumeist auf die charakteristischen Strukturelemente der
Naturstoffe zurlickzufiihren, welche durch die Biosynthese der Sekunddrmetabolite bedingt sind.
Namentlich sind diese Klassen die folgenden: Polyketide und Fettsauren, Terpenoide und Steroide,

Phenylpropanoide, Alkaloide, spezielle Zucker, spezielle Aminosauren und Peptide (Abbildung 1).[2%

Die hohe strukturelle Vielfalt und die Eigenschaft der Sekundarmetabolite einen biologischen Effekt
auf andere Organismen zu haben, macht diese Naturstoffe besonders interessant. Sie dienen selbst als
Medikamente oder als Inspiration fiir solche.?! So sind iber 40 % aller neu zugelassenen Medikamente

(1981-2014) Naturstoffe oder davon abgeleitete Substanzen.!*
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Abbildung 1. Klassen der Sekundarmetabolite und bekannte Beispiele.
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5.2 Prodiginine — leuchtend rote Sekundarmetabolite

Aus der grofRen Vielfalt der Sekundarmetabolite sind Alkaloide diejenigen Naturstoffe, die Anfang des
19. Jahrhunderts als eine der ersten aus Arzneipflanzen isoliert wurden. Viele der weithin geldufigen
Alkaloide haben neuroaktive Wirkung, da ihre Struktur Neurotransmittern dhnelt und sie so mit
Rezeptoren interagieren konnen. Morphin, 1806 aus Opium extrahiert, ist eines dieser sicherlich
bekannten Alkaloide, bei dem Nutzen und Missbrauch nahe beieinanderliegen. Die aus der Zeit der
ersten Isolierungen von Alkaloiden stammende Definition besagt, dass es sich bei diesen um
stickstoffhaltige Basen handelt, die mit Sauren Salze bilden, also pflanzliche Alkalisalze oder Alkaloide.
Es finden sich viele Moglichkeiten, die Alkaloide zu gruppieren. Mogliche Unterteilung der Alkaloide
basieren u.a. auf der Pflanzenquelle, aus denen sie isoliert wurden oder auf der Art des
biosynthetischen Ursprungs. Alternativ konnen Alkaloide auch nach ihrer chemischen Struktur und der
Art des Ringsystems klassifiziert werden, welches das Stickstoffatom enthalt, wie Tropan-Alkaloide,
Indol-Alkaloide oder auch Pyrrol-Alkaloide, um nur einige zu nennen.?* Aus der Naturstoffklasse der
Pyrrol-Alkaloide treten die Prodiginine mit ihrer leuchtend roten Farbe hervor, welche mit einigen

Ereignissen der Menschheitsgeschichte verknipft ist.

5.2.1 Historie der Prodiginine

Die Geschichte der Prodiginine zieht sich durch viele Jahrtausende der Menschheitsgeschichte. Diese
leuchtend (blut)roten Pigmente werden von einigen Proteobakterien wie der Gattung Pseudomonas
oder Serratia produziert sowie von verschiedenen Arten der Gattung Streptomyces, die zu den
Actinomyceten gehoren. Wachsen diese Mikroorganismen nun auf starkehaltigen Medien wie Brot,
entstehen rote Kolonien, die an Blutstropfen erinnern. Viele Berichte, Geschichten und Mythen von
Blutwundern erzahlen von ,blutendem” Brot oder , blutenden” Hostien. Eines dieser Hostienwunder
soll sich im heutigen Italien im 13. Jahrhundert zugetragen haben. Ein an der Transsubstantiation, der
Wandlung von Brot und Wein in Leib und Blut Christi, zweifelnder deutscher Priester habe auf seiner
Pilgerreise nach Rom im Jahre 1263 in der Kirche der Heiligen Christina in Bolsena die Messe gefeiert
und dabei bemerkt, dass Blut von der Hostie auf das Altarleinen und seine Kleidung tropfte. Dieses
Geschehnis legte seine Glaubenszweifel an der Transsubstantiation bei. Papst Urban IV bestatigte kurz
nach den Geschehnissen in Bolsena die Echtheit dieses Wunders und als Gedenken wurde per
papstlicher Bulle das Fronleichnamsfest begriindet. Die als ,Wunder von Bolsena“ bezeichnete
Begebenheit findet sich heute noch verbildlicht als Fresko ,Die Messe von Bolsena” des italienischen
Malers Raffaels in der Stanza di Eliodoro im Apostolischen Palast im Vatikan. Auch fuhrte das ,Wunder
von Bolsena” zum Neubau einer Kirche in der nicht weit entfernten Stadt Orvieto, in welcher das

blutbefleckten Altarleinen als Reliquie bis heute aufbewahrt wird.*3 24 2%

Ebenfalls in Italien, aber erst mehrere hundert Jahre spater, wurde das Geheimnis der Blutwunder
geltftet. So untersuchten unabhangig voneinander und nahezu zeitgleich der Pharmazeut
Bartolomeo Bizio sowie Pietro Melo, ein Geistlicher und Botaniker, und der Mediziner Vincenzo Sette
ein gehduftes Auftreten von ,blutenden” Lebensmitteln und vermuteten hinter diesem Phanomen

einen Keim als Ursache. Zwar wurde falschlicherweise ein Pilz als Grund angenommen, aber dennoch
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wurde nachgewiesen, dass ein lebender Organismus ursachlich fir die blutdhnlichen Flecken auf den
Lebensmitteln war. Bemerkenswert ist, dass die Ubertragung des Mikroorganismus von einem
Medium zum anderen nachgewiesen werden konnte und systematische Studien zur Auswirkungen
dullerer Einflisse wie z.B. Temperatur auf das Wachstum durchgefiihrt wurden, ebenso wie
Untersuchungen am Mikroskop — all dies in einer Zeit, vor den Arbeiten von Louis Pasteur oder
Robert Koch.*> %% Bartolomeo Bizio benannte den entdeckten Organismus Serratia marcescens, wobei
Serratia zu Ehren von Serafino Serrati, einem italienischen Physiker gewahlt wurde, wahrend
marcescens (lat. marcescere = welken, erschlaffen) auf die viskose, schleimartige Beschaffenheit der
Kolonien zurlickzufiihren ist. Dieser Name hat sich bis heute durchgesetzt, wahrend andere
Benennungen wie u.a. Monas prodigiosa, Bacillus prodigiosus oder Bacterium prodigiosum
(lat. prodigiosus = wundersam) nicht erhalten blieben. Lediglich die Bezeichnung der Pigmente als
Prodigiosin (1a) bzw. allgemein als Prodiginine erinnert an diese Namensgebung.!?? Ob nun wirklich
S. marcescens fur all die Blutwunder verantwortlich ist, kann jedoch nicht endgliltig bewiesen werden.
Auch andere Mikroorganismen weisen rote Kolonien auf wie z.B. einige Hefen. Allerdings scheint
lediglich das charakteristische und markante dickflissige Tropfen und FlieRen von S. marcescens

Kolonien zu einer leichten Verwechslung mit Blut zu fithren.[*3 24

5.2.2 Strukturaufklarung von Prodigiosin (1a) und Struktur von Prodigininen

Prodigiosin (1a) wurde in reiner Form erstmalig im Jahre 1929 von Wrede und Hettche aus
S. marcescens isoliert.?®! Wrede und Hettche kannten bald die einzelnen Bausteine, aus denen das
Pigment Prodigiosin (1a) aufgebaut ist, namlich drei Pyrroleinheiten. Unklar war jedoch in welcher Art
und Weise die drei Pyrrolgruppen 1H-Pyrrol (4), 3-Methoxypyrrol (5) und MAP (3a) verknlpft sind,
sodass drei mogliche Strukturvorschlage von Wrede und Rothhaas postuliert wurden (Abbildung 2),

27, 281 Synthetische Bemiihungen

wobei Vorschlag lll (Verbindung 6) favorisiert wurde.*®
Strukturvorschlag lll (Verbindung 6) zu verifizieren oder falsifizieren schlugen allerdings fehl. Erst im
Jahre 1956 konnten Santer und Vogel aus einer S. marcescens Mutante, deren Prodigiosinbiosynthese
unterbrochen war, die MBC (2) Einheit isolieren und mittels einer zweiten Mutante zu Prodigiosin (1a)
umsetzen.!?®! Wasserman et al. publizierten 1960 die Synthese von Prodigiosin (1a) durch Umsetzung
von MBC (2) mit MAP (3a) unter sauren Bedingungen.F% Die endgiiltige Aufklarung der Struktur
erfolgte dann Anfang der 1960er Jahre mittels Totalsynthesen und Vergleichen mit dem natirlichen
Prodigiosin (1a) durch Rapoport und Holden.®"! Diese Synthesen klarten die Struktur von MBC (2) in
Bezug auf die Position der Methoxygruppe auf und brachten den Beweis, dass Vorschlag | und nicht
Vorschlag Il (Verbindung 7) oder 1ll (Verbindung Verbindung 6) der tatsachlichen Struktur von

Prodigiosin (1a) entspricht.!**-33!
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Vorschlag |, Vorschlag Il (7) Vorschlag Il (6)
Prodigiosin (1a)
o~
O— \ N \o
NH
B { \S I _
N N N
H H H X NH
1H-Pyrrol (4)  3-Methoxypyrrol (5) 2-Methyl-3-amylpyrrol, 4-Methoxy-2,2'-bipyrrol-
MAP (3a) 5-carbaldehyd, MBC (2)

Abbildung 2. Strukturvorschldage von Wrede und Rothhass fir Prodigiosin (1a) und Einheiten aus denen 1a
aufgebaut ist.1?®! Vorschlag | entspricht der tatsdchlichen Struktur von Prodigiosin (1a).

Die Prodigiosinfamilie der Pyrrolalkaloide beinhaltet nicht nur Prodigiosin (1a) selbst, sondern auch
andere strukturell verwandte Molekiile. Die historisch gewachsene Nomenklatur dieser Verbindungen
ist recht inkonsistent und es gibt keine allgemeingiiltige Ubereinkunft iber die Benennung.™** 34 In
dieser Arbeit wird der von Gerberetal. vorgeschlagene Trivialname ,Prodiginine” als
Sammelbezeichnung? genutzt und nur Prodigiosin (1a) selbst als solches bezeichnet, so wie es
verbreitet in der Literatur zu finden ist.**> 3¢ Die Prodiginine besitzen eine Tripyrroleinheit (A-, B-,
C-Ring, Abbildung 2), wobei das Pyrrolylpyrromethen-Chromophor eine konstante Einheit (B- und
C-Ring, Azafulven) bildet.

Prodiginine werden von einer Vielzahl terrestrischer aber auch mariner Gram-negativer und
Gram-positiver Bakterien produziert, darunter finden sich Proteobakterien der Gattungen Serratia,
Hahella, Pseudoalteromonas und Vibrio. Aber auch viele Gattungen des Phylums der Actinobakterien
wie Streptomyceten, Saccharopolyspora oder Actinomadura bilden Prodiginine.*> 37 Strukturelle
Diversitat innerhalb der Prodiginine natlrlicher Herkunft findet sich in erster Linie in Form von
Variationen am C-Ring, wahrend A- und B-Ring konserviert sind. In Bezug auf ihre Struktur kann eine
Gliederung der Prodiginine in vier groRe Gruppen vorgenommen werden (Tabelle 1). Eine Gruppe
bilden Prodiginine mit unverzweigten Alkylsubstituenten am C-Ring zu denen auch Prodigiosin (1a)
selbst gezahlt wird, welches einen Methyl- und n-Pentylrest aufweist. Neben 1a zdhlen auch
Heptylprodigiosin (8) sowie Undecylprodigiosin (9a) zu den Prodigininen mit unverzweigten
Alkylketten. 2-(p-Hydroxybenzyl)-prodigiosin (10) ist ein Derivat des Prodigiosins(1a) mit

38-40]

Substituentem am A-Ring.B3* Die Vertreter der verbleibenden drei Gruppen weisen

2 Als Prodiginine werden in dieser Arbeit die Gesamtheit der Molekiile bezeichnet, die eine intakte
Tripyrroleinheit wie z.B. der Naturstoff Prodigiosin und dessen Derivate besitzen. Eine allgemeine
Molekilnummer wird nicht vergeben.
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unterschiedliche zyklische Strukturen auf.!**37! Viele dieser Strukturen entstehen durch enzymatische
Zyklisierungen von Undecylprodigiosin (9a), wie bei Metacycloprodigiosin (11, Streptorubin A) oder
Butyl-meta-cycloprodigiosin (12, Streptorubin B).***! Neben beiden vorgenannten Prodigininen z&hlt
auch Prodigiosin R1 (13) zur Gruppe der Prodigininen mit Ringbildung zwischen 3"- und 5"-Position des
C-Rings.[*® 471 Die Ringbildung im Falle von Cycloprodigiosin (14) erfolgt dagegen zwischen 3”- und
4"-Position des C-Rings, wahrend bei Cyclononylprodigiosin (15) und den verwandten Strukturen 16,
17 und 18 eine Verkniipfung zwischen A- und C-Ring gebildet wird.[“®2 Komplexere Molekdilstrukturen
zeigen Roseophilin (19), Dechlororoseophilin (20) sowie Marineosin A (21) und B (22).14¢: 53541 Auffillig
sind hier Halogenierungen, verzweigte Alkylketten, Spirozentren und Substitution des Pyrrolmotivs
durch ein Furanmotiv.

Tabelle 1. Ubersicht iber eine Auswahl natiirlicher Prodiginine und deren Produzenten. Die Einteilung der

Prodiginine erfolgte in Anlehnung an Bennet et al.?* Die Informationen stammen aus den Ubersichtsartikeln von
Williamson et al. und Hu et al. sowie den entsprechend zitierten Artikeln.[*6 28]

Geradkettige Alkylsubstituenten

Alkylsubstituenten an 4”- und 5”-Position des C-Rings

Struktur Name Produzenten

Prodigiosin Serratia 39006

S. marcescens!>®

Serratia plymuthica®®"!

Hahella chejuensis!®® >
Pseudomonas magnesiorubra'®”
Vibrio psychoerythreus®!

Heptylprodigiosin Pseudovibrio denitrificans 2143-138
o~ 2-(p-Hydroxybenzyl)- Pseudoalteromonas rubra®¥
prodigiosin
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Alkylsubstituenten nur an 5”-Position des C-Rings

Struktur Name Produzenten
Undecylprodigiosin Streptomyces longispororuber?
Streptoverticillium rubrireticulil®?
Actinomadura madurae!V
Actinomadura pelletieri®>
Streptomyces coelicolor A3(2)!%%
Saccharopolyspora sp. nov.!®¥
Zyklische Strukturen
Ringbildung zwischen 3"- und 5”-Position des C-Rings
Struktur Name Produzenten
Metacycloprodigiosin S. longispororuber*t 42
(Streptorubin A) S. sp. nov.[®¥

Butyl-meta-
cycloprodigiosin
(Streptorubin B)

S. coelicolor A3(2)14> %)
S. sp. nov.

Streptomyces sp. Y-42143]
S. rubrireticuli®?

Prodigiosin R1

Streptomyces griseoviridis“®!

Ringbildung zwischen 3"- und 4"-Positio

n des C-Rings und Methylgruppe an 5”-Position des C-Rings

Struktur

Name

Produzenten

Cycloprodigiosin

Vibrio gazogenes

(= Benecka gazogenes)“®!
Alteromonas rubra (= P. rubra)
Pseudoalteromonas denitrificans!®”

[66]
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Ringbildung zwischen 5"”-Position des C-Rings und 5’-Position des A-Rings

Struktur Name Produzenten
o~ Cyclononylprodigiosin Actinomadura pelletieril®!!
| Actinomadura madurae®®
15
o~ Methylcyclodecyl- A. pelletieri®"
| prodigiosin A. madurae®
*
16
o~ Methylcyclooctyl- A. maduraget®?
I prodigiosin
17
o~ Ethylcyclononyl- A. pelletierit®?
| prodigiosin
*
18
Komplexere zyklische Strukturen
Struktur Name Produzenten

Roseophilin (19)/
Dechlororoseophilin (20)

S. griseoviridis!® 8!

Marineosin A (21) und B (22)

Streptomyces sp. CNQ-6175%
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5.2.3 Biologische Aktivitat

Die biologische Aktivitat der Prodiginine ist duflerst vielfaltig und reicht von antibiotischer Wirkung
Uber zytotoxische Effekte z.B. gegeniber Krebszelllinien bis hin zu Immunsuppression, Anti-Malaria
Wirkung oder Beeinflussung des Zellzyklus und der Autophagie. In diesem Kapitel werden bei weitem
nicht alle Facetten der biologischen Aktivitdit der Prodiginine beschrieben, sondern lediglich

ausgewahlte Beispiele prasentiert.

Antibiotische Wirkung

Prodiginine weisen ein sehr breites Spektrum antibakterieller und antibiotischer Wirkung auf und
wirken gegen eine Vielzahl von Organismen wie Gram-positive und Gram-negative Bakterien, Hefen
und Pilze, darunter auch viele Humanpathogene.** 36 879 Dje offenbar enge therapeutische Breite
schrankt dabei allerdings die Anwendung als Humanantibiotikum ein, da die toxischen Eigenschaften
(vgl. Zytotoxizitit) bei effektiver Dosis iiberwiegen.' 7 Dennoch wurden die antibiotischen
Eigenschaften seit Entdeckung der Prodiginine wiederholt untersucht, auch wenn der Fokus der
Forschung haufig vornehmlich auf die zytotoxische Wirkung gelegt wurde.’® Dabei scheint die
Wirkung mit der Struktur der Prodiginine verknipft zu sein. So wird die antibiotische Wirkung von
Cycloprodigiosin (14), der zyklischen Variante von Prodigiosin (1a), gegeniliber Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus und Candida albicans im Gegensatz

zum linear alkylierten Prodigiosin (1a) als etwa 1.5x héher beschrieben.

Doch nicht nur Prodiginine alleine haben antibiotische Wirkung, sondern auch Prodigiosin (1a) in
Verbindung mit Biotensiden wie dem ebenfalls von S. marcescens produzierten Biotensid
Serrawettin W1  hat einen  sogar gesteigerten antibakteriellen  Effekt gegenlber
Corynebacterium glutamicum. Neben Serrawettin W1 konnte auch eine kombinatorische inhibierende
Wirkung mit anderen Tensiden wie Rhamnolipiden oder besonders ausgepragt auch mit
N-Myristoyltyrosin gezeigt werden. So wurde die MIC (engl. minimal inhibitory concentration) von
Prodigiosin (1a) im Vergleich zur Kombination von Prodigiosin (1a) mit N-Myristoyltyrosin um drei

GroRenordnungen gesenkt.[®Y

Zytotoxizitat

Wie zuvor erwahnt, wurde ein Augenmerk auf die zytotoxische Wirkung der Prodiginine gelegt, was
sich in einer groRRen Vielzahl an Publikationen zur zytotoxischen Wirkung gegen unterschiedliche
Krebszellinien wiederspiegelt, die in dieser Arbeit jedoch nicht resiimiert werden. Erwdahnt werden
sollte dennoch, dass Prodiginine, sowohl natirliche als auch synthetische Derivate, durch das National
Cancer Institute (Nationales Krebsinstitut, USA) an liber 60 Krebszelllinien getestet wurden, die von
neun Krebszellarten abstammen. Dabei wurde eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICso; engl.

inhibitory concentration von 2.1 um fiir Prodigiosin (1a) ermittelt.[*% 708284

Ein Teil der Zytotoxizitdt der Prodginine rihrt von ihrer DNA-schadigenden Wirkung her. In
Anwesenheit von Cu(ll)-lonen kdnnen Prodiginine sowohl Einzel- als auch Doppelstrangbriiche

induzieren. Die Prodiginine interagieren dabei mit der kleinen Furche der DNA und besitzen eine
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Praferenz fiir AT-reiche Regionen.[*> 888 Das Kupferion wird von den drei Stickstoffen des Prodiginins
koordiniert (Abbildung 3) und durch Oxidation des Pyrrolylpyrromethen-Chromophors (B- und C-Ring)
letztlich der DNA-Strangbruch ausgelost. Das Bipyrrol MBC (2) kann ebenfalls DNA-Strangbruch
induzieren, allerdings kommt es nur zu Einzelstrangbriichen, da flir Doppelstrangbriiche das intakte
Pyrrolylpyrromethen-Chromophor notwendig ist und MBC (2) Kupferionen nicht so effektiv
koordiniert wie Prodginine.™*> 8 8% %0 Wird der A-Ring oder B-Ring durch andere Aromaten oder
Heteroaromaten ersetzt, mit elektronenziehenden Substituenten modifiziert, oder die
Methoxygruppe entfernt, nimmt die Fahigkeit zum DNA-Strangbruch deutlich ab, ebenso wie die

Zytotoxizitat.!8% 91,92

Abbildung 3. Prodigiosin (1a) bildet mit Anionen und Kationen Komplexe. A: Komplexierung von Cu(ll)-lonen
durch die drei Stickstoffe des Prodigiosins (1a) — hierbei handelt es sich um die DNA-schadigende Struktur mit
oxidiertem Pyrrolylpyrromethen-Chromophor (B- und C-Ring). B: Prodigiosin (1a) kann durch Protonierung als
H*/Cl-Symporter agieren und den Protonengradienten beeinflussen.

Neben ihrer Fahigkeit DNA-Strangbruch auszulésen, kdnnen Prodiginine durch ihre Fahigkeit in
protonierter Form Chloridionen zu komplexieren, (Abbildung 3 B) als H*/CI"-Symporter agieren. Sowohl
der durch Prodiginine vermittelte H*/ClI-Symport als auch die biologischen Folgen sind intensiv
untersucht worden. Da Prodiginine hydrophobe Molekile sind, konnen sie frei durch Membranen
diffundieren und in diversen Kompartimenten agieren. So kdnnen Prodiginine F-ATPasen entkoppeln
wie die bakterielle FoF1-ATPase ebenso auch V-ATPasen wie die H*-ATPase in Vakuolen. Durch ihre
Funktion als H*/ClI-Symport verandern Prodiginine den Protonengradienten und den intrazelluldren
pH-Wert. Eine Anderung im intrazelluliren pH-Wert kann letztlich Apoptose auslésen, den

programmierten Zelltod. 87 88 93-106]

Einfluss der Prodiginine auf die Autophagie

Aminhaltige Molekiile mit einem basischen Stickstoff wie z.B. Prodiginine konnen eine Alkalisierung
der Lysosomen verursachen und so den letzten Schritt des Recyclingprozesses der Autophagie
verhindern.*?” Autophagie ist ein wichtiger Recycling Mechanismus der Zellen, um toxische
Komponenten wie aggregierte Proteine oder beschadigte Zellorganellen zu entfernen, aber auch um
Stress in Form von Nahrstoffmangel zu Uberleben. Generell wird Autophagie als nicht selektiver
Prozess betrachtet, auch wenn es spezialisierte Arten der Autophagie gibt. Der Autophagieprozess der
Makroautophagie (Abbildung 4) beginnt mit Ausbildung der Isolationsmembran, die in einer Reihe von
Schritten vergréRert wird, sich letztlich schliet und eine Doppelmembran um cytoplasmatisches
Material und Organellen bildet. Dieser Komplex wird Autophagosom genannt. Fusion mit sauren

Lysosomen bildet das Autolysosom, in dem die innere Membran des Autophagosoms abgebaut wird
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und saure Hydrolasen ins Innere des Autolysososyms entlassen werden. Die Makromolekiile im
Inneren werden schlieBlich degradiert und recycelt und z.B. in Form von Aminosauren zurick ins
Cytoplasma gegeben.['%3110 Eine Modulation der Autophagie ist ein Ansatzpunkt fiir die Behandlung

vieler Erkrankungen, wie neurodegenerative Stérungen, Stoffwechsel- oder Krebserkrankungen.[*11-113]

0 Phosphatidylethanolamin Lysosom
0 Lca-

8 LC3-lI

Isolations- Phagophor Autophagosom Autolysosom
membran

Abbildung 4. Stark vereinfachte Ubersicht (ber die Autophagie. Phosphatidylethanolamin wird an das
cytoplasmatische Protein LC3-I (Microtubuli assoziiertes Protein 1A/1B-light chain 3) konjugiert und bildet so die
lipidierte Form LC3-II (dient als Marker fiir Autophagosomen), die in die wachsende Membran eingebaut wird.
Die zum Abbau markierten Elemente werden vom Phagophor umschlossen, so dass schlieBlich das
Autophagosom entsteht. Das Autophagosom fusioniert mit einem Lysosom zum Autolysosom. In diesem findet
schliefRlich der Abbau der umschlossenen Molekiile einschlieBlich der LC3-II statt mit anschlieBender Freisetzung
der Abbauprodukte.

Da Prodiginine als H*/ClI-Symporter agieren und ATPasen wie die H*-ATPase in Vakuolen (V-ATPasen)
entkoppeln kénnen, sind sie in der Lage eine Neutralisierung von sauren Zellkompartimenten zu
verursachen.[!% 103, 1061 pas synthetische Prodigiosin (1a) Derivat Obatoclax (23) (Abbildung 5)
verursacht die Alkalisierung von Lysosomen und inhibiert so die Autophagie, was einen Aspekt der

zytotoxischen Wirkung ausmacht.!*'4

Obatoclax Mesylat (23)

Abbildung 5. Das synthetische Prodigiosin (1a) Derivat Obatoclax (23).

Obatoclax (23), entwickelt von der Firma Gemin X Pharmaceuticals, wurde in Phase | und Il klinischer
Studien untersucht als Medikament gegen das Myelodysplastische Syndrom (Erkrankungen des
Knochenmarks), das Hodgkin-Lymphom (Tumor des Lymphsystems), die akute myeloische Leukdmie

(Form der Leukdmie) oder gegen kleinzelligen Lungenkrebs.[**41%% Uber die Inhibierung der Autophagie
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durch Alkalisierung der Lysosomen hinaus, ist Obactoclax (23) ein BH3 Mimik und somit ein Antagonist
von Bcl-2 Proteinen (engl. B-cell ymphoma 2), die Regulatoren der Apoptose sind. In dieser Funktion

als Inhibitor von Bcl-2 Proteinen bewirkt Obactoclax (23) den apoptotischen Zelltod.*!% 114

Immunsupressive Wirkung

Immunsupressiva wie Cyclosporin A, Rapamycin oder FK-506 werden genutzt, um AbstoRung von
transplantierten Geweben oder Organen zu unterdricken und finden Anwendung bei
Autoimmunerkrankungen. (Williamson 2007) Verschiedene Prodiginine, darunter auch
Prodigiosin (1a) und Undecylprodigiosin (9a), zeigen immunsuppressive Eigenschaften und blockieren
die Proliferation humaner Lymphozyten.!*2123 Auch wenn das molekulare Target der Prodiginine nicht
klar bekannt ist, so ist doch sicher, dass die Art der Wirkung sich von der bekannter Immunsuppressiva
wie Cyclopsporin A, Rapamycin oder FK-506 unterscheidet.l> 129 1221 5o konnte die Nutzung von
Prodigininen zusammen mit herkdmmlichen Immunsuppressiva wie Cyclosporin A oder Rapamycin
eine synergistische Wirkung zeigen.®? 124! Zwar besitzen die Prodiginine immunsuppressive Wirkung,
dennoch ist die Toxizitdt der Prodiginine durchaus problematisch, so dass eine SAR (engl. structure-
activity-relationship)  Studie  durchgefiihrt wurde, bei der verschiedene synthetische
Undecylprodigiosin (9a) Derivate untersucht wurden, auf der Suche nach Substanzen mit verbesserter
immunsuppressiver Aktivitdt, bei gleichzeitig niedrigerer Toxizitdt. Als Leitsubstanz wurde dabei
PNU156804 (24) identifiziert (Abbildung 6), welches die T-Lymphozyten Aktivierung in vitro im
Vergleich zu Undecylprodigiosin (9a) mit gleicher Effektivitdt unterdriickt, dabei aber eine geringere

Toxizitat aufweist.[8% 122 123]

Undecylprodigiosin (9a) PNU156804 (24)

Abbildung 6. Struktur von Undecylprodigiosin (9a) und dem Derivat PNU156804 (24).

Im Gegensatz zu Cyclosporin A verhindert PNU156804 (24) nicht die Produktion von Interleukin-2
(IL-2), einem T-Lymphozyten Wachstumsfaktor, jedoch unterbindet es deren biologische Aktivitat
durch Inhibierung der IL-2 Signaltransduktion. Durch die Prodiginine wird die Phosphorylierung und
Aktivierung der Janus-Tyrosin-Kinase 3 inhibiert, so dass die Signalweiterleitung gestort ist und eine

Immunantwort tber diesen Weg unterbunden wird. [ 123,125
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Anti-Malaria Aktivitat

Fir eine Vielzahl natirlicher und synthetischer Prodiginine konnte eine Anti-Malaria Wirkung u.a.
gegen Plasmodium falciparum, dem Erreger der Malaria tropica, nachgewiesen werden.!> 126131 Trotz
vielzdhliger Versuche Malaria zu bekdampfen, ist Malaria immer noch fir viele Todesfalle weltweit
verantwortlich. Resistenzen gegen gangige Medikamente wie Chloroquin (25) hdufen sich und
erschweren die Behandlung.**? Daher wurden viele SAR Studien mit natiirlichen und synthetischen
Prodigininen durchgefiihrt und die Aktivitat der Prodiginine gegeniiber P. falciparum getestet.!*2% 127,
1301 Dabei zeigte sich u.a., dass ein Entfernen des A-Rings oder ein Austausch des Stickstoffs im A-Ring
der Prodiginine eine deutliche Reduktion der Wirksamkeit zur Folge hat, wihrend Anderungen am
C-Ring — verschiedene Alkyl- oder Arylsubstituenten — eine Verbesserung erbringen (vgl.
Kapitel 5.3.2).1226: 30 | vielen Fillen konnte zudem gezeigt werden, dass die wirksame Konzentration
der Prodiginine weit unter der toxischen Konzentration liegen. So liegt der [Cso-Wert von
Cycloprodigiosin (14) gegenliber P. falciparum bei 11 nm, wahrend der ICso-Wert diverser humaner
Zelllinien bei ca. 6-7 um liegt.'3Y Auch fiir Metacycloprodigiosin (11, ICso =5 + 1 ng/mL gegeniiber
P. falciparum K1) liegen wirksame Konzentration und zytotoxische Konzentration weit

auseinander.*?®! Uber den Wirkmechanismus der Prodiginine ist jedoch bisher nichts bekannt.

5.3 Tambjamine

5.3.1 Struktur von Tambjaminen

Der Prodigininfamilie strukturell nahe verwandt ist die Familie der Tambjamine®. Diese Naturstoffe
besitzen wie Prodiginine auch das MBC (2) Motiv, allerdings weisen Tambjamine anstelle des dritten
Pyrrolrings (C-Ring) ein azyklisches Enamin auf, welches anfillig fiir Hydrolyse ist (Abbildung 7).1% &
1331 |m Gegensatz zum dunklen Rot der Prodgininen, aufgrund des Pyrrolylpyrromethen-Chromophors,

besitzen Tambjamine eine gelbe Farbe.

Prodiginine Tambjamine

Abbildung 7. Grundstruktur der Prodiginine (links) und allgemeine Struktur der Tambjamine (rechts).

Die strukturelle Diversitat der Tambjamine beschrankt sich grofRtenteils auf diverse verzweigte und
unverzweigte Alkylketten sowie eine Alkylphenylgruppe (Tabelle 2).134 Tambjamin YP1 (26a) besitzt
eine Doppelbindung in der Alkylkette, ebenso wie Tambjamin MYP1 (26b) — im Falle von 26b ist

allerdings  zusatzlich eine Ringbildung zum A-Ring zu beobachten, adhnlich dem

3 Aus Griinden der Konsistenz werden Tambjamine ebenfalls nicht mit einer allgemeinen Molekilnummer
benannt. Tambjamine bezeichnet in dieser Arbeit die Gesamtheit der Molekiile, deren Grundstruktur in
Abbildung 7 dargestellt ist.
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Cyclononylprodigiosin (15) (Tabelle 1).[*3%37) Diverse Tambjamine weisen Bromsubstiutenten am
A-Ring auf. Wahrend Brom und andere Halogene in terrestrischen Systemen nur in Spuren
vorkommen, sind die marinen natirlichen Vorkommen deutlich grofRer, sodass halogenierte und
insbesondere auch bromierte Naturstoffe typischerweise von marinen Lebewesen stammen.*3% 139 5o
wurden auch Tambjamine grofRtenteils aus marinen Organismen (Tabelle 2) isoliert, im Gegensatz zu
Prodigininen, die (iberwiegend aus terrestrischen Mikroorgansimen entstammen (Tabelle 1). Viele
marine Invertebrata wie marine Schnecken (diverse Nudibranchia) und Seescheiden (Ascidiacea) sowie
deren Nahrung, Moostierchen (Phylum Bryozoa) sind Quelle von Tambjamin-Isolaten.!**%43 Op diese
Organismen tatsachlich auch selbst Tambjamine produzieren ist nicht vollstandig geklart.
Pseudoalteromonas tunicata D2 und  Pseudoalteromonas citrea hingegen sind Gram-negative
Proteobakterien ebenfalls marinen Ursprungs, welche Tambjamine produzieren.[t36 137144, 1431 Nepen
Bakterien der Gattung Pseudoalteromonas findet sich auch ein Streptomyces Stamm unter den

Tambjamin Produzenten. 46 147]

Tabelle 2. Ubersicht tiber natiirliche Tambjamine und die Organismen, aus denen sie isoliert wurden bwz. deren
Produzenten. Die bakteriellen Produktionsorganismen sind in fett hervorgehoben.

Tambjamine
Struktur Name Produzent bzw. isoliert aus
Tambjamin YP1 (26a) P. tunicata D2} 135 136]

Tambjamin MYP1 (26b) | P. citrea!*3”)

26b
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Tambjamin A (26c¢)
Tambjamin C (26d)
Tambjamin E (26e)
Tambjamin F (26f)
Tambjamin K (26g)
Tambjamin
BE-18591 (26h)™!

Sessibugula translucens,
Roboastra tigris,

Tambja eliora, Tambja abdere
[Tambjamin A (26c),
Tambjamin C (26d)]%

Bugula dentata
[Tambjamin A (26¢)]*4

Atapozoa sp.,
Nembrotha cristata,
Nembrotha kubaryana
[Tambjamin A (26c),
Tambjamin C (26d),
Tambjamin E (26e),
Tambjamin F (26f)]1*4%

Tambja ceutae, B. dentata
[Tambjamin K (26g)](*4

Streptomyces sp. BA18591
(BE-18591, 26h)!146, 147]

Tambjamin D (26i)
Tambjamin G (26j)
Tambjamin H (26k)

S. translucens, R. tigris,
T. eliora, T. abdere
[Tambjamin D (26i)]™*4"

B. dentata [Tambjamin G (26j),
Tambjamin H (26k)]"*3!

Tambjamin B (26l)
Tambjamin | (26m)
Tambjamin J (26n)

B. dentata [Tambjamin B (26l),
Tambjamin | (26m),
Tambjamin J (26n)](24% 1431

S. translucens, R. tigris,
T. eliora, T. abdere
[Tambjamin B (261)](t4°!

eI |n der Publikation von Burkeetal. wird eine aus P.tunicata D2 isolierte zyklische Variante des
Tambjamins YP1 (26a) erwihnt, jedoch nicht weiter beschrieben.[*3*!
) Zum jetzigen Wissensstand wurde bis dato noch kein Buchstabe fiir Tambjamin BE-18591 (26h) vergeben.

5.3.2 Biologische Aktivitat

Die biologische Aktivitdat von Prodigininen und Tambjaminen ist grundsatzlich dhnlich, jedoch sind die
physiologischen Wirkungen der Tambjamine meist etwas schwacher. Ein grundlegender Unterschied
zwischen beiden Naturstoffen wird ersichtlich, wenn man den marinen Ursprung der Tambjamine und
deren Produzenten betrachtet. So ist eine der biologischen Funktionen von Tambjaminen die Abwehr
von Fressfeinden sowie die Antifouling Wirkung, bei der ein Bewuchs durch Bakterien, Algen oder

Wirmern auf nassen Oberflachen oder Oberflichen unter Wasser verhindert wird.[* 1481

Die biologische Funktion der Tambjamine liegt darin, dass Eukaryoten ohne entsprechende

Abwehrmechanismen die von oberflaichenassoziierten Bakterien produzierten Metabolite als
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Schutzmechanismus nutzen kdnnen, um zu verhindern, dass sie von anderen fouling Organismen wie

u.a. Bakterien, Algen oder Wiirmern besiedelt werden

Antifouling Wirkung und chemische Abwehr von Fressfeinden

Diverse Pseudoalteromonas Stamme wurden von der Oberflache verschiedener mariner Eukaryoten
isoliert und scheinen assoziiert mit ihnen zu wachsen wie z.B. P. tunicata D2, welches von der
Schlauchseescheide Ciona intestinalis (Phylum Chordata), einem Manteltier (Tunicata), isoliert
wurde.'*!  Neben anderen Sekundirmetaboliten wie Violacein produziert P. tunicata D2
Tambjamin YP1 (26a), das antifouling, also anwuchsverhindernde Eigenschaften aufweist. Die
biologische Funktion der Tambjamine liegt darin, dass Eukaryoten ohne entsprechende
Abwehrmechanismen die von oberflaichenassoziierten Bakterien produzierten Metabolite als
Schutzmechanismus nutzen konnen. So verhindern diese Metabolite einen Bewuchs von anderen
fouling Organismen wie u.a. Bakterien, Algen oder Wirmern. Darliber hinaus kann die Fahigkeit, das
Wachstum anderer oberflachenassoziierter Mikroorganismen zu hemmen, P. tunicata D2 einen
Wettbewerbsvorteil bei der Kolonisierung neuer Oberflichen geben.[**> 148150 Einige Tambjamine
scheinen des Weiteren in die chemischen Abwehrmechanismen der Organismen involviert zu sein, aus
denen sie gewonnen werden. Im Falle der Tambjamine 26¢, 26d, 26i und 26l (Tambjamin A-D) soll der
Tambjamin Produzent S. translucens sein, wobei es sich um ein Moostierchen (Phylum Bryozoa)
handelt. S. translucens wird von marinen Schnecken wie T. eliora und T. abdere (Phylum Mollusca,
Weichtiere) gefressen. Diese Nudibranchia wiederum dienen ihrem Pradator R. tigris
(= Tyrannodoris tigris, Phylum Mollusca, Unterordnung Nudibranchia), einer marinen Schnecke, die
sich von kleineren Arten ernihrt, als Nahrung.**® Bei Attacken durch R. tigris sekretiert T. abdere
Tambjamin-haltigen gelben Mucus, welcher R. tigris oder andere Pradatoren abhalt, so dass die
Tambjamine hier wohl zur Abwehr von Fressfeinden produziert werden. Auch die Inhibition von
Fischen als Fressfeinde konnte fiir Tambjamine gezeigt werden.*®* Ebenso wurden bei den
Rauber-Beute-Beziehungen zwischen der Seescheide Atapozoa sp. (Phylum Chordata) und deren
Pradator, den marinen Schnecken N. cristata, N. kubaryana sowie B. dentata (Phylum Bryozoa) und
deren Pradator T. ceutae aus allen Organismen Tambjamine isoliert, die wohl dem Schutz vor
Fressfeinden dienen.**" %42 F{ir das Tambjamin YP1 (26a), produziert von P. tunicata D2, wurde auch
eine toxische und inhibitorische Wirkung gegeniliber Caenorhabditis elegans, einem Fadenwurm
(Phylum Nematoda), nachgewiesen. Dieser Fadenwurm zeigt ein angeborenes Vermeidungsverhalten
gegeniber u.a. Tambjamin YP1 (26a), sodass auch hier wieder die Funktion der Tambjamine als

chemische Abwehr von Raubern im Vordergrund zu stehen scheint.!*>?

Antibiotische Wirkung und Zytotoxizitait

Die antibiotische und antimikrobielle Wirkung der Tambjamine wurde vor allem im Hinblick auf die
Antifouling Wirkung von Tambjaminen untersucht (s.0.), dariiber hinaus wurden Tambjamine aber
auch hinsichtlich weiterer antimikrobieller Wirkung erforscht. So inhibieren alle der von
Pinkerton et al. untersuchten Tambjamine 26a, 26d, 26e, 26f, 26h, 26j, 26k, 26m und 26n das

Wachstum von E. coli und S. aureus bei niedrigen Konzentrationen nur schwach, aber inhibieren
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Malassezia furfur, einen humanpathogenen Pilz, starker. Ebenso konnte eine Inhibierung der Hefe

C. albicans festgestellt werden.[*3]

Tambjamine wurden bisher noch nicht so intensiv wie Prodiginine auf ihre Wirkung gegeniiber
Krebszelllinien und ihre Zytotoxizitat hin getestet, dennoch finden sich viele Publikationen, die auch
diese biologische Wirkung der natiirlichen und unnatiirlichen Tambjamine beleuchten.3% 141147, 153-161]
Im Falle der zwei synthetischen Indol-basierten Tambjamin Analoga 260 und 26p (Abbildung 8) wurde
der zytotoxische Effekt und der induzierte Zelltod in verschiedenen humanen Lungenkrebszelllinien
und Mausmodellen untersucht sowie der putative zugrunde liegende molekulare Mechanismus. Die
ICso-Werte lagen dabei unter den Werten fiir Cisplatin, einem Chemotherapeutikum, welches
Anwendung bei Patienten mit Lungenkrebs findet. Der induzierte Zelltod erfolgt durch Apoptose, die
wahrscheinlich durch p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen und reaktive Sauerstoffspezies (engl.

reactive oxygen species, ROS) induziert wird.*¢"

260 26p

Abbildung 8. Struktur der synthetischen Tambjaminderivate 260 und 26p mit zytotoxischer Wirkung gegeniiber
verschiedenen humanen Lungenkrebszelllinien sowie von Lungenkrebspatienten stammende Primarkulturen.
Die ICso-Werte lagen bei 3—10 pmol/L.1*8% [Untersuchte Zelllinien: A549 (Adenokarzinom), DMS53 (kleinzelliges
Bronchialkarzinom), SW900 (Plattenepithelkarzinom), H460 (GroR3zelliges Bronchialkarzinom)].

Auch ein Einfluss auf die Autophagie und die Mitophagie, eine Form der Autophagie, bei welcher
hauptsachlich Mitochondrien abgebaut werden, konnte fiir andere Tambjamin Analoga gezeigt
werden. So scheinen die Tambjaminderivate das zelluldare lonen-Gleichgewicht zu stbren, so
mitochondriale Dysfunktion zu induzieren sowie eine Entsaurerung der Lysosomen hervorzurufen, was

letztendlich zu Nekrose in Lungenkrebszelllinien und Krebsstammzellen fiihrt.[*>4 162

Die Grundlagen fiir die zytotoxische und antibiotische Wirkung der Tambjamine dhneln denen der
Prodiginine sehr stark. Ebenso wie Prodiginine (Kapitel 5.2.3) kénnen Tambjamine in der Anwesenheit
von Cu(ll)-lonen oxidativen DNA-Strangbruch herbeifiihren, und auch sie interkalieren mit der kleinen
Furche an AT-Regionen.® 3] Allerdings induzieren Tambjamine lediglich Einzelstrangbriiche, was auf
die schwichere Bindung von Kupfer zuriickgefiihrt werden kann.® Nicht nur Prodiginine, sondern
auch Tambjamine — natirliche und synthetische Derivate — agieren als lonophore und vermitteln
Anionentransport Gber Membranen mit vergleichbaren biologischen Folgen, wie Verdanderung des

intrazellularen pH-Wertes und schlussendlich Apoptose.[*>4 157, 1581
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Immunsuppressive Wirkung

Die immunsuppresive Wirkung von Prodigininen durch Unterbindung der Proliferation von
Lymphozyten wurde vielfach beschrieben (vgl. Kapitel 5.2.3), aber auch fir das
Tambjamin BE-18591 (26h) (Tabelle 2) wurde eine Inhibierung der Lymphozyten Proliferation in der
Milz von Mausen gezeigt. Allerdings war die wirksame Konzentration um eine GrofRenordnung hoher
verglichen mit Undecylprodigiosin (9a), ebenso konnte fir Tambjamin 26h im Vergleich nur eine
geringere Spezifitat gegenliber Lymphozyten Mitogenen nachgewiesen werden. Auch der genaue

Wirkmechanismus von Tambjamin BE-18591 (26h) ist bisher unbekannt.[*6!

Anti-Malaria Aktivitat

Im Zuge einer SAR Studie zur B-Ring Funktionalisierung von Prodigininen und der Auswirkung auf die
Wirksamkeit dieser Derivate gegeniber P. falciparum wurden Tambjamine und ebenfalls eine Vielzahl
an nicht natirlichen Derivaten synthetisiert. Die Anti-Malaria-Aktivitdt von Tambjaminen war bis zu
diesem Zeitpunkt noch nicht untersucht worden. Kancharla et al. konnten zeigen, dass ein Ersetzen
des C-Rings der Prodiginine durch ein Alkyl- oder Cycloalkylamin — also dem typischen Strukturmotiv
der Tambjamine — zu gleichbleibender oder verbesserte Anti-Malaria Aktivitat fihrt. Ein synthetisches
Tambjaminderivat mit der Bezeichnung KAR425 (26q, Abbildung 9), wies sogar deutlich bessere
Wirksamkeit auf, als bisher fur jedes Prodiginin beobachtet werden konnte. KAR425 (26q) flihrte in

Malaria infizierten Mausen letztlich zu einem 100%igen Schutz sowie zur Heilung.[?”!

26q

Abbildung 9. Struktur des Tambjaminderivats KAR425 (26q), welches Anti-MalariaAktivitat aufweist.[*?”]
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5.4 Biosynthese von Prodigininen und Tambjaminen

5.4.1 Ubersicht liber die Biosynthese von Prodigininen und Tambjaminen

> >

pig Cluster red Cluster fam Cluster

> >

hap Cluster mcp Cluster  frea Cluster

L

mar Cluster

@C/J
N
H

PV a e e NS N, L

MAP (3a) oder 2-UP (27a) oder DDA (28a)
pig Cluster red Cluster tam Cluster
) ) />
hap Cluster mcp Cluster trea Cluster
—
mar Cluster

l Kondensationsreaktion l Kondensationsreaktion l

Prodigiosin (1a) Undecylprodigiosin (9a) Tambjamin YP1 (26a)

\ | /

Zyklisierungen und/oder weitere Funktionalisierungen

Abbildung 10. Uberblick iiber die Biosynthese von Prodigininen und Tambjaminen anhand ausgewihlter
Beispiele. [pig Cluster: S. marcescens, hap Cluster: H. chejuensis, red Cluster: S. coelicolor A3(2), mcp Cluster:
S. longispororuber (Gencluster noch nicht vollstdndig benannt), mar Cluster: S.sp. CNQ 617, tam Cluster:
P. tunicata D2, trea Cluster: P. citreq]*® 2% 37,44, 45,59,135,137,164-177]
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Die strukturellen Ahnlichkeiten der Prodiginine untereinander, als auch zu Tambjaminen, liegt in der
modularen, verzweigten Biosynthese beider Verbindungen begriindet. Ein Uberblick tiber die finalen
Schritte der Biosynthese von Prodigininen und Tambjaminen ist in Abbildung 10 dargestellt. So weisen
nicht nur Prodiginine, sondern auch Tambjamine das MBC (2) Strukturmotiv auf, dessen Biosynthese
in gleicher Weise in den verschiedenen Organismen ablauft (5.4.3). In der Kondensationsreaktion
(5.4.7) zum Naturstoff konnen nun verschiedene Monopyrrole wie MAP (3a) (5.4.4) oder
2-Undecylpyrrol (27a, 2-UP) (5.4.5) oder bei Tambjaminen primare Amine wie Dodec-3-en-1-amin
(28a, DDA) (5.4.6) mit MBC (2) verknipft werden. Entsprechend der strukturellen Unterschiede des
Edukts der Kondensationsreaktion mit 2 unterscheiden sich die Biosynthesen folglich untereinander.
Innerhalb der Prodigiosin (1a), Undecylprodigiosin (9a) oder Tambjamin produzierenden Organismen
finden sich jedoch Gencluster mit homologen Enzymen. Die Produkte der enzymatisch katalysierten
Kondensation von MBC (2) mit Pyrrolen bzw. Aminen kdnnen je nach Gencluster und Organismus noch
weiter modifiziert werden. Sowohl Zyklisierungsreaktionen durch
Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen (Kapitel 5.4.8) als auch weitere Funktionalisierungen kdnnen

erfOlgen [16, 19, 20, 37, 44, 45, 59, 135, 137, 167-169, 172, 176, 177]

5.4.2 Aufklarung der Biosynthese von Prodigininen

Aufgrund der urspringlichen Annahme, dass Prodigiosin (1a) eine Tripyrrylmethanstruktur besitzt
(Abbildung 2), vermutete man eine dhnliche Biosynthese von Prodigiosin (1a) und Porphyrin 128 56 178]
Diese Hypothese wurde jedoch spater wiederlegt, da Zufiitterung von radioaktiv markierter
5-Aminolavulinsdure, einem wichtigen Intermediat in der Porphyrin Biosynthese, zu S. marcescens
nicht zum Einbau der Markierung in Prodigiosin (1a) fiihrte.!'® 17°! Dije Isolierung von MBC (2) aus
Prodigiosin (1a) defizienten S. marcescens Mutanten und die Erkenntnis, dass 1a Uber einen
gegabelten Biosyntheseweg hergestellt wird sowie die Markierungsexperimente von Wasserman et al.
fiihrten schlieRlich zur Aufkldrung der Biosynthese von Prodigiosin (1a) und Undecylprodigiosin (9a).l®
29, 42, 180, 1811 g5 ergab die Nutzung *3C- und *C-markierter Precursor, dass die A-Ringe von
Prodigiosin (1a) und Undecylprodigiosin (9a) aus L-Prolin stammen, wohingegen die B-Ringe aus
L-Serin, Acetat und der Methylgruppe aus L-Methionin hervorgehen (Abbildung 11). Im Falle der
C-Ringe von Prodigiosin (1a) und Undecylprodigiosin (9a) unterscheiden sich die Markierungsmuster
allerdings, da dieser bei Prodigiosin (1a) aus Acetat und L-Alanin Einheiten aufgebaut wird, bei

Undecylprodigiosin (9a) hingegen aus Acetat und Glycin.[*6 4% 180
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0 0 0 0
HZN\E)LOH HzN\.)LOH HzN\E)J\OH HZN\E)LOH
. *“oH N
| - |

Prodigiosin (1a) Undecylprodigiosin (9a)

Abbildung 11. Muster des Einbaus von Metaboliten in der Biosynthese von Prodigiosin(1a) und
Undecylprodigiosin (9a), welches von Wasserman et al. bestimmt wurde.!*> 18 Dje farbigen Punkte entsprechen
13C- oder 'C-Markierungen der Metabolite. Abbildung in Anlehnung an Hu et al.’®. [grau = L-Alanin;
grin = Glycin; orange = L-Serin; violett = L-Methionin; rot = L-Prolin; hell- und dunkelblau = Acetat].

Die spatere Entdeckung des red- und nachfolgend des pig-Genclusters (Abbildung 12) durch neuere
molekularbiologische und biochemische Methoden und Studien belegen ebenso die homologe
Biosynthese von MBC (2), aber den unterschiedlichen biosynthetischen Aufbau von MAP (3a) und

2-UP (27a). Auch die Funktion der beteiligten Enzyme konnte entschliisselt werden.[* 37 167,172, 182]

S. marcescens WW4

e D jehehmhidedd

pigA  pigB pigC pigh pigE  pigF  pigH  pig! pigd pigk  pight
pigG pigl pigh!

S. coelicolor A3(2)

=) )< < e DR DO

redD redX redW redZ redl  redS redQ redO redM redL redK redJ redf redH redG redF redE
redY redV redT redR redP  redN

B MBC (2) [] MAP (3a), 2-UP (27a) [l Kondensation [ ZyKiisierung
[ ] regulatorische Funktion [ ] homologe Sequenzen [ unbekannte Funktion

Abbildung 12. Vergleich des pig-Genclusters aus S. marcescens WW4 und des red-Genclusters aus

S. coelicolor A3(2). S. marcescens produziert Prodigiosin (1a), wahrend S. coelicolor A3(2)
Undecylprodigiosin (9a) herstellt.
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5.4.3 Biosynthese von 4-Methoxy-2,2'-bipyrrol-5-carbaldehyd (2, MBC)

Im Folgenden wird die Biosynthese von MBC (2) exemplarisch anhand der Enzyme des pig Clusters aus
S. marcescens beschrieben (Schema 2), ist aber aufgrund der homologen Enzyme sicher ebenso giiltig
fir andere Prodiginine und Tambjamin produzierenden Organismen wie z.B. S. coelicolor A3(2) (red

Cluster), H. chejuensis (hap Cluster) oder P. tunicata D2 (tam Cluster).

PigL
PPTase
5 A
CoASH
PigG PigG
Apo- Holo-
protein protein
Pigl PigA
Q H
N A o DH o
° - "
» —_— »
ATP S FAD S | 4
L-Prolin PigG PigG
29 30
PigH
HO
COz [a N N0)) C02
Ol O] < "
HoN <! <] O PigJ 0
o PLP o} H
SH8__~0 s
o -d | /
(o]
U o ” NH PigH
NH —
X 31
HO (o} ol o 2
33 NH, 32 2 2 (e}
L-Serin SH s\n/\n,o' 2 CoA-S o
-
O O O O
H,0 Malonyl-CoA
v
OH PigN | PigF o
N N N AN
\ vy © [ 2 lomT \ 4 ©
— —_—_— —
U NH SAM & NH
HBM (34) HBC (35) MBC (2)

Schema 2. Ubersicht iiber die Biosynthese von MBC (2). Gezeigt sind nur die Enzyme des pig Clusters von
S. marcsecens. Ein Uberblick iber homologe Enzyme ist in Kapitel 9.1, Tabelle A 1-Tabelle A5 zu finden.
[Abbildung modifiziert nach 71; A = Adenylierungsdomane einer nichtribosomalen Peptidsynthetase NRPS;
ACP = Acyl-Carrier Protein; DH = Dehydrogenase; ATP = Adenosintriphosphat; CoA = Coenzym A;
FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid; FMN = Flavinmononukleotid; KS = Ketosynthase;
OAS = PLP-abhédngige a-Oxamin-Synthase; OMT = O-Methyltransferase; PCP = Peptidyl-Carrier Protein;
PLP = Pyridoxalphosphat; PPTase = Phosphopantetheinyl Transferase; SAM = S-Adenosylmethionin]
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Die Biosynthese von MBC (2) beginnt mit der Aktivierung von L-Prolin als Thioester und der
darauffolgenden Umwandlung in das entsprechende Pyrrol. Daflr wird zundchst eine
Phosphopantetheinyl-Domédne auf das Enzym PigG Ubertragen, katalysiert durch eine
Phosphopantetheinyl Transferase (PPTase), sodass PigG von seiner inaktiven Apoform in die aktive
Holoform uberfuhrt wird. Pigl, eine eigenstandige Adenylierungsdomadne einer nichtribosomale
Peptidsynthetase (NRPS), aktiviert L-Prolin unter Adenosintriphosphat (ATP) Verbrauch und Gbertragt
die L-Prolyl Gruppe auf die Thiolgruppe der Phosphopantetheinyl Doméidne des
Peptidyl-Carrier Proteins (PCP) von PigG. Die Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-abhangige
Dehydrogenase PigA katalysiert im Folgenden die Oxidation des L-Prolylthioester (29) zum
Pyrrolylthioester (30). Die Kettenverldangerung von Verbindung 30 im nachsten Schritt erfolgt
vergleichbar zu Ketosynthasen (KS) und Acyl-Carrier Proteinen (ACP) in Polyketidsynthasen (PKS) und
startet mit Transfer des Pyrrolylthioester (30) von PigG auf Pigl). Darauf folgend wird die
Malonylgruppe von Malonly-CoA auf eines der ACPs von PigH Ubertragen. Unter Decarboxylierung
wird die Malonylgruppe auf den Pyrrolylthioester (31) Ubertragen und bildet so einen
Pyrrolyl-B-ketothioester (32). Die putative Pyridoxalphosphat (PLP)-abhangige a-Oxoamin-Synthase
(OAS) von PigH katalysiert die decarboxylative Kondensation von L-Serin mit dem PigH gebundenen
Pyrrolyl-B-ketothioester (32) zum Intermediat 33. Durch nachfolgende Zyklisierung, Dehydratisierung
und Tautomerisierung wird 4-Hydroxy-2,2'-bipyrrol-5-methanol (34, HBM) gebildet. Die
Flavinmononukleotid (FMN)-abhangige Dehydrogenase PigM oxidiert den primaren Alkohol des
HBMs, sodass 4-Hydroxy-2,2'-bipyrrol-5-carbaldehyd (35, HBC) entsteht. Im finalen Schritt wird die
Hydroxygruppe von 35 durch PigF, eine S-Adenosylmethionin-abhangige O-Methyltransferase (OMT),
methyliert, was in der Bildung von MBC (2) resultiert. Die genaue Funktion von PigN ist bisher
ungeklart, allerdings wird vermutet, dass dieses Enzym ebenfalls an der Methylierung beteiligt ist, da
in PigN-defizienten Mutanten Norprodigiosin (36) akkumuliert, dem Kondensationsprodukt aus
HBC (35) und MAP (3a). Somit scheint PigN eine — wenn auch unbekannte — Rolle in der Bildung von
MBC (2) zu spielen.[6:37. 189 Erwihnenswert ist, dass in S. coelicolor A3(2) jedoch nur das PigF Homolog
Redl an der Transformation von HBC (35) zu MBC (2) beteiligt zu sein scheint, nicht jedoch das PigN

Homolog RedF.[* 43!
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5.4.4 Biosynthese von 2-Methyl-3-n-amylpyrrol (3a, MAP)

Fir die Biosynthese von MAP (3a) in S. marcescens, dargestellt in Schema 3, sind lediglich drei Enzyme
notig — PigD, PigE und PigB —, die jeweils Homologe in H. chejuensis haben, sodass die Biosynthese in
diesem Organismus wohl analog erfolgt. Unter decarboxylativer Kondensation wird Pyruvat im ersten
Schritt auf den 2-Octenoylthioester 37 (ibertragen, katalysiert in einer enzymatischen Stetter Reaktion
durch PigD, ein Thiamindiphosphat (ThDP)-abhingiges Enzym.(®3 Nachfolgend katalysiert die
PLP-abhangige Transaminase PigE die Transaminierung des y-Ketothioesters 38 zum Aminoketon 39,
welches spontan zyklisiert und unter Wasserabspaltung Dihydropyrrol 40 bildet. Abschliefend wird
das Enamintautomer von Verbindung 41 von der FAD-abhangigen Oxidase PigB zu MAP (3a)

oxidiert.[*6 37!
PigD PigE
R"S\n/\/Can ThDP RvS CsH1q PLP HoN CsHyg
N A
(o) (o)
37 (o} CO, 38 Amino-  g-Keto- 39
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o
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R = ~CoA H>O
CsHyq CsHqq CsHqq
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s | ™ |8 5
N -~ N N
H FAD H —~—
MAP (3a) 41 40

Schema 3. Ubersicht (ber die Biosynthese von MAP (3a) durch Enzyme des pig Clusters (S. marcescens).
[Abbildung modifiziert nach [”); ACP = Acyl-Carrier Protein; CoA = Coenzym A; FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid;
PLP = Pyridoxalphosphat; ThDP = Thiamindiphosphat]

5.4.5 Biosynthese von Undecylpyrrol (27a, 2-UP)

Die Biosynthese von 2-Undecylpyrrol (27a), dargestellt in Schema 4, beginnt mit der Ubertragung von
Malonyl-CoA auf das ACP von RedQ und bildet so 42. Im Anschluss erfolgt die decarboxylative
Kondensation mit Acetyl-CoA durch die KS RedP zu Acetoacetyl-RedQ (43). Durch die Ketoreduktase
(KR), Dehydratase (DH) und die Enoylreduktase (ER) erfolgt die Reduktion der Ketogruppe des
B-Ketothioesters (43) zur Methylengruppe, sodass der Thioester (44) entsteht. Die oben erwdhnten
KR, DH und ER sind Bestandteile der Fettsauresynthase (FAS) des Zentralstoffwechsels. Die Gene, die
fir diese Enzyme codieren, sind nicht Teil des red Clusters. Nach Reduktion der Ketogruppe entsteht
eine Butanoylgruppe, welche auf ein Cystein von RedR Ubertragen wird, wo im Folgenden die
Kettenverlangerung durch iterative decarboxylative Kondensation mit Malonyl-CoA von

Malonyl-ACP-RedQ (45), Ketoreduktion, Dehydratisierung und anschlieRende Enoylreduktion durch
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die Komponenten der FAS stattfindet. Insgesamt vier Wiederholungen des Zyklus resultieren in
Thioester (46), welcher anschlieend hydrolytisch durch die Thioesterase RedJ gespalten wird, so dass
Dodecansiure (47) entsteht. Es folgt die Ubertragung von Dodecansiure (47) und Malonyl-CoA auf
RedL sowie eine decarboxylative Kondensation katalysiert durch die KS Domane, sodass eine weitere
Kettenverlangerung stattfindet. Die PLP-abhangige OAS Domane katalysiert darauffolgend die
Kondensation mit Glycin unter CO,-Abspaltung. Zyklisierung und Dehydratisierung resultieren in der
Bildung von 2-Undecan-2-pyrrolin-4-on (48), welches im Anschluss durch RedK, einer putative

NAD(P)H-abhingigen Oxidoreduktase (OR), zum 2-Undecylpyrrol (27a) reduziert wird.[6 3744 167]
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Schema 4. Ubersicht iiber die Biosynthese von 2-Undecylpyrrol (27a) durch Enzyme des red Clusters
[S. coelicolor A3(2)]. [Abbildung modifiziert nach [7); A = Adenylierungsdomane; ACP = Acyl-Carrier Protein;
AT = Acyltransferase; ATP = Adenosintriphosphat; CoA = Coenzym A; DH = Dehydratase; ER = Enoylreduktase;
KS = Ketosynthase; KR = Ketoreduktase; NAD(P)H = Nicotinamidadenindinukleotid;
OAS = PLP-abhédngige a-Oxamin-Synthase; OR = Oxidoreduktase; PLP = Pyridoxalphosphat; TE = Thioesterase]
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5.4.6 Biosynthese von Dodec-3-en-1-amin (28a, DDA)

Die postulierte Biosynthese von DDA (28a) durch Enzyme des tam Clusters aus P. tunicata D2 ist in
Schema 5 dargestellt. Dodecansaure (47) wird initial von der AcylCoA-Synthetase TamA aktiviert.
Dabei katalysiert die N-terminale-Adenylierungsdomane (ANL) von TamA zum einen die Acyl-
Adenylat-Bildung und zum anderen den Tranfer der Fettsdure auf die ACP-Domane. Durch eine
Phosphopantetheinyl Transferase wird die ACP-Domadne von TamA unter Nutzung von Coenzym A
(CoA) zur Phosphopantethein Form umgewandelt. Es wird angenommen, dass die FAD-abhangige
Dehydrogenase TamT die Dehydrierung und so das Einfligen einer Doppelbindung in die Alkylkette
katalysiert. Anzumerken ist hier, dass in einigen Publikationen eine trans-Doppelbindung dargestellt
wird, von Franks et al. jedoch durch NMR-Studien nachgewiesen wurde, dass aus P. tunicata D2
isoliertes Tambjamin YP1 (26a) eine (Z)-konfigurierte Doppelbindung besitzt.[**® Ebenso wurde von
Picott et al. im zyklischen Tambjamin MYP1 (26b) die (Z)-Konfiguration bewiesen.*3”) Daher ist
anzunehmen, dass DDA (28a) ebenfalls eine (Z)-konfigurierte Doppelbindung aufweist. Die Reduktion
des Thioesters und Transaminierung wird vermutlich durch das bifunktionale Enzym TamH katalysiert

und das langkettige Amin 28a so letztendlich freigesetzt.[*3% 184

TamA TamA
PPTase
-
CoASH
SH
TamT TamH
TamA TamA
HO DH TA TR H,N
0 R — >
ATP FAD NAD(P)H
S, S, Aminosaure
(0] (o)
Dodecan- DDA (28a)
séure (47)

Schema 5. Ubersicht (ber die vorgeschlagene Biosynthese von DDA (28a) durch Enzyme des tam Clusters
(P. tunicata D2). [ACP = Acyl-Carrier Protein; ANL = N-terminale-Adenylierungsdomaéne;
ATP = Adenosintriphosphat;  CoA = Coenzym A;  DH = Dehydrogenase;  FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid;
NAD(P)H = Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-(Phosphat);  PPTase = Phosphopantetheinyl  Transferase;
TA = Transaminase; TR = Thioesterreduktase]
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5.4.7 Kondensation zu Prodigininen und Tambjaminen
Der letzte Schritt in der Biosynthese von Prodigininen und Tambjaminen, sofern keine
Zyklisierungsreaktionen oder weiteren Funktionialisierungen folgen, ist die Kondensationsreaktion von

MBC (2) mit einem Pyrrol oder primaren Amin (Schema 6).
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Schema 6. Ubersicht iiber die Kondensationsreaktion zu Prodigininen und Tambjaminen. Der abgebildete
Mechanismus wurde fiir PigC (S. marcescens) und Homologe wie RedH [S. coelicolor A3(2)] vorgeschlagen, es ist
aber anzunehmen, dass dieser auch giiltig fir die Kondensationsreaktion in der Tambjamin Biosynthese durch
PigC Homologe wie TamQ (P. tunicata D2) ist. [Abbildung modifiziert nach [7); ADP = Adenosindiphosphat;
AMP = Adenosinmonophosphat; ATP = Adenosintriphosphat; PT = Phosphotransferdomane]

Sequenzanalysen der Kondensationsenzyme RedH [S. coelicolor A3(2)] und PigC (S. marcescens)
zeigten, dass diese aus drei Domdnen bestehen, wovon die N-terminale Domane

Sequenzahnlichkeiten zur ATP-Bindedomane einer Phosphoenolpyruvat-Synthase (PEPS) aufweist,
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wohingegen der C-Terminus einer Phosphotransferdomane von Pyruvat-Phosphat-Dikinasen (PPDK)
dhnelt. Der mittlere Sequenzbereich hingegen entspricht keinem Protein bekannter Funktion,
spekuliert wird jedoch, ob diese Domane fir die Bindung von MBC (2) zustandig ist. Basierend auf den
bekannten Funktionen und Mechanismen der zu den Kondensationsenzymen homologen Proteinen
PEPS und PPDK, wurde der Reaktionsmechanismus der Kondensationsreaktion postuliert.[® 1% 37,167,
168, 1851 |m Folgenden wird die Kondensationsreaktion am Beispiel der Prodiginine beschrieben. So
reagiert bei dieser Kondensationsreaktion (Schema 6) ein konservierter Histidin-Rest (vgl. Kapitel 5.5)
des Kondensationsenzyms mit der y-Phosphatgruppe des ATPs und bildet ein Phosphoryl-Histidin
Intermediat, welches wiederum den Aldehyd von MBC (2) phosphoryliert. Das phosphorylierte
MBC (2) Intermediat wurde im Falle von RedH (S. lividans) und PigC (S. marcescens) bereits
nachgewiesen.!*®® Daraufhin kann der nukleophile Angriff des Pyrrols an dem aktivierten Carbonyl
erfolgen, gefolgt von Eliminierung von Phosphat und gleichzeitiger Deprotonierung, um das

aromatische System wiederherzustellen, sodass final das Prodiginin entsteht.

5.4.8 Zyklisierungen

Ein grofer Teil der zyklischen Prodiginine wie Metacycloprodigiosin (11, Streptorubin A) oder
Butyl-meta-cycloprodigiosin (12, Streptorubin B) resultieren aus enzymatischen Zyklisierungen des
Undecylprodiginins (9a). Die C-C Knlpfung wird dabei von Enzymen der Familie der
Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen katalysiert, wie RedG [S. coelicolor A3(2)], welches die
Zyklisierung von Undecylprodigiosin (9a) zu Butyl-meta-cycloprodigiosin (12) katalysiert und McpG
(S. longispororuber), das fiir die C-C KnlUpfung in Metacycloprodigiosin (11) verantwortlich ist. Die
Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen RedG und McpG besitzen ein konserviertes
Eisen-Schwefel-Cluster [2Fe-2S], das sogenannte Rieske Cluster, sowie Nicht-Ham-Eisen-Bindestellen
und weisen groRe Sequenzahnlichkeiten mit der Naphthalin Dioxygenase (NDO) aus P. putida auf. Da
diese Dioxygenase und ihr Reaktionsmechanismus gut bekannt sind, konnte basierend darauf der
katalytische Mechanismus fiir RedG von Barry und Challis postuliert werden (Schema 7).187! zu
erwahnen ist, dass Rieske Oxygenasen einen Redoxpartner wie z. B. eine Reduktase bendtigen, welche
die notigen Elektronen von NAD(P)H meistens liber ein Ferredoxin auf das Rieske Cluster und letztlich
auf das Nicht-Ham-Eisen Center im aktiven Zentrum (bertragen. Der in Schema 7 abgebildete
Mechanismus zeigt die Version, die via radikalischer Abstraktion von Wasserstoffatomen verlauft.
Auch andere Katalysemechanismen z.B. via kationischer Intermediate, die durch Abstraktion eines

Hydridions von der Alkylkette entstehen, sind moglich.[26 4> 65 187-191]
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Schema 7. Reaktionsmechanismus postuliert von  Barryund Challis  fiir die Umsetzung von
Undecylprodigiosin (9a) zu Streptorubin B (12) katalysiert durch die Rieske-Nicht-Hdm-Eisen-Oxygenase RedG
[S. coelicolor A3(2)].1*87) [Abbildung modifiziert nach [171]

5.5 Kondensationsenzyme

In der Biosynthese von Tambjaminen und Prodigininen ist der Schritt, in dem die Naturstoffe erstmalig
entstehen, die durch die sogenannten Kondensationsenzyme wie PigC (S. marcescens) oder RedH
[S. coelicolor A3(2)] katalysierte Kondensationsreaktion (Kapitel 5.4.7). In dieser
Kondensationsreaktion wird MBC (2) mit einem Monopyrrol oder, bei Tambjaminen, mit einem
primdaren Amin zum entsprechenden Naturstoff verknlipft. Da eine C-C-Bindungsbildung unter
Hydrolyse einer energiereichen Verbindung — in diesem Fall ATP - stattfindet, kdnnen die
Kondensationsenzyme der Enzymklasse EC6 (engl. enzyme class), den Ligasen, zugeordnet

werden. %2

4 Marz 2020: www.brenda-enzymes.org
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Die Entdeckung der Kondensationsenzyme PigC und RedH und deren katalysierte Reaktion gelang
durch Futterungsexperimente, bei denen Mutanten ohne die Gene fiir die jeweiligen Enzyme
auBerstande waren Prodiginine zu produzieren, selbst wenn MBC (2) und 2-UP (27a) bzw. MAP (3a)
zugegeben wurden. Umgekehrt konnte Prodigininbildung beobachtet werden bei Zufiitterung der

notigen Substrate und heterologer Expression der jeweiligen Kondensationsenzyme.[26 18 19, 168]

Aufgrund von Sequenzanalysen der Kondensationsenzyme RedH [S. coelicolor A3(2)] und PigC
(S. marcescens) konnte gezeigt werden, dass diese aus drei Domanen bestehen (Kapitel vgl. 5.4.7): Eine
N-terminale Domadne mit Sequenzahnlichkeit zur ATP-Bindedomane einer PEPS und einem C-Terminus,
der einer Phosphotransferdomane von PPDK dhnelt. Der mittlere Sequenzbereich hingegen entspricht
keinem Protein mit bekannter Funktion.[26 1% 20.37.167.168] | der Phosphotransferdomane befindet sich
ein stark konserviertes Histidin, welches eine entscheidende Rolle im angenommenen katalytischen
Mechanismus spielt (Kapitel vgl. 5.4.7). Dieses Histidin findet sich sowohl in RedH (His 869) als auch in
PigC (His 840).12167] Kristallstrukturen der Kondensationsenzyme sind zum jetzigen Stand jedoch noch

nicht gelést worden, lediglich Homologiemodelle von PigC wurden bisher veréffentlicht.!2% 13

Trotz der groBen strukturellen Diversitdt vor allem der Prodiginine (vgl. Tabelle 1) lassen sich bei
Sequenzvergleichen der Kondensationsenzyme drei Gruppen im phylogenetischen Baum
(Abbildung 13) ausmachen, die sich aber auch bei Betrachtung der Edukte der Kondensationsreaktion
wiederfinden. Eine dieser Gruppen sind die Kondensationsenzyme, die MBC (2) mit primaren Aminen
[wie DDA (28a)] zum Tambjamin 26a verknipfen und von Gram-negativen marinen Bakterien der
Gattung Pseudoalteromonas produziert werden. Betrachtet man die Prodiginine, so lassen sich sowohl
aus struktureller Sicht, als auch aus phylogenetischer Sicht zwei Gruppen unterscheiden. So finden sich
in der einen Gruppe die Kondensationsenzyme, welche 2-UP (27a) mit MBC (2) kondensieren,
wahrend die andere Gruppe MAP (3a) als natlrliches Substrat besitzt. Betrachtet man den
phylogenetischen Baum, so haben die Kondensationsenzyme wie RedH [S. coelicolor A3(2)] und
Homologe ihren Ursprung tberwiegend in der Gattung Streptomyces, bei denen es sich ebenfalls um
Gram-negative Bakterien handelt. Dahingegen scheint die Diversitat bei den Ursprungsorganismen der
Kondensationsenzyme, die Prodigiosin (1a) produzieren und MAP (3a) als natlrliches Substrat
besitzen, groBer zu sein und erstreckt sich von der Gattung Pseudoalteromonas Uber Serratia hin zu
Hahella. Allerdings ist zu bericksichtigen, dass in Abbildung 13 kein Anspruch auf Vollstandigkeit
erhoben wird und, wie in Tabelle 1 und Tabelle 2 (Kapitel 5.2.2 und Kapitel 5.3.1) ersichtlich ist, noch
etliche andere Organismen Prodiginine und Tambjamine produzieren oder die Naturstoffe aus diesen

Organismen isoliert werden.
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Abbildung 13: Phylogenetischer Baum einer Auswahl an Kondensationsenzymen und den zugehdrigen
Organismen, die Prodiginine oder Tambjamine produzieren. Die Edukte der Kondensationsreaktion sind
ebenfalls dargestellt. Der Phylogenetische Baum wurde mit dem Online Programm COBALT® (Constraint based
Multiple Alignment Tool) erstellt und die Suche nach Kondensationsenzymen zuvor mittels BLAST®
durchgefiihrt.[1941%1 [Abbildung modifiziert nach [7). Das Protein aus P. rubra (* = WP_125559948.1) wurde noch
nicht benannt].

5.5.1 Kondensationsenzyme mit MAP (3a) als Edukt — PigC und HapC

Die Kondensation von MAP (3a) und MBC (2) zu Prodigiosin (1a) wird u.a. von den Enzymen HapC
(H. chejuensis) und PigC (S. marcescens) katalysiert. Die bereits erwdhnten Mutasyntheseexperimente
(allg. Erklarung Mutasynthese Kapitel 5.6.2), die zur Identifizierung der Kondensationsenzyme fiihrten,
zeigten ebenfalls, dass nicht nur MAP (3a) und MBC (2) zu Prodigiosin (1a) umgesetzt werden kann,
sondern auch Derivate dieser Vorlaufer (Schema 8).[*82% Hier wird deutlich, dass die Substratspezifitit

von PigC und HapC nicht sehr stark ausgepragt ist.

Alternative Alkylierungsmuster im C-Ring werden toleriert, sowohl was die Position der Alkylierung am
Pyrrol betrifft, als auch die Lange der Alkylkette. So werden z.B. die Pyrrol-Derivate 49 und 50
akzeptiert (Schema 8B). Kirzere Alkylketten scheinen daher keinen wesentlichen Einfluss auf die
Substratakzeptanz zu haben. Ebenso kénnen die beiden Kondensationsenzyme eine Reihe an
MBC (2) Derivaten mit verschiedenartigen und verschieden groRen A-Ringen zu den entsprechenden
Prodigininen umsetzen, wobei das Vorhandensein eines Pyrrols an dieser Stelle nicht essentiell zu sein
scheint, da sowohl das Furan (51)- als auch das Thiophen-Derivat (52) akzeptiert werden, ebenso wie

die MBC (2) Analoga 53, 54 und 55 ohne Hetereoaromaten.

5> September 2019: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi
6 September 2019: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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Schema 8. Ubersicht (iber die MAP (3a) und MBC (2) Derivate, die in Mutasyntheseexperimenten zusammen mit
MBC (2) respektive MAP (3a) eingesetzt, und durch das Kondensationsenzym PigC (S. marcescens) bzw. HapC
(H. chejuensis) zu den entsprechenden Prodigininen umgesetzt wurden.8-20)

In vorangegangenen Arbeiten wurde das Substratspektrum des Kondensationsenzyms PigC aus
S. marcescens im Kontext der Mutasynthese (Kapitel 5.6.2) untersucht.l*” 71 Verschiedenartige
n-alkylierte Monopyrrole wurden dafir synthetisiert und sowohl in der Mutasynthese als Mutasynthon
eingesetzt, als auch in in vitro Assays, bei denen der Umsatz der Monopyrrole mit MBC (2) zu den
entsprechenden Prodigininen durch heterolog in E. coli BL21(DE3) exprimiertes PigC untersucht
wurde. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind in Abbildung 14 dargestellt, wobei die Rotfarbung die

Generierung der Prodiginine anzeigt.

Die Methylgruppe in 2-Position der Pyrrole 3a—3h (Abbildung 141) scheint essentiell fiir eine gute
Umsetzung zu den entsprechenden Prodigininen zu sein, da Pyrrole 56a-56f ohne diesen
Methylsubstituenten nicht gut umgesetzt werden (Abbildung 141l). Pyrrole 57a-57d mit einer
Verlangerung der n-Alkylkette in 2-Position Gber eine Ethylgruppe hinaus werden ebenfalls nicht mehr
akzeptiert (Abbildung 141ll). Wahrend Prodiginin 58a noch gebildet wird, werden die
Prodiginine 58b—58d kaum produziert, da fir die Pyrrole 57b, 57c und 57d eine schlechtere Umsetzung
durch PigC gegeben ist. In 3-Position der Pyrrole werden, bei gleichzeitigem Vorhandensein der
Methylgruppe in 2-Position, Propyl- bis hin zu Octylgruppen gut toleriert (Pyrrole 3a, 3c—3f),
wohingegen die Monopyrrole 3g und 3h mit langeren Alkylketten in 3-Position nicht akzeptiert werden
(Abbildung 141). Das 2,3-Dimethylpyrrol 3b wird ebenfalls nur schwach zum Prodiginin 1b umgesetzt.
Obwohl eine gute Akzeptanz der Pyrrole gegeben ist, wenn ein Methylsubstituent in 2-Position
vorhanden ist, wird Pyrrol 27b, das lediglich eine Methylgruppe in 2-Position aufweist, kaum zum

Prodiginin 9b umgesetzt.
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Abbildung 14. Substratspektrum von PigC. A:Eingesetzte Monopyrrole. B: Ethanolische Extrakte der
Mutasynthese unter Nutzung des Mutasynthesestammes P. putida pig-r2 ApigD. C: Extrakte der in vitro Assays,
bei welchen das Enzym PigC heterolog in E. coli BL21(DE3) exprimiert wurde. [Abbildung modifiziert nach 71].

Die Arbeiten von Chawrai et al. aus dem Jahr 2012 zeigen vergleichende Untersuchungen zu den
Kondensationsenzymen HapC und PigC.?% Fiir beide Enzyme konnte gezeigt werden, dass diese in
einer nicht naher beschriebenen Form membrangebunden vorliegen und nicht 16slich exprimiert
werden. Die isolierten Membranfraktionen konnten dennoch in kinetischen Untersuchungen
eingesetzt werden, die im Falle von PigC eine deutliche Substratiiberschussinhibierung durch MAP (3a)
zeigen und einer nur schwachen Substratiiberschussinhibierung durch ATP, wadhrend die MBC (2)
Konzentration keine inhibierende Wirkung auf die Enzyme hatte. Fiir HapC hingegen wurde nur eine
duBerst geringe Inhibierung durch MAP (3a) nachgewiesen. Im Rahmen der Doktorarbeit von
Dr. Andreas S. Klein konnte die Membranstandigkeit von PigC und die Substratinhibierung durch
MAP (3a) in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Chawraietal. gezeigt werden.'”> 2 Dje
kinetischen Analysen des Kondensationsenzyms PigC wurden auf die Monopyrrole 3c und 3f erweitert,
die neben einer Methylgruppe in 2-Position eine Propyl- respektive Octylgruppe in 3-Position

aufweisen. Durch diese kinetischen Experimente konnte eine Substratiiberschussinhibierung in
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Abhdngigkeit von der Lange des n-Alkylsubstitutenten nachgewiesen werden, wobei die Starke der

Inhibierung von PigC mit Anstieg der Kettenlange zunimmt.

5.5.2 Kondensationsenzyme aus Streptomycetaceae mit 2-UP (27a) als Edukt — RedH und
Homologe

Diverse Streptomyces Stamme produzieren Undecylprodigiosin (9a) selbst oder dessen zyklische

Derivate, die durch nachfolgende oxidative Zyklisierungsreaktionen, katalysiert durch

Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen, entstehen (Kapitel 5.4.8). Das Kondensationsenzym RedH aus

S. coelicolor A3(2) katalysiert die Reaktion von 2-UP (27a) und MBC (2) zu Undecylprodigiosin (9a) und

wurde wie zuvor beschrieben durch Fltterungsstudien entdeckt und im Hinblick auf die Akzeptanz von

2-UP (27a) und MBC (2) Derivaten untersucht (Schema 9).[4% 168 198]

S i 1
HO HoJLMJ\ HoJLMJ\ HO” ~Cy4Hag
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BN D~
N~ “CiqHzs
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H o H 9 H 10
2-UP (27a) 63 63 64 27¢
o~ o~ o~ o~ o~
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S NH O S __NH
MBC (2) 51 52 53 54

Schema 9. Ubersicht tber die Precursor von 2-UP (27a) und MBC (2) Derivaten, die in Fiitterungsexperimenten
zusammen mit MBC (2) respektive 2-UP (27a) eingesetzt wurden und durch das Kondensationsenzym RedH
[S. coelicolor A3(2)] zu den entsprechenden Prodigininen umgesetzt wurden, 44 168 18]

Die aus den Fitterungsexperimenten abgeleiteten Ergebnisse zu den MBC (2) Derivaten dhneln dabei
denen von PigC und HapC.!*82% So wurde nachgewiesen, dass anstelle des Stickstoffs im A-Ring andere
Heteroatome toleriert werden, ebenso wie das Fehlen eines Hetereoaromaten wie bei
MBC (2) Derivat 53 oder das Vorhandensein sterisch anspruchsvollerer Substituenten wie bei
Derivat 54. Die Toleranz des Kondensationsenzyms gegenlber 2-UP (27a) Derivaten konnte indirekt
aus den Ergebnissen der Zufuitterung der Amino- bzw. Fettsduren 59, 60, 61 und 62 abgeleitet werden,
da diese im Verlaufe der Biosynthese zu den korrespondierenden 2-UP (27a) Derivaten 63, 64 und 27c

umgesetzt werden und letztendlich potentielles Substrat fur das Kondensationsenzym RedH
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darstellen. Die Pyrrole 65 und 66 mit endstdandiger Verzweigung kdnnen dabei von RedH akzeptiert

werden und auch Pyrrol 27¢ wird zum entsprechenden Prodiginin 9c umgesetzt.!* 168 1981

Neben RedH katalysieren auch Kondensationsenzyme wie McpH aus S. longispororuber, RphH aus
S. griseoviridis und MarH aus S. sp. CNQ-617 die Kondensation von 2-UP (27a) mit MBC (2).[4> 68 199, 200]
Zu beachten ist jedoch, dass MarH mutmalRlich auch die Hydroxylierung der Alkylkette von 2-UP (27a)
ermoglicht, entweder durch eine eigene bisher unbekannte enzymatische Funktion oder Rekrutierung
einer bis dato unbekannten Oxygenase./?*”! Diese putative Bifunktionalitdt des Enzyms MarH wiirde es

von den anderen Kondensationsenzymen unterscheiden.

5.5.3 Kondensationsenzyme aus Pseudoalteromonadaceae mit DDA (28a) als Edukt —
TamQ und TreaP

Wahrend die Kondensationsenzyme, welche die Bildung von Prodigininen katalysieren noch

vergleichsweise gut erforscht sind, so wurde bisher nur wenig zu den Kondensationsenzymen

veroffentlicht, die an der Kondensationsreaktion zu Tambjaminen beteiligt sind. TamQ aus

P. tunicata D2 ist eines der wenigen beschriebenen Enzyme und kondensiert DDA (28a) mit MBC (2)

zu Tambjamin YP1 (26a).3*! Eine weitere Charakterisierung dieses Enzyms wurde nach aktuellem

Wissen bisher noch nicht veroffentlicht.

Zum Ende der experimentellen Phase dieser Doktorarbeit wurde eine kinetische Charakterisierung des
rekombinant hergestellten und im Anschluss gereinigten Kondensationsenzyms aus P. citrea
verdffentlicht.'7® 201 Ebenso wie TamQ hat dieses Kondensationsenzym, TreaP, DDA (28a) als
natirliches Substrat und produziert somit Tambjamin YP1 (26a), welches jedoch nachfolgend zum

zyklischen Tambjamin MYP1 (26b) zyklisiert wird.!*7¢- 204

5.6 Heterologe Produktion von Prodigiosin(1la) und Derivaten in
P. putida KT2440

5.6.1 Produktion von Prodigiosin (1a) in P. putida KT2440 — Biosynthese

Die hohe strukturelle Komplexitat von Naturstoffen macht ihre Synthese herausfordernd und ungleich
schwerer, sodass neben der rein chemischen Synthese auch enzymatische und biosynthetische
Ansatze oder die Kombination aus allen ein Fundament fiir eine effiziente Synthese sind.?°? Auch im
Falle von Prodigiosin sind zahlreiche (biomimetische) Totalsyntheseansatze bekannt, jedoch zeigt sich
auch hier wie bei jedem anderen Naturstoff auch das Problem der Naturstofftotalsynthese: Mit jedem
weiteren Syntheseschritt sinkt die Gesamtausbeute und macht den synthetischen Ansatz unter dem
Gesichtspunkt der Atomeffizienz oder auch im Rahmen einer 6konomischen Betrachtung nicht
reizvoll.[13 1631, 203, 2041 55 \war eines der ersten Ziele zu Beginn des Prodigiosin (1a)-Projekts im Jahr
2013, einer Kooperationsarbeit zwischen dem Institut fir Bioorganische Chemie und dem Institut fur
Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf, eine nachhaltige Produktion von
Prodigiosin (1a) zu etablieren. Dies gelang durch die Generation eines bakteriellen

Prodigiosin (1a) Produzenten.?%! Die bis dato in der Literatur bekannten Beispiele fokussierten sich
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vorwiegend auf die Nutzung der natirlichen Prodigiosin (1a) Produzenten wie S. marcescens, jedoch
geht mit der Nutzung eines opportunistischen Humanpathogens wie es S. marcescens’ ist ein
Gefahrenpotential einher.[’% 2072091 Djese Sicherheitsrisiken kénnen durch Nutzung alternativer
Produktionsorganismen vermieden werden. Als ein attraktiver Wirtsorganismus fir die
biosynthetische Herstellung von Naturstoffen hat sich P. putida KT2440 hervorgehoben, der zudem als
sicherer® Organismus eingestuft ist.?**) Durch Anwendung des Transfer and Expression Systems (TREX)
konnte durch Dr. Andreas Domrése (Institut flr Molekulare Enzymtechnologie,
Heinrich-Heine-Universtitat Disseldorf; Prof. Dr. Karl-Erich Jaeger, Dr. Thomas Drepper,
Dr. Anita Loeschcke) das pig Gencluster aus S. marcescens in das Genom von P. putida KT2440
integriert und so ein stabiler und effizienter Prodigiosin (1a) Produzent generiert werden.!*7, 205 212-214]
Bemerkenswerterweise integrierte das pig Cluster bei allen Stammen der Stammbibliothek, die eine
hohe Prodigiosin (1a) Produktion aufwiesen, in eines der sieben rRNA Operons von P. putida.!?*? 215-217]
Der Stamm mit der héchsten Produktionsleistung, P. putida pig-r2, erzielt bis zu 94 mg Prodigiosin (1a)
pro Liter Kulturvolumen. Die Isolierung des Naturstoffs 1a wurde im Rahmen vorangegangener
Arbeiten entwickelt und etabliert, so dass Prodigiosin (1a) in reiner Form aus der biosynthetischen

Produktion erhalten werden konnte (Kapitel 5.6.3).17 20

R-§ C5H11 \[]/ICSHﬂ CsHqy
PigD PigE
o s 9 (1

37 38 41
OH
Pigl PigJ i
HO  PigA 5 PigH \ N oH PigN
O—P O—F NH
—>» _ o Prodigiosin (1a)
NH X NH & NH

L-Prolin 30 HBM (34)

P. putida pig-r2

Abbildung 15. Ubersicht (iber den Prodigiosin (1a) Produzenten P. putida pig-r2. Das pig Gencluster aus
S. marcescens ist ins Genom integriert. [Abbildung modifiziert nach '”; R = ACP oder CoA ( = Coenzym A)]

7 In Deutschland wird S. marcescens als Organismus der Risikogruppe 2 eingestuft, so dass es fir Arbeiten mit
diesem Organismus mindestens Laboratorien der Sicherheitsstufe 2 bedarf.[20¢!

8 Oftmals wird P. putida KT2440 als GRAS (engl. generally recognized as safe) Organismus bezeichnet, auch wenn
diese Bezeichnug nicht korrekt ist. Jedoch ist P. putida KT2440 als sicherer Organismus eingestuft, mit dem in
Laboratorien der Sicherheitsstufe 1 gearbeitet werden darf. Der GRAS Status wird von der Food and Drug
Adminstration (Lebensmitteliberwachungs- und Arzneimittelbehorde der Vereinigten Staaten von Amerika) nur
fir Chemikalien und bestimmte Mikroorganismen Stamme verliehen, die unbedenklich eingenommen werden
kénnen. 220
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5.6.2 Produktion von Prodigiosin (1a) Derivaten in P. putida KT2440 — Mutasynthese

Die Vorteile der biosynthetischen Produktion von Naturstoffen, namlich die Erzeugung wertvoller
Produkte durch den Einsatz kostenglinstiger Rohstoffe wie Zucker und Wasser, bringt jedoch auch den
Nachteil mit sich, dass keine Derivate des Naturstoffs hergestellt werden kénnen. Gerade diese
Derivate konnen in der Anwendung als potentielle Arzneimittel jedoch bedeutsam sein. Eine Variante,
Naturstoffderivate mithilfe von Mikroorganismen zu produzieren, ist die sogenannte Mutasynthese
(engl. mutational biosynthesis, Abk. mutasynthesis). Fiir die Mutasynthese wird ein Stamm benétigt,
der durch eine Gendeletion im Biosyntheseweg den urspringlichen Naturstoff nicht mehr
synthetisieren kann. Allerdings konnen durch Zufiitterung des sogenannten Mutasynthons, einem
Analogon des fehlenden Bausteins, Derivate des Naturstoffs gebildet werden (Abbildung 16).[28-223]
Durch Nutzung der Mutasynthese konnten bereits erfolgreich Derivate der Antibiotika Rapamycin,

Ansamitocin, Geldanamycin, Vancomycin oder Platensimycin hergestellt werden. 220 224-230]

Biosynthese

®—>® >0 >0 0

Mutasynthese

®X> Z2>E——H0H—>©®
o/

Abbildung 16. Vergleich von Biosynthese und Mutasynthese. [Abbildung modifiziert nach Kirschning et al.?3%;
A = Startbaustein, B-D = biosynthetische Intermediate; B = Mutasynthon; E = Naturstoff bzw. Naturstoffderivat;
a—d = Enzyme; griin = urspriinglicher Biosyntheseweg; violett = Derivate]

Die Ubertragung des Mutasynthesekonzepts auf den Prodigiosin (1a) Produzenten P. putida pig-r2 mit
dem Ziel Prodigiosin (1a) Derivate zu generieren, erfolgte ebenfalls in Zusammenarbeit zwischen
Dr. Andreas Domrése und Dr. Andreas S. Klein. Ausgehend vom Stamm P. putida pig-r2 wurde von
Dr. Andreas Domrdése eine Mutante erzeugt, die eine partielle Gendeletion des Gens pigD aufweist. Die
Erstellung des knockout Stammes erfolgte via homologer Rekombination mit Teilsequenzen der Gene
pigC und pigD und Insertion des Streptomycin Resistenzgens in pigD. Da das ThDP-abhangige Enzym
PigD, welches eine enzymatische Stetter-Reaktion im ersten Teilschritt der MAP (3a) Biosynthese
katalysiert, nicht mehr produziert wird, kann die Deletionsmutante das Monopyrrol 3a nicht mehr
herstellen. Die Biosynthese des Bipyrrols MBC (2) kann jedoch weiterhin ungestort erfolgen. Durch
Supplementierung mit MAP (3a) Derivaten kdnnen so Prodigiosin (1a) Derivate mit Diversifizierung am
C-Ring produziert werden (Abbildung 17).[*7- 197, 2121
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Mutasynthone
RZ

(’N_‘Lw A
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HO PigA S PigH

0 ) o} )
—» —

NH & -NH D

Prodiginine

L-Prolin 30

P. putida pig-r2 ApigD

Abbildung 17. Ubersicht (iber den Mutasynthesestamm P. putida pig-r2 ApigD. Das pig Gencluster aus
S. marcescens ist ins Genom integriert und das Gen pigD deletiert, sodass kein MAP (3a) produziert wird. Durch
Zufltterung von Mutasynthonen wird die Produkion von Prodigininderivaten ermdglicht. [Abbildung modifiziert
nach 17): R = ACP ( = Acyl-Carrier Protein) oder CoA ( = Coenzym A)]

5.6.3 Extraktion und Reinigung von Prodigininen aus P. putida

Das Verfahren zur Extraktion und Reinigung von Prodigininen aus P. putida wurde in einer
Zusammenarbeit des Instituts far Bioorganische Chemie und des Instituts fir Molekulare
Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitat entwickelt und kann sowohl fir die Produktion von
Prodigiosin (1a) mithilfe des Stammes P. putida pig-r2 angewendet werden, als auch fur den
Mutasyntheseansatz. Die Extraktionsmethode basiert dabei auf dem Einsatz von etwa 1 cm? groRen
Polyurethan (PU)-Schwammchen, an welche die Prodiginine aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften adsorbieren konnen. Bemerkenswert ist, dass die PU-Schwammchen nicht nur den Teil
des im Uberstand vorhandenen Prodiginins adsorbieren, sondern auch die Prodigiosinsekretion durch
kontinuierliche Bindung des extrazellularen Pigments erleichtern. Ebenso fiihrt der Einsatz der
PU-Schwammchen zu einer hdheren Reinheit des Rohextraktes. Der Ablauf der Extraktion und
Reinigung von Prodigininen ist in Abbildung 18 dargestellt. Wahrend der Kultivierung werden die
PU-Wirfel zum Medium zugegeben, sodass die Prodiginine an diese mittels hydrophober
Wechselwirkung adsorbieren kénnen. Nach erfolgter Kultivierung kénnen die PU-Schwammchen mit
einem Sieb aus der Kulturbriihe geerntet und mit Wasser gewaschen werden, sodass wasserldsliche
Verunreinigungen bereits entfernt werden kdnnen. Im Anschluss erfolgt die eigentliche Extraktion der
Prodiginine unter Einsatz eines Soxhlet-Extraktors, der die Fest-Fllssig-Extraktion der Schwamme mit

Diethylether als Losungsmittel ermoglicht, sowie klassische Zweiphasen Extraktion des Rohextrakts im
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Scheidetrichter mit Wasser und Dichlormethan. Im Folgenden wird der Rohextrakt via

Saulenchromatographie gereinigt und reines Prodiginin erhalten.[t”- 205!
)
=
(I
é % ? 5 N
A B C D E
Produktion Extraktion
und Ernte der via Séaulen-
Adsorption PU-Schwamme Soxhlet-Extraktor ~ chromatographie Prodiginine

Abbildung 18. Ubersicht iiber die Extraktion und Isolierung von Prodigininen. A: P. putida pig-r2 wird zusammen
mit PU-Schwammchen kultiviert, die als Adsorbens fiir Prodiginine dienen. B: Die PU-Schwdmme werden nach
Kultivierung mithilfe eines Siebs aus der Kulturbriihe geerntet. C: Extraktion der PU-Schwamme in einem
Soxhlet-Extraktor mit Losemitteln. D: Reinigung via Sdulenchromatographie. E: Prodiginine werden nach
Saulenchromatographie in reiner Form erhalten.

5.7 Biomimetische Synthesen von Prodigininen

Da in dieser Arbeit ebenso wie in friiheren Arbeiten hauptsachlich Prodiginine mit Variation am C-Ring
hergestellt wurden, bietet die biomimetische Totalsynthese (Schema 10) diverse Vorteile.'”! Diese
ahmt die gegabelte Biosynthese (Kapitel 5.4), und somit den parallelen Aufbau des MBC (2) Bausteins
einerseits und des Monopyrrols MAP (3a) andererseits, nach. Die Kondensation beider Bausteine zum
Naturstoff findet dabei erst als letzter Schritt der Synthese statt. Dies erlaubt somit das Einbringen
verschiedener MAP (3a) Derivate und den einfachen Zugang zu Prodigiosin (1a) Derivaten. Zudem
kénnen die synthetisierten Monopyrrole nicht nur fir die Totalsynthese der Referenzmolekiile genutzt
werden, sondern dienen auch als Mutasynthons fir mutasynthetische Ansatze (Kapitel 5.6.2) zur

Prodiginin Produktion.
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MBC (2)
————
> I/ \
—_— Prodigiosin (1a)
e N -
H
MAP (3a)

Schema 10. Schema der biomimetischen Totalsynthese am Beispiel Prodigiosin (1a).

Der Ansatz der biomimetischen Totalsynthese diente auch bei den ersten Totalsyntheseversuchen
Anfang der 1960er Jahre als Grundlage. Der erste Versuch der Totalsynthese von Prodigiosin (1a) mit
dem Ziel der Strukturaufkldarung fiihrte jedoch zu einer Struktur, deren spektroskopische Eigenschaften
nicht mit denen des bakteriellen Isolats {ibereinstimmte.3 Diese Syntheseroute bildete allerdings die
Basis fir die kurze Zeit spater entworfene und publizierte Syntheseroute von Rapoport und Holden
(Schema 11), die auch zur korrekten Struktur fiihrte und so letztlich den Strukturbeweis ermaoglichte
(Kapitel 5.2.2).3Y Im ersten Schritt dieser in Schema 11 dargestellten Totalsynthese werden
Startmaterial 67 und Natriumglycinat (68) zu Pyrrol 69 umgesetzt, welches nachfolgend O-methyliert
wird, sodass Verbindung 70 hervorgeht. Eine folgende zweischrittige Decarboxylierung von
Verbindung 70 fiihrt zum Methoxypyrrol 71. Die aromatische Substitution von Pyrrol 71 mit
1-Pyrrolin (72) ergibt Amin 73, welches anschliefend durch Palladium vermittelte Dehydrierung unter
hohen Temperaturen zu Verbindung 74 umgesetzt wird. Im nachsten Schritt wird Bipyrrol 74 durch
eine McFayden-Stevens Reduktion Gber drei Stufen zum Aldehyden 2 umgesetzt. Im finalen Schritt der
Synthese folgt die Kondensation von MBC(2) mit MAP (3a) unter sauren Bedingungen zu
Prodigiosin (1a).
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CH,N,
EtO I OEt 68 - ! \\. OEt ) ! \\. OEt
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67 69 70
7 v
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00— N X X
1) H2S04 0 Pd/C o
72 \ \
- / \\_ OEt 2 g NH > NH
. N i —
2) 200 °C H o NH Ny, 177 °C ~_NH
53 % 13 % 82 %
71 73 74
CsHyq
1) HoNNH, o~ T
2) p-TsCl, Pyridin N N
3) Na,CO3 N H 3a
I—— \ NH O »
170 °C ~_NH konz. HCI
25 % 55 %
MBC (2) Prodigiosin (1a)

Schema 11. Erste Totalsynthese von Prodigiosin (1a) entwickelt von Rapoport und Holden.BY

Auch in verschiedenen spateren Totalsynthesen wurde der Ansatz einer biomimetischen Synthese
verfolgt.[31' 92, 204, 232, 233]

5.7.1 Synthese von MBC (2) und Boc-MBC (75)

Die Zuganglichkeit zum MBC (2) in nicht ausreichenden Mengen war eine Schwachstelle der ersten
biomimetischen Totalsynthesen. Wasserman et al. entwickelten 1999 eine deutlich kiirzere
Syntheseroute zur Darstellung von MBC (2) (Schema 12). So zeigten Wasserman et al., dass Pyrrol 76
bei tiefen Temperaturen und in Anwesenheit von Singulett-Sauerstoff und anschlieBender Zugabe von
1H-Pyrrol (4) zum Bipyrrol 77 umgesetzt werden kann. Verbindung 77 kann wie auch in der
Totalsynthese von Rapoport und Holden via McFayden-Stevens Reduktion zu MBC (2) umgesetzt
werden. Die Syntheseroute von Wasserman et al. hatte jedoch auch eine niedrige Gesamtausbeute

von 17 % tiber fuinf Schritte zum Nachteil .[*6 31 232]
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o 1) HoNNH, o
1)'0, 2) p-TsCl, Pyridin
0— 2) 1H-Pyrrol (4) (NBoc  3)NaCO; (o
(/_\S\ E— NH > NH
N~ ~Boc -78°C — 170 °C =
H X NH a _NH
42 % 40 %

76 77 MBC (2)

17 %, 5 Schritte

Schema 12. Synthese von MBC (2) nach Wasserman et al.?3%

Die Anwendung der Suzuki-Kupplung wurde schlieRlich 2006 von Lavallée und Mitarbeitern
(Firma Gemin X) auf die Synthese des Bausteins MBC (2) libertragen und ermaoglichte so dessen
Produktion im Kilogramm-MaRstab und damit auch die Synthese des Prodiginins Obatoclax (23) fiir die
Anwendung in klinischen Tests (Kapitel 5.2.3).123% 234 Bej dieser Synthesesequenz wird
4-Methoxy-3-pyrrolin-2-on 78 durch ein Vilsmeier-Haack-Reagenz zu Bromenamin 79 umgesetzt, aus
welchem anschlieRend unter Einsatz der Boronsdure 80 mithilfe der Suzuki-Kupplung MBC (2)
synthetisiert wird (Schema 13). Dairi et al. konnten mit dieser Synthesesequenz Giber zwei Schritte eine

Gesamtausbeute von 67 % erreichen.?33!

BN
N~ “B(OH), 80

]
Boc

o~
POBr3 Pd(PPh3)4
O—  Diethylformamid 0— Na,COj N
S —— - |
0~™N Chloroform Br N™S Dioxan/H50 [9:1 (v/V)] =
H N\\ X NH
70 % ( 95 %
78 79 MBC (2)

67 %, 2 Schritte

Schema 13. Synthese von MBC (2) nach Dairi et al. Das Schema wurde modifiziert nach Dairi et al.?3*

Diese MBC (2)-Synthese von Dairi et al. diente neben Veroffentlichungen von Aldrich als Grundlage fiir
eine MBC (2)-Synthese, die aus den Arbeiten zur Dissertation von Dr. Andreas S. Klein hervorging

(Schema 14)_[17, 156, 233, 235)
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N-Boc-1H-Pyrrol-MIDA Ester (81)

Pd(PPhs), —

POBr3 NayCO3 o

O— Dlethylformamld O— K3PO, \\ N
Ig S > NH O
chhlormethan Br N \N Dioxan/H20 [9:1 (v/v)] —
( \\ XN~Boc
72 % 75 %

8 79 Boc-MBC (75)

Schema 14. Boc-MBC (75) Synthese.[”)

Bei dieser Strategie wird im Gegensatz zur Synthese nach Dairi et al. statt der freien Boronsaure (80)
die kommerziell erhaltliche  geschiitzte Boronsaure N-Boc-1H-Pyrrol-MIDA-Ester (81,
MIDA = N-Methyliminodiacetat) eingesetzt.'” 233/ So kann auch der Instabilitit der freien
Boronsidure (80) entgegen gewirkt werden.'”” Da Boc-geschiitztes MBC(75) eine hdohere
Lagerstabilitdt aufweist als das freie MBC (2), wie bereits von Aldrich beobachtet, wurde dieses
hergestellt und fiir die nachfolgende Kondensationsreaktion (Abschnitt 5.7.3) genutzt.*” ¢! |m ersten
Schritt der Synthese wird unter Anwendung einer Vilsmeier-Haack Haloformylierung aus
4-Methoxy-3-pyrrolin-2-on (78)  mit  Phoshoroxybromid und  N,N-Diethylformamid  das
Bromenamin (79) hergestellt. Letzeres wird anschlieBend zusammen mit N-Boc-1H-Pyrrol-MIDA

Ester (81) in einer Suzuki-Kupplung eingesetzt und so Boc-MBC (75) erhalten.

Da fiir den Einsatz in Experimenten mit Kondensationsenzymen dennoch das ungeschiitze MBC (2)
bendtigt wird, wurde ebenfalls eine Methode entwickelt, um in einer Mikrowellenreaktion

Boc-MBC (75) zu entschiitzen und MBC (2) zu erhalten (Schema 15).17!

o~ o~
N 2,2, 2-Trifluorethanol N\
\ 7 Yo \ 7 Yo
NH > NH
— Mikrowelle —
xN~Boc 50 W, 120 °C X NH
90 %
Boc-MBC (75) MBC (2)

Schema 15. Entschiitzung von Boc-MBC (75) zu MBC (2).117)

5.7.2 Synthesen der Monopyrrole

Neben der Synthese der Bipyrrol-Einheit MBC (2) ist ebenso die Synthese der Monopyrrol Bausteine
wie MAP (3a) und dessen Derivate fiir die biomimetische Totalsynthese von Prodigininen notwendig
und auch fur die Anwendung in enzymatischen Umsetzungen oder als Mutasynthon in
Mutasynthesereaktionen erforderlich (Kapitel 5.5.1 und 5.6.2). Als Alternative zu klassischen
Pyrrolsynthesen wie die Hantzsch-Pyrrolsynthese oder die (Paal)-Knorr-Pyrrolsynthese, die zu
Carbonyl-substituierten Pyrrolen fiihren oder 2,5-dialkyierten Pyrrolen, kann die Trofimov-Synthese

zur Darstellung 2,3-disubstituierter Pyrrole genutzt werden. 236242
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Trofimov-Synthese -  Zugang zu  2,3-Dialkylpyrrolen 3,57 und  zyklischen
2,3-Dialkylpyrrolen 82

Die Trofimov-Reaktion (Schema 16), die erstmals 1973 beschrieben wurde und Pyrrole ausgehend von
Ketoximen 83 unter Einsatz von 1,2-Dichlorethan oder Acetylen aufbaut, findet in einem
Superbase-System statt aus MOH (M = Alkalimetall) und Dimethylsulfoxid (DMSO). Die Reaktion kann
dabei sowohl als Eintopfsynthese stattfinden ausgehend von Keton 84 oder als konsekutiver Ansatz,
bei dem zuerst das Ketoxim 83 ausgehend vom Keton 84 gebildet wird (Schema 16A) und
anschlieRend die Trofimov-Reaktion stattfindet.[237 238 243]

In dieser Arbeit wurde, wie in vorangegangenen Arbeiten etabliert, eine zweistufige Synthesesequenz
angewandt und das Ketoxim 83 ausgehend vom Keton 84 zunachst mit Hydroxylaminhydrochlorid und
Pyridin in Ethanol hergestellt (Schema 16A).Y7 2% Nachfolgend wird das Ketoxim 83 in der
Trofimov-Synthese eingesetzt, wobei statt Acetylen 1,2-Dichlorethan verwendet wurde (Schema 16 B).
In dieser Synthese erfolgt nach Trofimov zunachst die Reaktion von 1,2-Dichlorethan mit Ketoxim 83,
wobei durch eine anschliefende Eliminierung das O-Vinylketoxim 85 entsteht (Schema 16C).

A

HONH, - HCI
o Pyridin o
—_— 2 |
2 R
R\)LR1 EtOH, \)\R1
Ruckfluss
84 83
B Trofimov-Reaktion
1,2-Dichlorethan, R2 R2
~OH  KOH R2 R2
80-130 °C \
83 3,57, 82
c cl
) 1,2-Dichlorethan, ) ) )
R KOH/DMSO R KOH/DMSO / R K/J IR
HO, ., ——— > O, -\, — > o, ~ 1‘_—‘0\( ]
N" R"  kal, -H,0 N" 'R" kgl -H,0 N R N° R
83 85 86
[3.3]
2 2 2
R R R Ow R2
| ~— o — oL «— X
N H,0 HO
3, 57,82 88 87

Schema 16. Oxim (83)Synthese und Trofimov-Reaktion zur Synthese von (zyklischen) 2,3-dialkylierten Pyrrolen 3,
57 und 82. A: Oxim(83) Synthese. B: Ubersichtsreaktion der Trofimov-Reaktion. C: Allgemeiner von Trofimov
postulierter Reaktionsmechanismus der Trofimov-Reaktion mit 1,2-Dichlorethan in einem Superbase-System aus
KOH und DMSO. Schema modifiziert nach Trofimov et al.?**! [Die Reste R* oder R? sind variabel. Es lassen sich
mit der Reaktionssequenz sowohl 2,3-dialkylierte 3, 57 als auch zyklische 2,3-alkylierte Pyrrole 82 darstellen. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit sind zyklische Pyrrole 82 nicht in der Abbildung dargestelit.]
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Das Imin 85 steht im Gleichgewicht mit Enamin 86, aus welchem durch eine [3,3]-sigmatrope
Umlagerung Verbindung 87 entsteht. Aus einer intramolekularen Zyklisierung mit anschlieRender
Dehydratisierung geht Pyrrol 88 hervor. Das 3H-Pyrrol 88 kann schlussendlich zum entsprechenden

1H-Pyrrol 3, 57 oder 82 umlagern.[17- 237,238,245, 246]

Neben MAP (3a), welches von Trofimov et al. erstmalig 1985 mit der Trofimov-Reaktion dargestellt
wurde und Baustein flr Prodigiosin (1a) ist, kdnnen unter Anwendung der Trofimov-Reaktion diverse
2,3-dialkylierte Pyrrole 3 und 57 synthetisiert werden und auch die Synthese von zyklischen

2,3-alkylierten Pyrrolen 82 durch Verwendung von zyklischen Ketoximen 83 ist moglich.[*7- 197,205 243, 245-
248]

Synthese von 2-Alkylpyrrolen 27 und 3-Alkylpyrrolen 56

Der Zugang zu ausschlieBlich in 2- oder 3-Position alkylierten Pyrrolen (27 und 56), wie 2-UP (27a) als
Baustein des Undecylprodigiosins (9a), ist unter Nutzung der Trofimov-Reaktion nicht gut moglich,
sodass alternative Syntheserouten in Betracht gezogen werden miissen. Ausgehend vom 1H-Pyrrol (4)

kénnen jedoch sowohl 2-Alkylpyrrole 27 als auch 3-Alkylpyrrole 56 synthetisiert werden.

Fir die Herstellung von 2-alkylierten Pyrrolen 27 kann beim 1H-Pyrrol (4) beginnend zunachst eine
Acylierung zu 2-Acylpyrrolen 89 erfolgen. Da Pyrrole zum Polymerisieren neigen, bietet sich als
Alternative zu einer klassischen Friedel-Crafts-Acylierung unter Verwendung von Lewis-Sduren, die von
Yadav et al. und auch von Lvetal gezeigte Variante unter Einsatz von elementarem Zink an

(Schema 17).[249, 2501

Acylchlorid
R Zink NaBH4 R
[ ) Yadav et al. —H—— O\R1 Pappireddy et al.
H Toluol 2-Propanol H
RT Rickfluss
4 27
Hydrazinhydrat
KOH
L o [\ Ayl oo (/_\>\
77 R1
H 0 Ethylenglykol H
200 °C
89 27
Acylchlorid
Zink LiAIH
[/ \S _ llvetal —>4 @\ 1
N . N~ R
H Diethylether THF H
0°C Ruckfluss
4 27

Schema 17. Méglichkeiten zur Synthese von 2-Alkylpyrrolen 27.(24%2501

Die sich anschlieRende Reduktion zu 2-Alkylpyrrolen 27 kann via Natriumborhydrid realisiert werden
wie von Papireddy et al. fiir 2-UP (27a) gezeigt, als Wolff-Kishner-Reduktion erfolgen oder durch den
Einsatz von Lithiumaluminiumhydrid.*® Die beiden erstgenannten Varianten konnten im Rahmen der

Arbeiten von Dr. Andreas S. Klein nicht oder nicht reproduzierbar umgesetzt werden. *”! So konnte
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durch Einsatz von Natriumborhydrid nur der sekundare Alkohol erhalten werden. Jedoch gelang die
Reduktion via Lithiumaluminiumhydrid zum 2-UP (27a) mit einer Ausbeute von 63 %.[”) Die Reduktion
mit Lithiumaluminiumhydrid endete nicht beim sekundaren Alkohol, sondern fiihrte zum Alkan, was

in der Literatur als sogenannte Uberreduktion beschrieben wird.[?>% 252

Eine Synthese von ausschliefllich in 3-Position alkylierten Pyrrolen 56 ist mittels einer mehrstufigen
Synthesesequenz moglich, die ebenfalls von 1H-Pyrrol (4) ausgeht, welches im ersten Syntheseschritt

zum N-Tosylpyrrol (90) tosyliert wird (Schema 18).

. o) 0
a) NaH Acylchlorid
b) p-TsCl AlCI5 Ayl NaoH ARyl A, Alkyl
Uy — s [N — 5 I\ — 5 '\ — 5 '\
N THF N cHyCl N 14-Dioxan N THF N
a)0°C Tos Rt Tos 80 °C Ruckfluss
b) RT
4 90 91 92 56

Schema 18. Synthesesequenz zur Darstellung von 3-Alkylpyrrolen 56.

Das Einbringen der Tosylgruppe erfolgt, um bei der nachfolgenden Friedel-Crafts-Acylierung von
Verbindung 90 eine Acylierung des Pyrrols in 3-Position zu dirigieren. Am unsubstituierten
1H-Pyrrol (4) findet eine elektrophile Substitution vornehmlich in a-Position statt, also der 2- und
5-Position des 1H-Pyrrols (4). Die Tosylierung deaktiviert den Stickstoff und die Regioselektivitat kann
Uber die Wahl der Lewis-Saure beeinflusst werden, wobei die Nutzung von Aluminiumchlorid zu
Acylierung in 3-Position und somit zu 3-Acyl-N-tosylpyrrolen 91 fiihrt.?>> 2°¥ Nach Entschiitzung des
Stickstoffs durch basische Hydrolyse und somit Erhalt von 3-Acylpyrrolen 92 erfolgte analog zur
Synthese der 2-Alkylpyrrole 27 die Reduktion zum Alkan vig Lithiumaluminiumhydrid, sodass

3-Alkylpyrrole 56 erhalten werden.!”!

5.7.3 Kondensationsreaktion zu Prodigininen

Die Kondensation von MBC (2) und einem Monopyrrol zu Prodigininen, die den finalen Schritt der
Totalynthese darstellt, wird haufig sdurekatalysiert unter Einsatz von HCI realisiert, wie bereits von
Rapoport und Holden 1962 beschrieben.B Auch in spater veréffentlichten Synthesen von Prodigninen
wurde die Reaktion mit katalytischen Mengen HCI in Methanol oder Ethanol durchgefiihrt
(Schema 19).14% 203, 2551 pyrch eine nachfolgende Ausfillung des entstandenen Prodiginins als
Hydrochlorid kann das Prodiginin als Feststoff und in (Z)-Konfiguration erhalten werden. Der Einsatz
von Boc-MBC (75) statt MBC (2) in der Reaktion ist moglich, da unter den Bedingungen der

Saurekatalyse auch die Entfernung der Boc-Schutzgruppe erfolgt.!*”
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1) HCI, MeOH oder EtOH

'
2) HCI (1 M in Diethylether)

Boc-MBC (75)

Schema 19. Kondensationsreaktion von MBC (2) mit einem Monopyrrol zum Prodiginin.

Alternativ kann die Kondensation durch den Einsatz von Phosphoroxychlorid katalysiert werden, wie

es bereits fiir Prodiginine oder verwandte Strukturen gezeigt wurde. (7 256-258]
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Ergebnisse und Diskussion

6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Synthese von Vorlauferverbindungen und Referenzprodukten

Sowohl die Precursor Synthese als auch die Herstellung von Referenzverbindungen bilden eine
obligatorische Grundlage fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente und sind in
diesem Kapitel dargestellt. Eine Optimierung der einzelnen Syntheseschritte wurde dabei nicht

vorgenommen.

6.1.1 Synthese von Vorlauferverbindungen

6.1.1.1 Pyrrolsynthesen
Die fiir diese Arbeit notwendigen Pyrrole wurden, wie in Schema 20 zusammenfassend dargestellt,

Uber drei verschiedene Syntheserouten hergestellt (Kapitel 8.2.2).

R2 "
N N,
A o2 — —_— 3
R R1 RZ\)I\R1 N R1
H
84 83 3, 57,82
(o) (o)
Alkyl Alkyl R
N l;l l;l N N
H Tos Tos H H
4 90 91 92 56

N
H o

4 89 27

c @ —» U N Ak 5 @\w
H H

Schema 20. Ubersicht der Pyrrolsynthesen dieser Arbeit.

Synthese von (zyklischen) 2,3-alkylierten Pyrrolen — Syntheseroute A

Sowohl die 2,3-Dialkylpyrrole 3a—3b, 3f, 3h, 3i, 57a, 57c, 57e-57g als auch die zyklischen
2,3-Dialkylpyrrole 82a und 82e wurden unter Nutzung einer bereits etablierten Syntheseroute mithilfe
der Trofimov-Reaktion (Kapitel 5.7.2) hergestellt, woflir zunédchst ausgehend von Ketonen 84 die
entsprechenden Ketoxime 83 synthetisiert wurden (Schema 21). Die Ketoxime 83 stellen daraufhin die

Substrate des hier angewandten konsekutiven Ansatzes der Trofimov-Reaktion dar.[*7: 197, 205, 243, 245-248]
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HONH, - HCI, 1,2-Dichlorethan, R2" .
Pyridi OH  KOH s
RZ\)OL - z\)N'\' > ﬂ\m
1 R -
R EtOH, Ruckfluss, R! DMSO, 90100 °C, N
2h 4h
84 83 3a-b, 3f, 3h, 3i,
57a, 57c, 57e—f,
82a, 82e
1-42 %

Schema 21. Syntheseroute A zur Herstellung von (zyklischen) 2,3-dialkylierten Pyrrolen mithilfe der
Trofimov-Reaktion.

Synthese von 3-alkylierten Pyrrolen — Syntheseroute B

Im Gegensatz zur Synthese der (zyklischen) 2,3-dialkylierten Pyrrole wurden die 3-Alkylpyrrole 56a—56i
nicht unter Nutzung der Trofimov-Reaktion hergestellt, sondern (iber eine zuvor bereits etablierte
vierstufige Synthesesequenz (Kapitel 5.7.2) ausgehend von 1H-Pyrrol (4) synthetisiert (Schema 22).
Dabei wird 1H-Pyrrol (4) zunachst zum N-Tosylpyrrol (90) umgesetzt, sodass bei der nachfolgenden
Friedel-Crafts-Acylierung von Verbindung 90 eine Acylierung in 3-Position erfolgt. Nach Entschiitzung
des Stickstoffs durch basische Hydrolyse werden die 3-Acylpyrrole 92 erhalten, woraufhin die

Reduktion zum Alkan via Lithiumaluminiumhydrid erfolgen kann, sodass 3-Alkylpyrrole 56 erhalten

werden.!”!
a) ACl3,
a) NaH; THF, Acylchlorid; o o
0°C, 10 min, CH2Cla, Alkyl Alkyl
RT, 30 min RT, 20 min 5 N NaOH
H b) p-Tosylchlorid; r]l b) 90, 0 °C ']‘ 1,4-Dioxan, N
THF, RT, 3 h Tos ¢)RT, 3h Tos 80°C, 1.5 h
4 90 91 92
THF,
LiAIH,4 Ruckfluss,
3h
R1
14 \§
N
H
56a—i
13-83 %

Schema 22. Syntheseroute B zur Herstellung von 3-alkylierten Pyrrolen.
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Synthese von 2-alkylierten Pyrrolen — Syntheseroute C

Die Synthese der 2-Alkylpyrrole 27a—-27g (Schema 20C) wurde u.a. im Rahmen der Bachelorarbeit von
B. Sc. Annabel Arens durchgefiihrt.”>®! Die Syntheseroute basierte dabei auf den Publikationen von
Yadav et al. und Lv et al. sowie der bereits in vorherigen Arbeiten etablierten Syntheseroute fir
2-UP (27a) (Kapitel 5.7.2, Schema 17).117:24%.2501 D3 Pyrrole unter den meist verwendeten Bedingungen
einer Friedel-Crafts-Acylierung zum Polymerisieren neigen, wurde die Acylierung ausgehend von

1H-Pyrrol (4) unter Einsatz von elementarem Zink durchgefiihrt (Schema 23).124%250]

Acylchlorid

(/ \5 Zink i\ Alkyl LiAIH,4 (/_\>\
H —_— H —_— H R
Diethylether, 0 THF, Ruckfluss,
RT, 4 h 3h
4 89 27a,c—g

2-19 %

Schema 23. Synthesesequenz C zur Herstellung von 2-alkylierten Pyrrolen.

Wahrend als Losungsmittel von Yadav et al. Toluol verwendet wurde, fand in der Publikation von
Lv et al. Diethylether Verwendung.!?*>2°% Dje Extraktion des Reaktionsansatzes und das Entfernen des
Losungsmittels erwies sich bei Verwendung von Diethylether als einfacher in der Handhabung, sodass
Diethylether weiterhin als Losungsmittel bei der Acylierung verwendet wurde. Die Uberreduktion zum
Alkan nach erfolgter Acylierung wurde unter Verwendung von Lithiumaluminiumhydrid durchgefiihrt,
wie es auch bei der Synthese von 3-Alkylpyrrolen 27 bereits erfolgreich angewendet wurde. Im
Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Annabel Arens fand keine saulenchromatographische Reinigung
nach der Acylierung statt und die Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid wurde direkt im Anschluss
durchgefiihrt.!”*” Die Ausbeuten der Synthesesequenz sind jedoch gering, sodass hier eine weitere
Optimierung der Reaktionssequenz notig ware oder der Zugang zu 2-Alkylpyrrolen 27 Uiber alternative
Syntheserouten in Betracht gezogen werden misste. Eine alternative einstufige Synthese zu
2-UP (27a, Lit.: 22-33%) wurde von Wasserman et al. 1976 publiziert, in vorangegangenen Arbeiten
erprobt und konnte daher statt der in Schema 23 dargestellten Syntheseroute den Zugang zu

2-UP (27a) und auch Derivaten erméglichen (Schema 24).1*7- 25

a) EtMgBr
(3 M in Diethylether) (1 Aq.);
Diethylether,
@ 0 °C — Ruckfluss, 30 min [\)\

N » N~ “CiiHzs

H b) Undecylbromid (1 Aq.); H
Ruckfluss, 1.5 h

4 2-UP (27a)

1 Aq., 4.25 mmol 33%

Schema 24. Synthese von 2-UP (27a). Synthese nach Wassermann et al., adaptiert von Dr. Andreas S. Klein.['7: 2551
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Ubersicht iiber alle synthetisierten Pyrrole
Die nachstehende Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber alle in dieser Arbeit hergestellten Pyrrole. Alle
Pyrrole, die zwar verwendet wurden, aber nicht im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, sind in

Kapitel 8.2.2, Tabelle 22 aufgefiihrt.

Tabelle 3. Ubersicht iber die in dieser Arbeit synthetisierten Pyrrole.

Monopyrrol R?! R? (CH2), Syntheseroute = Gesamtausbeute [%]
3plab! Methyl Methyl — A 36!
3jlbd Methyl Ethyl — A 300!
3alP! Methyl n-Pentyl — A 370!
3flab] Methyl n-Octyl — A 420
3h@b! Methyl n-Dodecyl — A 38!
57fbc Ethyl Methyl — A 260
57glbd Ethyl n-Propy! — A 4[b]
57al"! Ethyl n-Pentyl — A 7]
57elbd n-Propyl Ethyl — A 1310
57cb! n-Pentyl n-Butyl — A 550
82elbd! — — 5 A 1t
823l — — 8 A 230l
56c@P! H Ethyl — B 210
56d"! H n-Propyl — B 3600
56b1"! H n-Pentyl — B 130
56el*"] H n-Hexyl — B 750
56fb! H n-Octyl — B 40(b!
56al"! H n-Undecyl — B 20!
56gc! H n-Dodecyl - B 48®)
56h>] H n-Tetradecyl — B 52[b1
56i! H n-Hexadecyl — B 83l
27l n-Propyl H — C 20
27el n-Pentyl H — C 5le]
27d n-Octyl H — C 190
273 n-Undecyl H — C 2-110b
27cle] n-Tetradecyl H — C 196
27gl n-Hexadecyl H — C 170

Bl Klein et al.*97)

I Wurde im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert.

[ Brass et al.[7”]

W Klein et al.l?*”)

[eI\Wurde von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit synthetisiert.?>%
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6.1.1.2 Synthese von DDA (28a)

Bei dem natdirlichen Substrat der Kondensationsenzyme aus P. citrea und P. tunicata handelt es sich
um DDA (28a), sodass auch hier die Synthese dieses Molekiils als Grundlage fir folgende
Untersuchungen notwendig war (Kapitel 8.2.6). Die gewahlte Route zur Herstellung von DDA (28a)
folgte der von Pinkertonetal. 2007 publizierten Synthese, die Teil der Totalsynthese des

Tambjamins YP1 (26a) aus P. tunicata ist.!?%%

Die Synthese von DDA (28a) beginnt mit der Tosylierung von Startmaterial 93 zu
N,O-Ditosylethanolamin (94), welches nachfolgend zu 1-Tosylaziridin (95) umgesetzt wird

(Schema 25). Dieser Teil der Synthesesequenz basierte auf Vorschriften von Moss et al.[5!]

HO (o) To A Tos” Y
os
\/\NI IZ —>> Tos/ \/\N/ S —> !N: S \/\/\/\/\/

H
79 % 23 %
93 94 95 97
D l
H,N E H
M= - Tos” NN NN
71 %
DDA (28a) Rohprodukt® 98

Schema 25. Ubersicht (iber die Synthese von DDA (28a). Es wurden die folgenden Reaktionsbedingungen
verwendet: A: a) p-Tosylchlorid, Pyridin, -10°C; b) 93, Pyridin, -10°C; c) -10°C = 0°C, 6 h; B: a) 94, Toluol; b) KOH,
H,0; RT, 2 h, stark rihren; C: a) 96, THF, 18°C; b) n-BulLi (2.5 m in Hexan), 18°C, 20 min; c) 95, THF, 18°C, 4 h;
D: a) 97, Chinolin, Pentan; b) Lindlar-Katalysator, H,-Atmosphére, RT, 2 h; E: a) Napthalin, 1,2-Dimethoxyethan;
b) Natrium, RT, 2.5h; «¢)98, 1,2-Dimethoxyethan, RT, 1h; d)Ethanol. [*=Das NMR nach
saulenchromatographischer Isolierung zeigte Verunreinigungen unbekannter Art.]

Ausgehend von 1-Tosylaziridin (95) und 1-Decin (96) wird Verbindung 97 synthetisiert und die
Dreifachbindung im Folgeschritt unter Nutzung des Lindlar-Katalysators unter Hj-Atmosphéare
Z-selektiv reduziert, so dass Verbindung 98 entsteht. Durch Entschiitzung wird im finalen Schritt das
Amin 28a erhalten. Die sdulenchromatographische Isolierung von DDA (28a) konnte leichte
Verunreinigungen unbekannter Art jedoch nicht entfernen. Dennoch konnte DDA (28a) als Precursor

fir verschiedene in vitro Assays genutzt werden.

6.1.2 Synthese von Referenzprodukten

Synthese von Boc-MBC (75) und MBC (2)

Die chemische Synthese von Prodigininen als Referenzverbindungen bedingt die vorherige Herstellung
des Bipyrrol-Bausteins Boc-MBC (75). Ebenso ist die Synthese des Bausteins MBC (2) fiir die Produktion
von Prodigininen via Biokatalyse erforderlich. Dabei konnte auf eine zuvor bereits etablierte
Syntheseroute (Schema 26) zurilickgegriffen werden, bei der zundchst Bromenamin 79 via eines
Vilsmeier-Haack-Reagenzes ausgehend von Startmaterial 78 synthetisiert wird. Nach anschliefender

Suzuki-Kupplung mit Boronsiure 80 wird Boc-MBC (75) erhalten (Kapitel 8.2.3).[27- 156, 205]
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N-Boc-1H-Pyrrol-
MIDA Ester (81)

Pd(PPh3)4
POBr; Na;CO3
n o— Dlethylformamld O0— K3sPO4
N
chhlormethan Brm SN Dioxan/H,0O
( \\ [9:1 (vIv)]
73 % 54 %
78 79 Boc-MBC (75)

Schema 26. Synthese von Boc-MBC (75).

Boc-MBC (75) konnte in einer Mikrowellenreaktion zu MBC (2) mittels 2,2,2-Trifluorethanol entschitzt
und so fur den Einsatz in in vitro Assays und Biokatalyseansatzen bereit gestellt werden (Schema 27).
Diese Reaktion wurde im Rahmen dieser Arbeit im groReren MaRstab durchgefiihrt und die Reinigung
des Zielprodukts vereinfacht. So wurde an Stelle einer sdulenchromatographischen Isolierung von
MBC (2) die Reaktionsmischung nach der Mikrowellenreaktion lediglich mit Lésungsmittel gewaschen

und dieses anschlieRend unter reduziertem Druck entfernt.[*” 177!

o~ o~
N 2,2,2-Trifluorethanol N
\ NH o > \ NH 0
- Mikrowelle -
X-N~Boc 50 W, 120 °C o NH
73 %
Boc-MBC (75) MBC (2)

Schema 27. Synthese von MBC (2)

Synthese von Prodigininen

Die Synthese der verschiedenen Prodiginine als Referenzverbindung und zur Untersuchung der
Bioaktivitat erfolgte entsprechend den zuvor etablierten Reaktionsbedingungen, bei denen
Boc-MBC (75) mit dem entsprechenden Monopyrrol unter sauren Bedingungen zum Prodiginin

kondensiert wird (Schema 28; Kapitel 8.2.4).17)

R? 1) HCI (1.25 M in MeOH);
o (/—g\ MeOH. 0 °C, 15 min:
+ LR 0°C > RT, 1h
H

2) HCI (1 M in Diethylether)

75 3a—c, 3f, 3i, 1a—c, 1f, 1i,
27a, 27c, 27d, 9a, 9c, 9d,
57b—g, 82d 58b—58g, 110d

13-77 %
Schema 28. Kondensationsreaktion zur Synthese von Prodigininen.
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Eine Ubersicht der in dieser Arbeit synthetisierten Prodiginine kann Tabelle 4 entnommen werden.

Tabelle 4. Ubersicht der in dieser Arbeit synthetisierten Prodiginine.

Prodiginin  R?! R? (CHz)»  Gesamtausbeute [%]
1b Methyl Methyl — 31
1i Methyl n-Ethyl — 77
1c Methyl n-Propyl — 20
la Methyl n-Pentyl — 44
1f _ Methyl n-Octyl — 13
58f Ethyl Methyl — 8412
58g Ethyl n-Propyl — 52
58e n-Propyl Ethyl — 51
58b n-Butyl n-Propyl — 41
58c n-Pentyl n-Butyl — 39
58d  n-Hexyl n-Pentyl — 65
110d — — 12 13
9d n-Octyl H — 3401
9a n-Undecyl H — 24101
9c n-Tetradecyl H — 230

[l |m NMR ist deutlich erkennbar, dass noch Lésungsmittel im Produkt enthalten war, daher wird die tatsichliche
Ausbeute unter dem hier angegebenen Wert liegen.
) Wurde von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit synthetisiert.2>”
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6.2 Neue Kondensationsenzyme — neue Prodiginine?

Das Schliisselenzym der Biosynthese von Prodigininen ist das sogenannte Kondensationsenzym,
welches die C-C-Knlpfung zwischen der MBC (2) Einheit und einem Monopyrrol katalysiert, und so den
eigentlichen Naturstoff aus dieser Reaktion hervorgehen ldsst. Im Falle des Gram-negativen
Bakteriums S. marcescens katalysiert die Ligase PigC die Kondensation von MBC (2) und MAP (3a) zu
Prodigiosin (1a). Die Akzeptanz unnatiirlicher Monopyrrole und die Breite des Substratspektrums von
PigC ermoglichte die Produktion neuer Prodigiosin (1a) Derivate mithilfe des
Mutasyntheseansatzes.['”- **”) Dennoch ist eine natiirliche Limitierung der Chemoselektivitat von PigC

zu beobachten (vgl. Kapitel 5.5.1, Abbildung 14):

e Pyrrole mit Methylgruppe in 2-Position und variierender n-Alkylkette in 3-Position werden nur
eingeschrankt akzeptiert — Pyrrole mit Substituent in 3-Position kleiner als ein n-Propylrest
oder groRer als eine n-Octylgruppe werden kaum umgesetzt

e Bei Fehlen der Methylgruppe in 2-Position ist die Akzeptanz der Pyrrole wesentlich starker
eingeschrankt

e Ist der Substituent in 2-Position des Monopyrrols gréRer als ein Methylsubstituent so fiihrt

dies zu nahezu fehlender Produktion des entsprechendem Prodiginins.

Der Zugang zu neuen Prodigiosin (1a) Derivaten im biokatalytischen Kontext kann Uber
unterschiedliche Wege realisiert werden. Zum einen ist es moglich das Kondensationsenzym PigC tiber
directed evolution oder eine Kombination aus ungerichteten sowie gerichteten Methoden des
Proteindesigns zu verdandern, wobei das Screening Augenmerk auf Pyrrolsubstrate gerichtet werden
sollte, die vom nativen Enzym nicht oder nur wenig umgesetzt werden. Auf diese Weise kdnnten die
Limitationen in der Chemoselektivitat von PigC liberwunden werden. Dieser Ansatz wurde im Rahmen
des BioSC (Bioeconomy Science Center) FocusLabs CombiCom in einer Kooperation mit
Prof. Dr. Ulrich Schwaneberg, Dr. A. Joélle Ruff und M. Sc. Stefanie Brands  (Lehrstuhl  fir
Biotechnologie, RWTH Aachen) verfolgt unter Nutzung der sogenannten KnowVolution Strategie
(knowledge gaining directed evolution).?®? Zum anderen bietet die Suche nach bisher unbekannten
oder nicht charakterisierten PigC Homologen via Proteinsequenzabgleiche in Datenbanken des
National Center for Biotechnology Information (NCBI; Bethesda, MD, USA) mithilfe des
BLAST-Algorithmus® die Méglichkeit Enzyme zu finden, die potentiell eine andere Chemoselektivitit

als PigC aufweisen. Diese Strategie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit verfolgt.!**> 1!

6.2.1.1Suche nach neuen putativen Kondensationsenzymen

Fir die Suche nach neuen putativen Kondensationsenzymen wurden Recherchen mithilfe des
BLAST-Algorithmus durchgefiihrt und die Aminosduresequenz von PigC (S. marcescens) dafir
genutzt.[**! Die Proteinsequenz von PigC lasst sich in drei Domanen einteilen (vgl. Kapitel 5.4.7), wobei

die N-terminale Domdne Sequenzahnlichkeiten zur ATP-Bindedomane einer PEPS aufweist,

9 September 2019: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

66



Ergebnisse und Diskussion

wohingegen der C-Terminus einer Phosphotransferdomane von PPDK &hnelt. Der mittlere
Sequenzbereich entspricht jedoch keinem Protein bekannter Funktion und ist somit vermutlich fiir die
Substratspezifitit verantwortlich.*® 1% 2% 371 Sequenzvergleiche unter Nutzung der vollstindigen
Aminosauresequenz von PigC kénnen daher potentiell Suchergebnisse fiir Proteine erbringen, die eine
hohe Homologie zu PEPS oder PPDK aufweisen. Um falsch positive Ergebnisse auszuschlieRBen, wurde
der Proteinsequenzabgleich nur mit der Aminosdauresequenz der mittleren Domdne von PigC
durchgefihrt. Die Suche nach PigC Homologen wurde in einem parallelen Suchprozess zudem weiter
modifiziert, indem der Sequenzvergleich via BLAST-Algorithmus auf Ergebnisse aus der Gattung
Pseudoalteromonas beschrankt wurde, da die den Prodigininen strukturell dhnlichen Tambjamine von
Arten der Gattung Pseudoalteromonas als gelbes Pigment produziert werden, ebenfalls unter Nutzung
von Kondensationsenzymen (Kapitel 5.4.7). Ausgewahlte Suchergebnisse wurden mithilfe des Online
Programms COBALT (Constraint based Multiple Alignment Tool) in einem phylogenetischen Baum

dargestellt (Kapitel 5.4.7, Abbildung 13), in welchem sich drei Gruppen ausmachen lassen.[*%*

1. Kondensationsenzyme, die MBC (2) mit primdren Aminen wie DDA (28a) zu Tambjaminen
verknipfen und von Gram-negativen marinen Bakterien der Gattung Pseudoalteromonas
produziert werden

2. Kondensationsenzyme, welche 2-UP(27a) mit MBC(2) kondensieren und aus
Streptomycetaceae stammen

3. Kondensationsenzyme, welche MAP (3a) als natirliches Substrat besitzen und von u.a.

Bakterien der Gattungen Hahella, Serratia oder Pseudoalteromonas produziert werden.

Uber die Analyse des phylogenetischen Stammbaums hinaus, wurden auch die Gencluster der

entsprechenden Organismen vergleichend analysiert.

6.2.1.2 Genclusteranalyse von Prodiginin und Tambjamin produzierenden Organismen

Auf Basis der BLAST Ergebnisse zu PigC Homologen konnten mithilfe der NCBI Datenbanken die
genomische Umgebung der fir die Kondensationsenzyme codierenden Gene betrachtet werden
sofern Sequenzinformationen vorhanden waren. Auf diesem Wege und durch Sequenzvergleiche auf
DNA- und/oder Proteinebene via BLAST-Algorithmus sowie Vergleiche mit den bekannten pig- und
red-Clustern konnten verschiedene Gencluster vergleichend betrachtet werden.[t% 20 37, 44, 167-169, 172]
Untersucht wurden zum einen die Gencluster von S. griseoviridis 2464-S5'!, S. sp. CNQ-617,
S. longispororuber (DSM 40667) und S. coelicolor A3(2).37 44 45 68 164, 166-169, 199, 263 pja pejden
letztgenannten Stamme produzieren beide Undecylprodigiosin (9a) und die zyklischen Derivate
Metacycloprodigiosin (11, Streptorubin A) und Butyl-meta-cycloprodigiosin (12, Streptorubin B),
wohingegen S. griseoviridis 2464-S5 und S. sp. CNQ-617 Roseophilin (19) und Dechlororoseophilin (20)
respektive Marineosin A (21) und B (22) herstellen (vgl. Kapitel 5.2.2 Tabelle 1). Zum anderen wurden

10 September 2019: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi

1 1n der Verdffentlichung von Kawasaki et al. wird das hier als rphB bezeichnete Gen nicht zum Cluster
dazugezahlt, in den Zuordnungen der NCBI Datenbanken (GenBank: AB469822.2) wird rphB jedoch als solches
bezeichnet und zum Cluster zugeordnet.®®
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die Gencluster der Prodigiosin (1a) Produzenten S. marcescens WW4 und H. chejuensis KCTC 2396 mit
in den Vergleich einbezogen, ebenso wie P. rubra (DSM 6842) bzw. W5.[19 20 37, 59, 170-173, 175, 264, 265]
Dieses Bakterium stellt ein zyklisches Derivat von Prodigiosin (1a) her, das sogenannte
Cycloprodigiosin (14). Dariberhinaus wurden auch die Gencluster der Tambjamin YP1 (26a) und
Tambjamin MYP1 (26b) Produzenten P. tunicata D2 und P. citrea (DSM 8771) betrachtet (vgl.
Kapitel 5.3.1 Tabelle 2).[3> 174177, 2011 Ajle genannten Gencluster wurden vergleichend dargestellt,
wobei die Ausrichtung aller Gencluster vereinheitlicht wurde, ungeachtet ihrer Ausrichtung in den
jeweiligen Genomen. (Abbildung 19; detaillierte Infos finden sich in Tabelle A 1-Tabelle A 4;

Darstellung durch das Programm Easyfig.1?!
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Abbildung 19. Gencluster verschiedener Tambjamin- und Prodigininproduzenten. [a
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Prodigiosin (1a) und Cycloprodigiosin (14) Produzenten
Bei Betrachtung der kleinsten Gencluster, die der Prodigiosin (1a) und Cycloprodigiosin (14)
produzierenden Bakterien, wird die starke Konservierung des Genclusters deutlich (Abbildung 19,

Abbildung 20).

H. chejuensis KCTC 2396 [Prodigicsin (1a)]

hapA  hapB  hapC hapD hapE hapF hapH hap/ hapJd hapK hapM
WP_011399731.1 hapG hapl  hapN

S. marcescens WW4 [Prodigiosin (1a)]

pigA  pigB pigC pigD pigE  pigF  pigH pigl  pigd pigK pight
pigG pigt  pigh

P. rubra (DSM 6842) und W5 [Cycloprodigiosin (14)]

a b c d e f g h i k I mno

B wBC (2) [ ] Zyklisierung 1 kb

] MAP (3a) [] homologe Sequenzen s5yp}——
I Kondensation

Abbildung 20. Gencluster verschiedener Prodigiosin (1a) und Cycloprodigiosin (14) Produzenten. [a-o: siehe
Bildunterschrift von Abbildung 19]

Abweichungen sind bei P. rubra zu erkennen, dem Stamm der Cycloprodigiosin (14) herstellt. Auffallig
ist hier, dass das Cluster auf zwei verschiedene loci aufgeteilt ist. An einem locus befinden sich die zu
pigA—M homologen Gene, wahrend ein Pigh Homolog nicht vorhanden ist. Die Abwesenheit des
pigN Homologs flihrte de Rond et al. auf die Spur des zweiten locus, an dem sich zwar kein direktes
pigN Homolog befindet, jedoch ein Gen mit Ahnlichkeit zu redF, einem Gen aus S. coelicolor A3(2),
welches die Rolle von pigN in diesem Organismus erfiillen soll.[** 37263 |n direkter Nachbarschaft zu
dem pigN Homolog befindet sich ein Gen, welches fiir ein Enzym codiert, dass die Umsetzung von
Prodigiosin (1a) zu Cycloprodigiosin (14) katalysiert. Interessanterweise ist dieses Enzym jedoch nicht
mit Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen wie RedG aus S. coelicolor A3(2) verwandt, das die
Zyklisierung von Undecylprodigiosin (9a) zu Butyl-meta-cycloprodigiosin (12, Streptorubin B)
katalysiert, sondern der nachste charakterisierte Verwandte ist eine Alkylglycerol Monooxygenase
(AGMO).12%] Diese AGMOs kommen nur in Metazoa und einigen Protisten vor und bilden einen
isolierten eukaryotischen Zweig der Fettsidure-Hydroxylase Familie.l?®! Sie benétigen den Cofaktor
Tetrahydrobiopterin und sind die einzig bekannten Enzyme, welche die Spaltung der Etherbindung von
Alkylglycerolen katalysieren, weshalb diese Enzyme auch unter dem Namen Glyceryl-Ether
Monooxygenasen bekannt sind.?¢72%°! Dje Verteilung des Cycloprodigiosin (14) Genclusters auf zwei
verschiedene loci spricht daflr, dass die Gene pigA—M in einem horizontalen Gentransfer erhalten
wurden, wihrend das pigN Aquivalent (Gen b, Abbildung 19 und Abbildung 20) sowie das Gen, welches
das fir die Zyklisierung verantwortliche Enzym (AMGO) codiert (Gena, Abbildung 19 und

Abbildung 20), in einem anderen unabhangigen horizontalen Gentransfer Ereignis Gbertragen wurden,
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wie es auch von de Rond et al. diskutiert wurde. Auch wird ein moglicher Selektionsdruck fiir ein

Enzym, welches die Rolle von PigN libernimmt, als urséchlich fiir den Gentransfer erwogen. 2%

Gencluster der Undecylprodigiosin (9a) und dessen Derivate produzierenden Bakterien
Wahrend die MBC (2) Biosynthese bei Undecylprodigiosin (9a) produzierenden Bakterien gleichartig
zu Prodigiosin (1a) Produzenten verlduft, unterscheidet sich die Biosynthese der entsprechenden
Monopyrrole 2-UP (27a) und MAP (3a) deutlich voneinander (Biosynthesen Kapitel 5.4.3-5.4.5). Die
Gencluster Undecylprodigiosin (9a) und Prodigiosin (1a) produzierender Organismen differieren
deutlich voneinander in GréRBe und Organisation, trotz der Ahnlichkeiten in der Biosynthese von
MBC (2) (Abbildung 19, Abbildung 21).

S. griseoviridis 2464-S5 [Roseophilin (19)/Dechlororoseophilin (20)]

phB rphW  rohX  rphD  rphA1 rohA3  phM rphL phK rphd mhG3  rphl rphH phG rph rohl rphP  iphN
rphY hA2 mhG2 phG4 mhY  mhT phO

S. sp. CNQ-617 [Marineosin A (21)/B (22)]

marD marX marWmarZ marll marR marP marN marM marl mark marl marH marG marA
marY marV marT marQ marO marJ marE

S. longispororuber (DSM 40667) [Undecylprodigiosin (9a)/Streptorubin A (11)]

weitere Bereiche des Clusters noch nicht sequenziert
mepl mepH  mepG

S. coelicolor A3(2) [Undecylprodigiosin (9a)/Streptorubin B {12)]

redD redX redWredZredV redT redR redP redN redid redL redK redl redH redG redE
redY redU redS redQ redO redJ redF

B MBC (2) [] Zyklisierung [] regulatorische Funktion [l putativ nicht zum Cluster zugehérig
[] 2-UP (27a) [ ] putative Zyklisierung [_] homologe Sequenzen [ ] unbekannte Funktion
I Kondensation [_] Dehydrogenase 1 kb — 5 kb p—o—o——]

Abbildung 21. Gencluster verschiedener Undecylprodigiosin (9a) Produzenten.

Innerhalb der Organismen, die Undecylprodigiosin (9a) und dessen zyklische Derivate 11, 12, 19, 20,
21 und 22 bilden, sind jedoch die Ahnlichkeiten gut erkennbar. Im Falle des mcp-Genclusters von
S. longispororuber (DSM 40667) kann ein weiterer Vergleich aufgrund der noch nicht vorhandenen
Gensequenzen nicht vollzogen werden. Lediglich die Gensequenzen, die fiir das Kondensationsenyzm
McpH und die Zyklase McpG codieren, sind vollstdndig vorhanden sowie Teilsequenzen des mcpl!
Gens.™ Es kann jedoch spekuliert werden, dass das mcp-Cluster eine starke Ahnlichkeit zum
red-Cluster aufweist, da die Naturstoffprodukte der Gencluster Streptorubin A (11, mcp-Cluster) und
Streptorubin B (12, red-Cluster) sich lediglich in der Art der Zyklisierung des Precursors

Undecylprodigiosin (9a) unterscheiden.

Das red- sowie das mar-Gencluster des Marineosin A (21) und Marineosin B (22) produzierenden
Stammes S. sp. CNQ-617, sind nahezu identisch aufgebaut und organisiert.**® Der offensichtliche
Unterschied liegt in dem Gen marA, welches fiir eine Dehydrogenase codiert, die den finalen Schritt

der Marineosin A/B (21, 22) Biosynthese katalysiert, indem sie eine Doppelbindung im B-Ring des
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Marineosin A/B (21, 22) Precursors reduziert.**® Sowohl in der GroRe des Genclusters als auch in der
Organisation unterscheidet sich das rph-Gencluster des Roseophilin (19) und Dechlororoseophilin (20)
produzierenden Bakteriums S. griseoviridis 2464-S5 von den red- und mar-Genclustern.’® Beim
Vergleich dieser drei Gencluster ist auffallig, dass sich die Bereiche downstream von rphlL sowie
upstream von rphG deutlich vom red- und mar-Cluster unterscheiden und stark ein
Rekombinationsereignis vermuten lassen. Die Gene rphAl, rphA2 und rphA3 sind
hochstwahrscheinlich im Zuge dieses Rekombinationsevents Teil des Genclusters geworden.
Homologe Gene zu diesen drei Genen sind in S. coelicolor A3(2) sehr weit vom red-Cluster entfernt,
was den Schluss zuldsst, dass die Gene rphA1, rphA2 und rphA3 keine Funktion bei der Biosynthese
von Roseophilin (19) bzw. Dechlororoseophilin (20) haben. Putativ handelt es sich bei diesen um
ABC-Transporter Gene sowie regulatorische Gene. Neben dem redG Homolog rphG
(Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenase) finden sich mit rphG2, rphG3 und rphG4 noch drei weitere
putative Oxygenasen im rph-Gencluster. Kimata et al. zeigten jedoch, dass keines dieser drei
letztgenannten potentiellen Oxygenasen Undecylprodigiosin (9a) zyklisieren konnte, so dass eine
spatere Beteiligung dieser Oxygenasen beim Aufbau des Roseophilin (19) Kohlenstoffgerists vermutet
wird. Im Gencluster konnten zudem keine Gene gefunden werden, die eine Furanringbildung oder
Chlorierung erklaren wirden, die jedoch zwei strukturelle Merkmale des Roseophilins (19)

darstellen.?”0

Gencluster der Tambjamin Produzenten

Die Gencluster der Tambjamin Produzenten P. citrea (DSM 8771) und P. tunicata D2 wurden ebenfalls
in den Genclustervergleich aufgenommen und zeigen eine sehr starke Ahnlichkeit untereinander
(Abbildung 19, Abbildung 22). Deutlich erkennbar ist, dass alle fur die MBC(2) Biosynthese
notwendigen Gene vorhanden sind, auch wenn sich die Anordnung der Gene von den der
Prodigiosin (1a) und Undecylprodigiosin (9a) bzw. deren zyklische Derivate 11, 12, 19-22
produzierenden Bakterien unterscheidet. Die MBC (2) Biosynthese scheint somit stark konserviert zu

sein.

P. tunicata D2 [Tambjamine YP1 (26a)]

tamA tamCtamD tamE tamf tamG tamH {amd tamL tamN  tamP lamQ tamR tamT
tamB tamK tamM  tamO tamS

P. citrea (DSM 8771) [Tambjamine MYP1 (26b)]

freaA treaClreal treafE freaF treaG ftreaH ftreal treaK freaM treaQ treaP {reaQ treaS

treaB tread treal.  treaN treaR B8191_RS22795
B mBC (2) [ ] Zyklisierung 1kb
[] DDA(28a) [ ] unbekannte Funktion 5 kb b——]

- Kondensation - putativ nicht zum Cluster zugehdérig

Abbildung 22. Gencluster verschiedener Tambjamin Produzenten.

Jeweils fiinf nebeneinander im Cluster liegende Gene haben bisher unbekannte Funktion in der

Biosynthese der Tambjamine. Putativ handelt es sich u.a. um ABC-Transporterproteine. Das
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tam-Gencluster wurde bereits annotiert und benannt, wobei zu beachten ist, dass die urspriinglich
durch Burke et al. vergebene Benennung von tamL/TamL in der Literatur falschlicherweise als
taml/Taml Gbernommen wurde.??*3% |m Rahmen dieser Arbeit wird die von Burke et al. verdffentlichte
Bezeichnung verwendet. Im Gegensatz zum tam-Cluster war das Gencluster von P. citrea (DSM 8771)
bisher noch nicht benannt worden, sodass im Zuge der Veroffentlichung von Teilen der vorliegenden
Arbeit eine Vergabe von Namen stattfand und das Cluster als trea-Cluster bezeichnet wurde, um auch
namentlich eine Unterscheidung vom tam-Cluster zu gewshrleisten.®*77 |m Falle von
P. citrea (DSM 8771) findet sich nach dem Gen treaS noch ein weiteres Gen (B8191 RS22795),
allerdings kann diesem keine Funktion in der Tambjamin Biosynthese zugeordnet werden. In
P. tunicata D2 findet sich ein homologes Gen, dessen Genprodukt jedoch als putatives orphan protein
annotiert ist und nicht in der Ndahe des tam-Clusters lokalisiert ist, sodass das auf trea$ folgende Gen

(B8191_RS22795) hochstwahrscheinlich nicht zum trea-Cluster zugehorig ist.

Interessanterweise finden sich sowohl in P. tunicata D2 als auch in P. citrea (DSM 8771) Gene, die fiir
(putative) Oxidasen codieren. Erst kilrzlich konnte von Picott et al. gezeigt und mittels NMR-Analyse
nachgewiesen werden, dass P. citrea (DSM 8771) das zyklische Tambjamin MYP1 (26b) produziert.™*3”!
Die Produktion eines zyklischen Tambjamins in P. tunicata D2 wird von Burke et al. fliichtig erwahnt,
jedoch wurden hierzu keine weiteren Untersuchungen veréffentlicht.'* Die Pridsenz von TamC in
P. tunicata D2 legt allerdings nahe, dass eine oxidative Zyklisierung von Tambjamin YP1 (26a) moglich

und zu erwarten ware.

O-Methylierung von MBC (2)

Die Rolle von PigN/RedF in der Biosynthese von MBC (2) ist bisher nicht endgliltig geklart, jedoch ist
eine Diskussion auf Basis des Gencluster Vergleichs in Abbildung 19 und vor dem Hintergrund der
Literatur moglich. In der MBC (2) Biosynthese katalysieren PigF/Redl, bei denen es sich um
S-Adenosylmethionin (SAM)-abhdngige O-Methyltransferasen (OMT) handelt, die Methylierung der
Hydroxygruppe des HBCs (35), sodass MBC (2) entsteht (Schema 29). Die genaue Funktion von
PigN/RedF ist bisher ungeklart, vermutet wird jedoch, dass dieses Enzym ebenfalls an dieser
Methylierungsreaktion beteiligt ist, da in PigN-defizienten Mutanten Norprodigiosin (36) akkumuliert,
dem Kondensationsprodukt aus HBC (35) und MAP (3a).[*6: 2937

12 Ursichlich fiir die unterschiedliche Benennung in der Literatur kdnnte sein, dass ein klein geschriebenes ,1“ (L)
leicht mit dem GroRbuchstaben ,I“ (i) verwechselt werden kann.

13 1n einer spateren Publikation von Picott et al. findet sich fir das Kondensationsenzym aus P. citrea dennoch
die Benennung TamQ, was zu méglichen Verwechselungen fiihren kénnte.[*76 201
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7
PigM OH PigN | PigF 0
A N
DH \ERA Yo (9 Vowmt \ vy ©
- G
FMN ~_NH SAM ~_NH
HBM (34) HBC (35) MBC (2)
CsH11 C5H11
!\ !\
PigC H PigC H
MAP (3a) MAP (3a)

PigM RedV

PigN' = (RedF

PigF ' = (Redl

PigC = (RedH

Norprodigiosin (36) Prodigiosin (1a)

Schema 29. Ausschnitt aus der MBC (2) Biosynthese. Dargestellt sind die beteiligten Enzyme des pig Clusters und
deren Homologe im red Cluster. Alternativ zur Kondensation von MBC (2) und MAP (3a) zu Prodigiosin (1a) kann
auch HBC(35) mit MAP (3a) zu Norprodigiosin (36) kondensiert werden. [pig Cluster = S. marcescens;
red Cluster = S. coelicolor A3(2); DH = Dehydrogenase, FMN = Flavinmononukleotid,
OMT = O-Methyltransferase, SAM = S-Adenosylmethionin].

In S. coelicolor A3(2) scheint jedoch nur Redl an der Transformation von HBC (35) zu MBC (2) beteiligt
zu sein.!*® 2 Betrachtet man nun die Gencluster und die zugehdrigen Informationen'* (Abbildung 19
und Tabelle5), so ist zu erkennen, dass S. marcescens WW4, H. chejuensis KCTC 2396,
S. coelicolor A3(2) und P. rubra (DSM 6842) bzw. W5 sowohl eine O-Methyltransferase besitzen als

auch eine Phospholipid-Methyltransferase.

Tabelle 5. Ubersicht iber Prodiginin produzierende Organismen und deren (putative) Methyltransferasen.

Organismus O-Methyltransferase Phospholipid-Methyltransferase
Homolog

S. marcescens WW4 PigF PigN

H. chejuensis KCTC 2396 HapF HapN

S. coelicolor A3(2) Redl RedF

P. rubra (DSM 6842) bzw. W5 EBQ21_RS08970 PRUB675%%°1 (Gen b in Abbildung 19)
(Gen h in Abbildung 19)

P. citrea (DSM 8771) TreaO —

P. tunicata D2 TamP —

S. sp. CNQ-617 Marl —

S. longispororuber (DSM 40667) Mcpl —

S. griseoviridis 2464-S5 Rphl —

1 Detaillierte Informationen zu den Genclustern kénnen Tabelle A 1-Tabelle A 4 entnommen werden.
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Homologe zu PigN, dem Enzym mit bisher unbekannter Funktion, sind jedoch nicht in
P. citrea (DSM 8771), P. tunicata D2, S.sp. CNQ-617, S.longispororuber (DSM 40667) oder
S. griseoviridis 2464-S5 zu finden. Die O-Methylierung von HBC (35) und somit Produktion von MBC (2)
scheint in diesen Organismen ohne Vorhandensein eines zu PigN bzw. RedF homologen Proteins, das
die bisher unbekannte Funktion von PigN/RedF erfiillt, zu funktionieren. Hier verdeutlicht sich erneut,
dass die eigentlichen O-Methyltransferasen PigF bzw. Redl und deren Homologe sein missten und

PigN/RedF nur unterstiitzende Funktion haben kénnen.

Fiir PigN konnten bereits Transmembranbereiche des Proteins vorhergesagt werden, ebenso wie fir
das homologe Protein RedF.[** 37265 Eine mégliche Funktion von PigN kénnte daher die Rekrutierung
von PigF zur Membran sein. Das Kondensationsenzym PigC soll, ebenso wie PigB, das den finalen
Schritt in der MAP (3a) Biosynthese katalysiert, in der Membran lokalisiert sein. Dies wurde bereits von
de Rond et al. im Kontext des Cycloprodigiosin (14) Produzenten P. rubra diskutiert.?®*! Auch von
Williamson et al. wurde eine assistierende Funktion von RedF angedacht.!*® Die Notwendigkeit zweier
Proteine fur die Methylierung von HBC (35) ware ebenso im Einklang mit den Untersuchungen von
Feitelson et al., die nahe legten, dass zwei Genprodukte fiir diese Reaktion nétig sind, die zudem
wahrscheinlich an die Membran gebunden sind.?” 2% 2721 Mgglicherweise findet sich an der
Zellmembran ein Komplex verschiedener Proteine (PigB, PigC, PigN) zusammen, die an den finalen
Schritten der Naturstoffsynthese beteiligt sind, sodass das Prodiginin im Anschluss aus der Zelle
transportiert werden kann. Strukturbiologische Untersuchungen kénnten Aufschluss Uber diesen

Sachverhalt geben.

Die Genclustervergleiche legen somit nahe, dass PigF/Redl die O-Methylierung von HBC (35)
katalyiseren und dennoch bleibt die Frage offen, weshalb sich in anderen Prodiginin produzierenden

Organismen keine Proteinhomologe zu PigN/RedF finden lassen.

6.2.2 Klonierung und Expression ausgewahlter Kondensationsenzyme

Der biosynthetische Zugang zu strukturell neuen Prodigininen mit putativ anderen Bioaktivitdten ist
durch die Chemoselektivitdt und das limitierte Substratspektrum des Kondensationsenzyms PigC
eingeschrankt. Die Suche nach bisher unbekannten oder nicht charakterisierten homologen Proteinen
eroffnet die Moglichkeit Kondensationsenzyme zu finden, die eine andere Chemoselektivitat als PigC
aufweisen. Basierend auf den Genclusteranalysen (Abbildung 19) und aufgrund der Betrachtung des
phylogenetischen Baumes (Kaptitel 5.5, Abbildung 13) wurden verschiedene, zu PigC homologe,
Kondensationsenzyme fiir ndahere Untersuchungen ausgewahlt. Zum einen wurden mit RedH und
McpH Kondensationsenzyme aus  verschiedenen  Streptomycetaceae  ausgesucht, die
Undecylpyrrol (27a) und MBC (2) kondensieren. In spateren Betrachtungen wurde auch das Protein
MarH mit in die Auswahl einbezogen. Diese Proteine kdnnen den Zugang zu Undecylprodigiosin (9a)
ermoglichen sowie eine mogliche Akzeptanz von Pyrrolen mit langen n-Alkylketten in der 2-Position.
Zum anderen waren TreaP und TamQ von groflem Interesse, die als Kondensationsenzyme in der

Tambjamin Biosynthese beteiligt sind. Diese Ligasen katalysieren die Reaktion zwischen MBC (2) und
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dem primaren Amin DDA (28a), jedoch war unbekannt, ob auch Pyrrole von diesen Enzymen als
Substrate angenommen werden konnen. Somit wurden drei Kondensationsenzyme aus

Streptomycetaceae und zwei aus Pseudoalteromonadaceae fiir ndhere Analysen ausgewahilt.

6.2.2.1 Anzucht und Genomisolierung von Streptomycetaceae und
Pseudoalteromonadaceae

Fir eine Klonierung und Expression der zwei ausgewadhlten Gene redH und mcpH aus
Streptomycetaceae™ sowie tamQ und treaP aus Pseudoalteromonadaceae war ein Zugang zu den
entsprechenden Genen obligatorisch. Daher wurden zum einen die Stamme S. coelicolor A3(2) und
S. longispororuber sowohl auf Agarplatten als auch in Flussigkultur in Glycerin-Medium sowie

M65-Medium angezogen, um Zellmaterial erhalten zu kénnen (Abbildung 23, oben).

S. longispororuber

P. tunicata D2 P. citrea

Abbildung 23. Anzucht von Streptomycetaceae und Pseudoalteromonadaceae auf Agarplatten. [Foto von
S. coelicolor A3(2): CC BY-NC-SA: Dr. Andreas S. Klein]

Die Anzucht erfolgte analog zu den Anzuchtbedingungen, die im Rahmen vorangegangener Arbeiten
fir die Kultivierung von S. coelicolor A3(2) etabliert wurden und konnte auch auf die Anzucht von
S. longispororuber (ibertragen werden.”” Zum anderen wurden die marinen Mikroorganismen
P. tunicata D2 und P. citrea ebenfalls auf Agarplatten (Abbildung 23, unten) und in Flissigkultur
angezogen, wobei hier als Medium Marine-Boullion verwendet wurde. Nach Anzucht und Ernte der
S. coelicolor A3(2), S. longispororuber, P.tunicata D2 und P. citrea Flussigkulturen, erfolgte die
Isolierung der genomischen DNA aus den Streptomycetaceae nach einem Protokoll von Kumar et al.,

wohingegen bei Pseudoalteromonadaceae ein kommerzielles Kit fiir die Genomisolierung verwendet

5 Das fiir MarH codierende Gen wurde als synthetisches Gen bestellt.
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wurde (Kapitel 8.3.3.2).1273] Die so erhaltene genomische DNA der Mikroorgansimen diente als

Ausgangsmaterial fur die folgenden Klonierungsschritte.

6.2.2.2 Klonierung der fiir Kondensationsenzyme codierenden Gene aus Streptomycetaceae
Alle fur Kondensationsenzyme codierenden Gene sollten von den entsprechenden Genomen
amplifiziert und anschlieBend via Gibson Assembly® (Kapitel 8.3.8) in den mit Ndel und Xhol
linearisierten Vektor pET28a(+) eingefligt werden. Dabei wurden die Restriktionsschnittstellen Ndel
und Xhol im finalen Konstrukt nicht erhalten und auch auf die Fusion eines Hisg-tags wurde verzichtet.
Die Klonierungsstrategien erfolgten somit in Anlehnung an die erfolgreiche Klonierungsstrategie von
pigC, das in vorangegangenen Arbeiten via Gibson Assembly® in den Vektor pET28a(+) eingefligt wurde

(Vektorkarten und Sequenzen: Kapitel 9.6).17: 197!

Klonierung von redH und mcpH

Die Gene redH und mcpH sollten zunadchst aus der entsprechenden genomischen DNA amplifiziert
werden. Die Amplifikation des Gens redH vom zuvor isolierten Genom von S. coelicolor A3(2) mit den
Gibson Assembly® Primerpaaren HB03/04 und auch HB09/10 (Tabelle 18) war erfolgreich und ergab
Amplifikate der erwarteten GrofRe von ca. 2.8 kb (Abbildung 24), jedoch war eine Zugabe von 10%
DMSO zum PCR-Ansatz (Kapitel 8.3.2) nétig.

A B
1 2 3 4 M

[bp]

6000

3000
2500

1000

Abbildung 24. Amplifikation des Gens redH (2.8 kb) aus dem Genom von S. coelicolor A3(2). A: Amplifikation von
redH mit dem Primerpaar HB03/04 mittels Gradienten-PCR und Zusatz von 10% DMSO. [1=51.7°C, 2 =54.7°C,
3=59.4°C,4=62.7°C, M =1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)]. B: Amplifikation von redH
mit dem Primerpaar HB09/10 mittels Gradienten-PCR und Zusatz von 10% DMSO. [1=59.9°C, 2 =61.9°C,
3=64.9°C,4=69.5°C, M =1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)]

Nach Isolierung der Banden auf Hohe von ca. 2.8 kb aus dem Agarosegel (Kapitel 8.3.6), konnte das

Plasmid pET28a(+)::redH via Gibson Assembly® erstellt werden (Kapitel 9.6.2, Abbildung A 19).

Im Gegensatz zu redH erwies sich die Amplifikation des Gens mcpH von der genomischen DNA aus
S. longispororuber als problematisch, auch unter Verwendung hoherer DMSO Konzentrationen bis zu
10% in den PCR-Ansatzen, die bei der Amplifikation GC-reicher Template von Vorteil sein kénnen.?7*
2781 Da eine Amplifikation des Gens mcpH mit Gibson Assembly® Primern (Primerpaar HB05/06;

Tabelle 18) initial nicht erfolgreich war, wurde ein Nested PCR Ansatz (Details zur Methode in

16 Dje Primer HB09/10 sind um 8 Basen (HB09) bzw. 5 Basen (HB10) ldnger als das Primerpaar HB03/04. Die
Sequenz, die an das Zielgen bindet wurde so verlangert.
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Kapitel 8.3.2.4) verfolgt, um Nebenprodukte durch unspezifisches Binden der Primer zu reduzieren. So
wurde zunichst eine PCR mit beiden Primerpaaren, dem inneren (HB24/25) und dem &uReren
Primerpaar (HB28/29), durchgefiihrt. Es konnten jedoch nicht die gewiinschten Amplifikate erhalten
werden (Abbildung 25A). Ein PCR-Ansatz nur mit dem duReren Primerpaar HB28/29 (Tabelle 18) war
allerdings erfolgreich und erbrachte Amplifikate der erwarteten GréRe von ca. 3.0 kb, sodass dieser
Ansatz als Template fiir einen zweiten PCR-Ansatz mit dem inneren Primerpaar HB24/25 (Tabelle 18)
genutzt und das entsprechende DNA-Fragment mit einer GroRe von ca. 2.8 kb aus dem Agarosegel
isoliert werden konnte. Im Anschluss wurde das Isolat als Template-DNA fir eine PCR mit
Gibson Assembly® Primern (Primerpaar HB05/06; Tabelle 18) verwendet und auch in diesem Fall das
DNA-Fragment der entsprechenden GroBe von ca.2.8 kb aus dem Agarosegel isoliert und im

Gibson Assembly® eingesetzt.

Abbildung 25. Amplifikation des Gens mcpH (2.8 kb, S. longispororuber). A: Nested PCR zur Amplifikation von
mcpH aus dem Genom von S. longispororuber mit den beiden Primerpaaren HB24/25 und HB28/29 (Spalte 1-4)
sowie nur mit dem duBeren Primerpaar HB28/29 (Spalte 5-8). [1,5=61.4°C; 2,6=63.5°C; 3,7 =66.3°C;
4,8=68.4°C; M=1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA); erwartetes Fragment
Spalte 1-4 = 2.8 kb; erwartetes Fragment Spalte 5-8 = 3.0 kb]. B: Nested PCR zur Amplifikation von mcpH aus
dem Genom von S. longispororuber mit dem inneren Primerpaar HB24/25. [1=60.2°C, 2 =61.4°C, 3=63.5°C,
4=66.4°C, M =1 kb DNA Ladder; erwartetes Fragment = 2.8 kb]. C: Amplifikation von mcpH nach Nested PCR
mit Gibson Assembly®Primern (HB05/06). [1 = 68.4°C, M = 1 kb DNA Ladder; erwartetes Fragment = 2.8 kb].

Letztlich wurde ein pET28a(+)::mcpH Konstrukt erhalten, welches allerdings sieben nicht stumme
Punktmutationen aufwies (Kapitel: 9.6.2, Abbildung A 24). Aufbauend auf diesem Konstrukt, sollten
daher die Punktmutationen mithilfe einer Overlap Extension PCR Stategie (Details zur Methode in
Kapitel 8.3.2.5) und unter Nutzung von mutagenen Primern (Primer HB33-HB44; Tabelle 18) wieder

entfernt werden. Zwar konnten die entsprechenden Teilstlicke des Gens (Abbildung 26 A) mit den
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gewlinschten Mutationen in einzelnen PCR-Ansdtzen erstellt werden, (Abbildung 26B-D) jedoch
scheiterte auch diese Strategie, da die finale Assemblierung nicht erfolgreich war (Abbildung 26 E) und

keine Bande mit der gewiinschten GrofRe von 2.8 kb beobachtet werden konnte.

A VI I v VI | =446 bp

| m Vv Il =634 bp
V =64bp

VI =982 bp
mcpH VIl = 55 bp

B Fragment D Fragment
| i v v v Vi \%
2 3 4 5 6 7 M M 1 2 3

0.8%iges Agarosegel 0.8%iges Agarosegel

C Fragment E
Il \Y VI

M 1 2 3 M 4 5 6 M 7 8 9 M

1 2 3 4
. & 8 5 |

2%iges Agarosegel 0.8%iges Agarosegel

Abbildung 26. Overlap Extension PCR des Gens mcpH (2.8 kb, S. longispororuber). A: Erwartete GroRen der
Fragmente I-VII. B: Initiale Amplifikation der Fragmente I-VII mit den Primern HB33-HB44. [1-7 =56.0°C,
M =1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)]. C: Erneute Amplifikation der kleinen Fragmente
I, V, VIl mit den Primern HB34/37, 40/43, 24/44. [1,5,8=55.0°C; 2,6,9=60.0°C; 3=65.0°C; 4, 7=50.0°C;
M = Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main, Deutschland); 2%iges
Agarosegel]. D: Erneute Amplifikation des Fragments IV mit den Primern HB38/41. [1=50.0°C, 2 =55.0°C,
3=60.0°C; M =1 kb DNA Ladder]. E: Overlap Extension PCR mit allen Fragmenten und den Primern HB24/25.
[1=49.8°C,2=54.7°C,3=59.4°C,4=64.4°C, M = 1 kb DNA Ladder].

Auch der Einsatz der Herculase ll Fusion DNA Polymerase, die auch entsprechend den
Herstellerangaben lange und GC-reiche Gene amplifizieren konnen soll, anstelle der
Phire Hot Start Il DNA-Polymerase und die alternative Verwendung der Gibson Assembly® Primer

anstelle des Primerpaars HB24/25 fiihrte nicht zum Erfolg des letzten Assemblierungssschritts.?””!
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Die beobachteten Probleme wahrend aller Klonierungsstrategien kénnte sich auf den hohen Anteil an
Guanin und Cytosin im Genom der Streptomyceten zurickfihren lassen. Das Genom von
S. longispororuber wurde bislang noch nicht vollstéandig sequenziert, sodass keine Aussage liber den
gesamten GC-Gehalt des Genoms getroffen werden kann, jedoch betragt der GC-Gehalt des Genoms
von S. coelicolor A3(2) 72.1%", was sich deutlich von E. coli Stimmen unterscheidet, die mit 50.8%
GC-Gehalt*® ein ausgewogenes Verhiltnis aller Basen aufweisen. %> 2781 Bei Betrachtung des
GC-Gehalts der Gene redH und mcpH lassen sich jedoch keine Unterschiede im GC-Gehalt feststellen,
da sowohl mcpH aus S. longispororuber als auch redH aus S. coelicolor A3(2) einen Anteil von 71.5% an
Guanin und Cytosin besitzen, sodass die Griinde flir die problematische Klonierung des Gens mcpH
nicht vollstandig geklart werden kénnen. Schlussendlich wurde das Gen mcpH als synthetisches Gen
bestellt, da sich hier der Vorteil ergibt eine Codonharmonisierung oder Codonoptimierung

durchzufiihren.

Klonierung von marH_synth, redH_synth und mcpH_synth

Aufgrund der zuvor beschriebenen Schwierigkeiten bei der Klonierung von Genen aus
Streptomycetaceae, wurden die Gene marH und auch redH als synthetische Gene (hier daher als
marH_synth bzw. redH_synth bezeichnet) im Vektor pUC57 bestellt, wobei fir marH eine
Codonoptimierung und im Falle von redH eine Codonharmonisierung fiir P. putida vorgenommen
wurde, um auch eine potentielle Expression in P.putida zu ermoglichen (Kapitel 9.6.2,
Abbildung A 20—-Abbildung A 23, Abbildung A 25-Abbildung A 27). Die im folgenden Abschnitt
beschriebenen Klonierungsarbeiten wurden mit Ausnahme der Konstruktion des Plasmids
pPET28a(+)::mcpH_synth sowie der Erstellung des Stammes E. coli DH5a_pET28a(+)::mcpH_synth von

B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt.!?>!

Da die Gene marH_synth und redH_synth flankiert von den Schnittstellen Ndel und Xhol vorlagen,
sollten die Gene zunachst mittels klassischer Restriktion und Ligation in den Vektor pET28a(+) kloniert
werden. Diese Versuche waren jedoch erfolglos, sodass marH_synth und redH_synth schlieBlich vom
Vektor pUC57::marH_synth bzw. pUC57::redH_synth amplifiziert und via Gibson Assembly® in den mit
Ndel und Xhol linearisierten Vektor pET28a(+) eingefligt wurden. Die Amplifikation der Gene
redH_synth bzw. redH _synth mit den Gibson Assembly® Primern (HB_AAR ga marH_fw,
HB_AAR_ga_marH_rv, HB_AAR ga redH_fw, HB_AAR _ga_redH_rv; Tabelle 18) konnte erfolgreich
durchgefiihrt werden (Abbildung 27 A).

175, coelicolor A3(2) (NCBI Referenzsequenz: NC_003888.3)
18 E. coli str. K-12 substr. MG1655 (NCBI Referenzsequenz: NC_000913.3)

80



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 27. Amplifikation der Gene marH_synth (2.7 kb) und redH_synth (2.8 kb) und Ergebnisse der Test-PCR.
A: Amplifikation der Gene marH_synth (2.7 kb) und redH_synth (2.8 kb) von den Vektoren pUC57::redH_synth
bzw. pUC57::marH_synth mit den Gibson Assembly® Primern HB_AAR_ga_marH_fw, HB_AAR_ga_marH_rv,
HB_AAR_ga_redH_fw, HB_AAR ga redH_rv. [1,4=55.0°C; 2,5 =56.9°C; 3,6 =59.1°C; M = 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)]. B: Test-PCR zum Nachweis des Plasmide pET28a(+)::redH_synth bzw.
pET28a(+)::marH_synth mit den Primern T7 und pRSET-RP [1-6 = 46.0°C, M = 1 kb DNA Ladder].

Die Erstellung des Konstrukts pET28a(+)::marH_synth via Gibson Assembly® war erfolgreich und
konnte mittels Test-PCR (Abbildung 27 B, Spalte 4—6; Test-PCR: 8.3.2.2) nach Plasmidisolierung und
mittels Sequenzierung verifiziert werden. Im Gegensatz dazu blieben die Versuche zur Erstellung des
Plasmids pET28a(+)::redH_synth erfolglos, da nach Gibson Assembly® und Transformation von
E. coli DH5a und Plasmidisolierung wiederholt nur der Leervektor (LV) via PCR mit den Primern T7 und

PRSET-RP (Tabelle 18) nachgewiesen werden konnte (Abbildung 27 B).

Da der Leervektor pET28a(+) nach Restriktion via Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und aus dem
Gelisoliert wurde, ebenso wie das mit Gibson Assembly® Primern amplifizierte Gen redH_synth, ist der
beobachtete hohe Leervektorhintergrund nach Gibson Assembly® und Transformation nur schwerlich
zu erklaren. Als Alternative zum Gibson Assembly® konnten u.a. noch andere Klonierungsstrategien

wie TOPO-Klonierung oder das Gateway® Klonierungssystem in Betracht gezogen werden. 279281

Die Ursachen der fehlgeschlagenen Klonierungen kdnnten jedoch im Falle des Gens redH_synth auch
darauf zurlickzufiihren sein, dass das Gen redH_synth fiir E. coli toxisch ist und daher keine positiven

Transformanden isoliert werden konnten.

Erfolgreich erstellte Konstrukte
Durch die zuvor beschriebenene Klonierungsarbeiten konnten letztlich drei Plasmide erfolgreich
erstellt werden. Tabelle 6 gibt eine Ubersicht tiber die drei Plasmide, die erstellt wurden und so

nachfolgend fur Expressionsversuche und Aktivitatstests zur Verfligung standen.

Tabelle 6. Ubersicht der erfolgreich erstellten Plasmide mit Genen, die fiir Kondensationsenzyme aus
Streptomycetaceae kodieren.

Plasmid Gen Ursprungsorganismus des Gens
pET28a(+)::redH redH S. coelicolor A3(2)
pET28a(+)::marH_synth marH S. sp. CNQ-617
pET28a(+)::mcpH_synth mcpH S. longispororuber
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6.2.2.3Genexpression und  Aktivitatsassays der  Kondensationsenzyme  aus
Streptomycetaceae

Expression von redH und Aktivitatsassays mit RedH

Die Klonierung des nativen Gens redH aus S. coelicolor A3(2) in den Expressionsvektor pET28a(+) verlief
erfolgreich (Kapitel 6.2.2.2), sodass sowohl der Stamm E. coli BL21(DE3) als auch der Stamm
E. coli Rosetta™2(DE3) mit dem Plasmid pET28a(+)::redH transformiert wurde. Das BL21-Derivat
Rosetta™2 soll durch die Bereitstellung von tRNAs, die in E. coli selten verwendete Codons enthalten,
die Expression verbessern. Das Gen redH wurde daher in beiden Stammen exprimiert

(Kapitel 8.4.1.2.3) und eine vergleichende SDS-PAGE Analyse durchgefiihrt (Abbildung 28).
LV RedH

kbDal M1 2 3 456 M

> .

10 [

Abbildung 28. SDS-PAGE Analyse der Expression von redH in E. coliBL21(DE3) und E. coli Rosetta™2(DE3).
[RedH =102 kDa, M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1 = Pellet pET28a(+) LV; 2 = CFE pET28a(+) LV; 3 = Pellet
E. coli BL21(DE3)_pET28a(+)::redH; 4 = Zellfreier Extrakt (CFE, engl. cell free extract)
E. coli BL21(DE3)_pET28a(+)::redH; 5 = Pellet E. coli Rosetta™2(DE3)_pET28a(+)::redH; 6 = CFE,
E. coli Rosetta™?2(DE3)_pET28a(+)::redH]

Eine starke Uberexpression von redH konnte in beiden Fillen nicht beobachtet werden. So konnte
lediglich eine schwache Bande auf Hohe von ca. 100 kDa jeweils im zellfreien Extrakt (CFE, engl. cell
free extract) festgestellt werden (Spalte 4, 6). Trotz nur schwach ausgepragten Proteinproduktion von
RedH wurden in vitro Assays (Kapitel 8.5.6) mit den entsprechenden Lysaten durchgefiihrt, um eine
mogliche Aktivitdt des Kondensationsenzyms nachweisen zu kdnnen (Abbildung 29). Als Substrat
wurde neben MBC (2) das Monopyrrol 2-UP (27a) eingesetzt, bei welchem es sich um das natdrliche

Substrat des Enzyms RedH handelt.
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Ligase
1.25 mm ATP
+ N L
N KP;, 50 mM, pH 7.0,
H 10 % (v/v) DMSO,
30°C,4h
MBC (2) 2-UP (27a) 9a

LV RedH® RedH’

Abbildung 29. In vitro Assay mit dem Substrat 2-UP (27a) und dem Kondensationsenzym RedH. Als Kontrolle
wurde eine Leervektorprobe genutzt. In den Reaktionsgefdflen sind die ethanolischen Extrakte zu sehen.
[RedH? = exprimiert in E. coli BL21(DE3); RedH® = exprimiert in E. coli Rosetta™2(DE3); es wurde Zelllysat genutzt;
Assaybedingungen: 1 mm MBC (2), 1 mm 2-UP (27a), 1.25 mm ATP, KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO,
30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen].

Anhand der fehlenden Rotfarbung der ethanolischen Extrakte der invitro Assays war bereits
erkennbar, dass das Kondensationsenzym RedH keine signifikante Aktivitdit aufwies. Die
entsprechenden Flissigchromatographie-Massenspektrometrie Messungen (LC-MS) (Kapitel 9.8.1.1,
Abbildung A 40-Abbildung A 52) verifizierten dies, da das erwartete Reaktionsprodukt
Undecylprodigiosin (9a) nur in Spuren nachweisbar war. Somit konnte das Kondensationsenzym RedH
unter den gewahlten Bedingungen nicht oder nur sehr schwach aktiv produziert werden. Um eine
Produktion des Kondensationsenzyms in aktiver Form dennoch zu ermdglichen, wurde als alternative

Strategie die Coexpression von Chaperonen gewahlt.

Expression von redH und mcpH bei Coexpression von Chaperonen und Aktivitatsassays mit
RedH und McpH

Eine starke Expression rekombinanter Gene in E. coli kann oft zu fehlerhafter Faltung der Proteine und
somit zu Aggregation in unloslichen inclusion bodies fiihren. Eine Moglichkeit dieses Phanomen zu
verhindern ist eine Coexpression von Chaperonen, die eine korrekte Proteinfaltung und eine
Verbesserung der Produktion aktiver Proteine erméglichen kénnen.?82284 Da im Fall von RedH unter
den bisher untersuchten Expressionsbedingungen kein aktives Enzym produziert werden konnte,
wurde das Chaperone Plasmid Set von TaKaRa Bio Inc. (Kusatsu, Prafektur Shiga, Japan) genutzt, um
verschiedene Chaperone mit den fir Kondensationsenzyme codierenden Genen zu coexprimieren
(Kapitel 8.4.1.2.3). Neben redH wurde auch mcpH® untersucht. Bei den coexprimierten Chaperonen
handelt es sich um das DnaK-Dnal-GrpE System und das GroEL-GroES System, welche zum
o2-Hitzeschock-Regulon  gehdren.[82284  Neben diesen Chaperonen gehéren zu dem

Chaperone Plasmid Set von TaKaRa Bio Inc. (Kusatsu, Prafektur Shiga, Japan) auch Plasmide, auf denen

19 Das fiir McpH codierende Gen lag als synthetisches Gen (mcpH_synth) vor.
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das Gen fiur den Trigger Factor (TF) aus E. coli codiert ist, welcher ebenfalls in die Proteinfaltung

involviert ist.[28% 285]

Kompetente Zellen von E. coli BL21(DE3) mit den Plasmiden pTf16, pG-Tf2, pGro7, pG-KJE8 wurden mit
den Plasmiden pET28a(+)::mcpH_synth bzw. pET28a(+)::redH transformiert und anschlieBend
Experimente zur Expression von redH und mcpH durchgefiihrt. Im Falle von redH konnte keine
Expression festgestellt werden, sondern lediglich eine Expression der entsprechenden Chaperone
(Abbildung 30). Das Protein McpH hingegen wurde in geringen Mengen produziert, jedoch weiterhin
in unloslicher Form (Abbildung 308B, Spalte 3, 6, 9, 12).

A B
pTf16 pG-Tf2 pGro7 pG-KJES pTf16 pG-Tf2 pGro7 pG-KJES8
kbDal M 1 2 3 M4 567 8 9101112 M [kDa] M1 2 3 456M7 8 9101M12M
150 150 : '
100 | ] 100 | | ] | 1 ¥ % 5 ]
60 — 60 )
W e . & EEe=ES
40 BE = m;ﬁ_ﬂﬂ_,__ 40 BEi=jEi~g2_Nn
30 — 30
20 . g e W8 0 . ik Fny “ 20 & & Y -ﬁ&
10 S . Y ~ '
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Abbildung 30. Vergleichende SDS-PAGE Analyse zur Expression von redH (102 kDa, schwarze Markierung) und
mcpH (104 kDa, schwarze Markierung) mit gleichzeitiger Coexpression von Chaperonen. A: Proben des CFE. B:
Proben des Pellets. [RedH (102 kDa, schwarze Markierung), McpH (104 kDa, schwarze Markierung), M = Marker
(Roti®Mark 10-150), 1,4,7,10 = pET28a(+) LV; 2,5,8, 11 = pET28a(+)::redH; 3,6,9,12=
pET28a(+)::mcpH_synth]. [Coexprimierte Chaperone (weie Markierungen) bei Nutzung der entsprechenden
Plasmide: pTF16 = TF (56 kDa); pG-Tf2 = GroES (10 kDa), GroEL (60 kDa), Tf (56 kDa); pGro7 = GroES (10 kDa),
GroEL (60 kDa); pG-KJE8 = DnaK (70 kDa), DnaJ (40 kDa), GrpE (22 kDa), GroES (10 kDa), GroEL (60 kDa)]

Trotz der nur schwachen Expression von mcpH bei Coexpression der Chaperonen, sollte ein
Aktivitatsassay Aufschluss dariiber geben, ob das Protein McpH in einer aktiven Form vorlag. Als
Substrat wurde neben 2-UP (27a), dem natdirlichen Substrat von McpH, auch das Monopyrrol MAP (3a)
eingesetzt. Lediglich fur das unnatiirliche Substrat MAP (3a) konnte fiir alle Konstrukte eine sehr
schwache Verfarbung des Ansatzes beobachtet werden (Abbildung 31), die jedoch nicht auf das
Vorliegen eines aktiven Enzyms schlieRen lasst, sondern auch auf eine Polymerisation des Monopyrrols
zurickzufihren sein kann. So handelt es sich bei 1H-Pyrrol (4) und einfachen alkylierten Pyrrolen um

farblose Substanzen, wohingegen Pyrrolpolymere farbig sind.[286 287]
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Abbildung 31. In vitro Assay dem Kondensationsenzym McpH und dem natiirlichen Substrat 2-UP (27a) sowie
MAP (3a). Es wurde Zelllysat von E. coli BL21(DE3)_pET28a(+)::mcpH_synth bei Coexpression von Chaperonen
genutzt. Als Kontrolle wurden Ansatze ohne Zugabe von Monopyrrol Precursor genutzt. In den ReaktionsgefalRen
sind die ethanolischen Extrakte zu sehen. [Auflistung der coexprimierten Chaperone bei Nutzung der
entsprechenden Plasmide: pTF16 = TF; pG-Tf2 = GroES, GroEL, Tf; pGro7 = GroES, GroEL; pG-KJE8 = DnakK, Dnal,
GrpE, GroES, GroEL; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2), 1 mm Pyrrol 3a bzw. 27a, 1.25 mm ATP, KP-Puffer
(50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen]

Somit konnte durch Coexpression von Chaperonen das Gen redH nicht exprimiert werden, jedoch das
Gen mcpH_synth. Das Kondensationsenzym McpH zeigte allerdings keine Aktivitat und wurde somit

nicht funktional exprimiert.

Da in E. coli weder eine funktionale Expression von mcpH noch von redH moglich war, kann als
alternativer Expressionswirt P. putida KT2440 in Betracht gezogen werden. Das Genom dieses
Gram-negativen Bakteriums weist mit 61.5% einen deutlich hoheren GC-Gehalt auf als E. coli mit
ca. 51% und liegt damit ndher am GC-Gehalt der Streptomycetaceae wie S. coelicolor A3(2) (71.5%
GC-Gehalt) aus denen die Zielgene stammen.[16>216:217.278] pjas kdnnte zu einer besseren Expression in
P. putida KT2440 verhelfen, da sich dieser Stamm bereits in vielen Fallen als gut einsetzbarer Wirt fur

die Produktion verschiedener Naturstoffe zeigte.!?'!

Expression von marH und mcpH und Aktivitatsassays mit MarH und McpH

Nach erfolgter Klonierung des Vektors pET28a(+)::marH_synth und Transformation des
Expressionsstammes E. coli BL21(DE3) mit diesem Plasmid, wurden auch fir dieses Konstrukt
Expressionsversuche durchgefiihrt. Neben marH wurde vergleichend erneut die Expression von mcpH
(pET28a(+)::mcpH_synth) getestet (Abbildung 32). Die im folgenden Abschnitt beschriebenen
Expressionsexperimente und Assays wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit
durchgefiihrt.!?>?
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Abbildung 32: SDS-PAGE Analyse der Expression von marH (100 kDa) und mcpH (104 kDa) in E. coli BL21(DE3).
Nach Induktion wurde die Temperatur von 37°C auf 18°C gesenkt. Die Expressionsversuche und SDS-PAGE
Analyse wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt.?**! [MarH (100 kDa),
McpH (104 kDa), M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1, 5, 9 = Pellet, 0.1 mm Isopropyl-B-bD-thiogalactopyranosid
(IPTG); 2, 6 10 = CFE, 0.1 mMm IPTG; 3, 7, 11 = Pellet, 0.5 mm IPTG; 4, 8, 12 = CFE, 0.5 mM IPTG]

Wahrend Banden fiir MarH sowohl in den Pellet Proben als auch im CFE nachweisbar waren, erfolgte
unter den getesteten Bedingungen keine Produktion von McpH in |6slicher Form. Sowohl mit Zellpellet
von E. coliBL21(DE3) pET28a(+)::marH_synth als auch E. coli BL21(DE3) pET28a(+)::mcpH_synth
wurden invitro Assays (8.5.6) durchgefiihrt, um zu testen ob die Kondensationsenzyme aktiv
produziert wurden. Als Substrat wurde ausschliefllich das natirliche Substrat beider Enzyme

verwendet, das Monopyrrol 2-UP (27a) (Abbildung 33).

/ \
N
H

McpH MarH LV 2-UP (27a)

Abbildung 33. In vitro Assay mit den Kondensationsenzymen McpH und MarH und dem Substrat 2-UP (27a). Als
Kontrolle wurde eine Leervektorprobe genutzt. In den ReaktionsgefalRen sind die ethanolischen Extrakte zu
sehen. Die Expression der Kondensationsenzyme und der in vitro Assay wurden von B. Sc. Annabel Arens im
Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt.?>*) [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2),
1 mMm 2-UP (27a), 1.25 mMm ATP, KP-Puffer (50 mm, pH7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL
Assayvolumen]

Anhand der fehlenden Rotfarbung war gut erkennbar, dass McpH das Substrat 2-UP (27a) nicht zum
Undecylprodigiosin (9a) umsetzt und somit nicht in aktiver Form exprimiert wird, wie es auch in den
vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte. Die LC-MS Analysen der methanolischen Extrakte
verifizierten, dass McpH das Monopyrrol 2-UP (27a) nicht umsetzte (Kapitel 9.8.1.1, Abbildung A 43).
Bei MarH hingegen, konnte eine leichte Rotfarbung der Reaktionsansatze beobachtet werden, was auf

die Produktion eines Prodiginins hindeutet (Kapitel 9.8.1.1, Abbildung A 44).

Das Kondensationenzym MarH ist Teil des mar-Clusters und an der Biosynthese von
Marineosin A/B (21/22) beteiligt (vgl. Kapitel 6.2.1.2, Abbildung 19). Im Hinblick auf das Substrat von

MarH in der Kondensationsreaktion wurde im Jahr 2014 von Kancharla et al. zunachst skizziert, dass
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das Prodiginin 99 aus einer Kondensation des hydroxylierten Pyrrols 100 mit MBC (2) hervorgeht und
Prodiginin 99 schlieRlich das Substrat fiir die nachfolgende Zyklisierung und Reduktion zu
Marineosin A/B (21/22) darstellt.?®® In einer spateren Publikation der gleichen Arbeitsgruppe aus dem
Jahr 2017 wurde von Lu et al. vorgeschlagen, dass es sich bei MarH um ein bifunktionales Enzym
handelt, welches nicht nur die Kondensation von 2-UP (27a) und MBC (2) katalysiert, sondern auch

eine Hydroxylierungsreaktion?°, aus der das Prodiginin 99 hervorgeht (Schema 30).12%!

Kanchar/a etal. Lu etal.
— mtb Di/b -
100 2-UP (27a)
o
N
: — MarH
X NH

Marinesosin A (21)
oder
Marineosin B (22, nicht dargestellt)

Schema 30. Ausschnitt aus der Marineosin A/B (21/22) Biosynthese. Dargestellt sind zwei mogliche Varianten
der durch MarH katalysierten Kondensationsreaktion. A: Das hydroxylierte Pyrrol 100 wird durch MarH mit
MBC (2) zu Prodiginin 99 kondensiert und nachfolgend zu Marineosin A/B(21/22) umgesetzt (nach
Kancharla et al.).?®®! B: Das bifunktionale Enzym MarH katalysiert Kondensation von 2-UP (27a) und MBC (2)
sowie die Hydroxylierung, sodass Prodiginin 99 entsteht, welches nachfolgend zu Marineosin A/B (21/22)
umgesetzt wird (nach Lu et al.).[2%%

Im Falle eines bifunktionalen Enzyms — wie von Lu et al. vorgeschlagen — ist zu vermuten, dass in den
LC-MS Messungen der methanolischen Extrakte des invitro Assays die dem Prodiginin 99
entsprechende Masse zu detektieren ist, da Zyklasen, die die weiteren Schritte zu
Marineosin A/B (21/22) katalysieren konnten in den Assays nicht prasent sind. Allerdings wurde via
LC-MS Messung keine Masse, die dem hydroxylierten Prodiginin 99 (Prodiginin 99 [M+H]" berechnet:
410.58 g/mol) entsprechen kénnte nachgewiesen (Abbildung 34 A). Die Probe des in vitro Assays und
die Leervektorkontrolle unterschieden sich hier nicht voneinander (Abbildung 34 B). Es konnte lediglich
die Masse nachgewiesen werden, die Undecylprodigiosin (9a) entspricht (Prodiginin 9a [M+H]*

berechnet: 394.58 g/mol), gefunden: 394.40 g/mol.

20 Sybstrat der Hydroxylierungsreaktion ist Lu et al. zufolge sehr wahrscheinlich das Kondensationsprodukt
Undecylprodigiosin (9a), sodass MarH erst die Kondensation und im Anschluss die Hydroxylierung katalysiert.!2%%

87



Ergebnisse und Diskussion

(A Assay mit MarH (¢
DAD, 535 nm

20 7.87L DAD-Chromatogramm

T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.6 7.8 8.0 8.2 8.4 8.6
Retentionszeit [min]

Undecylprodigiosin (9a)
[M+H]" = 394.58 g/mol

MSD, EIC = m/z 394 - 395; API-ES, positiv

T T T T T T T T T T T T T
74 7.6 7.8 8.0 8.2 8.4 8.6
Retentionszeit [min]
MSD SPC; MS + spectrum 7.91 min; API-ES, positiv

395.450
.

T T T T T T T T T T T T T
380 385 390 395 400 405 410
m/z [Da]

B Assay mit MarH D
o~

Prodiginin 99
[M+H]" = 410.58 g/mol

MSD, EIC = m/z 409 - 411; API-ES, positiv

20000 7.549 Massenchromatogramm

T T T T T T T T T T T T T
74 7.6 7.8 8.0 8.2 8.4 8.6
Retentionszeit [min]
MSD SPC; MS + spectrum 7.55 min; API-ES, positiv

409.250 « Massenspektrum 20000 409.250 Massenspektrum
10000 404.300 410.300 404.300 | 410.150
I I I L .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 405 410 415 420 400 405 410 415 420
\_ m/z [Da] I\ m/z [Da] )

2 DAD-Chromatogramm

100000 7.91, Massenchromatogramm 6000

100000 394.400 . Massenspektrum 6000

Assay mit LV
DAD, 535 nm

T T T T T T T T T T T
74 7.6 7.8 8.0 8.2 8.4 8.6
Retentionszeit [min]

Undecylprodigiosin (9a)
[M+H]" = 394.58 g/mol

MSD, EIC = mi/z 394 - 395; API-ES, positiv

7.93, Massenchromatogramm

N

T T T T T T T T T T T T T
74 7.6 7.8 8.0 8.2 8.4 8.6
Retentionszeit [min]
MSD SPC; MS + spectrum 7.93 min; API-ES, positiv

394.400 Massenspektrum
380.600 391.250| 395450 408.350

— 1 1 — 1 1 1 T 1T T
380 385 390 395 400 405 410
m/z [Da]

Assay mit LV

Prodiginin 99
[M+H]" = 410.58 g/mol

MSD, EIC = m/z 409 - 411; API-ES, positiv
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Retentionszeit [min]
MSD SPC; MS + spectrum 7.60 min; API-ES, positiv

Abbildung 34. Dioden-Array-Detektor (DAD)-Chromatogramme, Massenchromatogramme und Massenspektren
der in vitro Assays mit MarH bzw. LV und 2-UP (27a) als Substrat. A: In vitro Assay mit MarH: Detektion des
Reaktionsprodukts Undecylprodigiosin (9a). B:/Invitro Assay mit MarH: Keine Detektion des putativen
Reaktionsprodukts Prodiginin 99. C: In vitro Assay mit LV: Detektion von Undecylprodigiosin (9a) nur in Spuren.
D: In vitro Assay mit LV: Keine Detektion von Prodigiosin 99. [Analysiert wurde der methanolische Extrakt der

in vitro Assays; Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen:

1 mMm MBC (2), 1 mm 2-UP (27a), 1.25 mm ATP,

KP;-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen)].
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Die Ergebnisse in Abbildung 34 zeigen, dass unter den untersuchten Bedingungen keine
Hydroxylierungsreaktion stattgefunden hat. Dahingegen konnten in den von Lu et al. publizierten
Fitterungsversuchen u.a. bei Fitterung von 2-UP(27a) zu einem MarH produzierenden
Streptomyes venezuelae Stamm sowohl Prodiginin 99 als auch Undecylprodigiosin (9a) detektiert
werden. Ebenso wurde gezeigt, dass Pyrrol 100 von MarH zu Prodiginin 99 umgesetzt wurde.
Allerdings kann auf Basis der im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Abbildung 33 und Abbildung 34
dargestellten Experimente keine weitere und fundierte Aussage Uber das Vorliegen eines

bifunktionalen Enzyms getroffen werden.

Zwar wurde bei der von MarH katalysierten Kondensationsreaktion von MBC (2) und 2-UP (27a) zu
Undecylprodigiosin (9a), dargestellt in Abbildung 33, wie zuvor erwahnt nur eine schwache Rotfarbung
beobachtet, dennoch konnte aktives Enzym nachgewiesen werden. Hier wiirde sich trotz schwacher
Aktivitat gegeniber 2-UP (27a) zukinftig die Testung weiterer Monopyrrole anbieten. Insbesonders
vor dem Hintergrund der von Lu et al. publizierten Ergebnisse sollte das Substratspektrum von MarH
weitergehend untersucht werden und auf Pyrrol 100 und Derivate dieses Pyrrols ausgeweitet

werden.[200]

6.2.2.4 Genexpression und Aktivitatsassays der Kondensationsenzyme aus
Pseudoalteromonadaceae

Im Gegensatz zu den Problemen, die bei den zuvor beschriebenen Klonierungsexperimenten mit
Genen aus Streptomycetaceae auftraten, kam es bei den Klonierungen der Gene aus P. tunicata D2
sowie P. citrea zu keinen Schwierigkeiten. Analog zu den bisherigen Experimenten wurden die Gene
tamQ und treaP aus den zuvor praparierten Genomen mithilfe von Gibson Assembly® Primern
amplifiziert, sodass eine nachfolgende Assemblierung unter Nutzung des Gibson Assembly® in den mit
Ndel und Xhol geschnittenen Vektor pET28a(+) erfolgen konnte (Vektorkarten und Sequenzen:
Kapitel 9.6). Die erfolgreiche Amplifikation der Gene tamQ und treaP konnte mit den
Gibson Assembly® Primerpaaren (Tabelle 18) HB07/HB08 (tamQ) bzw. HB17/HB18 (treaP) erzielt
werden und ergab DNA-Fragmente der erwarteten Grofle von ca. 2.7 kb (Abbildung 35). Eine nicht
stumme Punktmutation im Gen treaP, die wahrend der Sequenzierung aufgefallen war, konnte unter

Nutzung der Primer HB79/80 mittels QuikChange®-PCR (Kapitel 8.3.2.3) erfolgreich entfernt werden.
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Abbildung 35. Amplifikation von der flir Kondensationsenzyme codierende Gene aus Pseudoalteromonadaceae.
A: Amplifikation von tamQ (2.7 kb) ausgehend vom Genom von P. tunicata D2 mittels Gradienten-PCR
[1=44.8°C, 2=46.1°C, 3=48.3°C, 4=51.3°C, 5=53.3°C, M =1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA)]. B: Amplifikation von treaP (2.7 kb) ausgehend vom Genom von P. citrea mittels Gradienten-PCR.
[1=40.8°C,2=50.2,3=51.4,4=53.5,5=56.4, M =1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)]

Die im Vergleich unproblematische Gen-Amplifikation (Abbildung 35) konnten mit dem eher niedrigen
GC-Gehalt der Genome von P. tunicata und P. citrea im Vergleich zu denen von Streptomycetaceae
zusammenhangen. So betridgt der GC-Gehalt von P. tunicata®® 39.9%, wihrend das Genom von
P. citrea?> einen GC-Gehalt von 41.1% aufweist.'’> 2% Damit liegen sie im Gegensatz zu
Streptomycetaceae Genen ndher am GC-Gehalt von E.coli Stdmmen, die mit ca.51% ein

ausgewogenes Verhiltnis aller Basen aufweisen (50.8% E. coli str. K-12 substr. MG165523).1278]

Der Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) wurde jeweils mit den Plasmiden pET28a(+)_tamQ und
pET28a(+)_treaP  (Kapitel 9.6.2, Abbildung A17, Abbildung A 18) transformiert und die
entsprechenden Proteine produziert. Neben der Expression von tamQ und treaP wurde zu
Vergleichszwecken ebenfalls pigC exprimiert. Zudem wurde im Rahmen einer SDS-PAGE Analyse eine
Kontrollprobe mit Leervektor [E. coli BL21(DE3)_pET28a(+)] vergleichend analysiert (Abbildung 36).

21 NCBI Referenzsequenz: NZ_CP031961.1
22 NCBI Referenzsequenz: NZ_AHBZ00000000.2
23 NCBI Referenzsequenz: NC_000913.3
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Abbildung 36. SDS-PAGE Analyse der Expression von pigC**, tamQ und treaP in E. coli BL21(DE3). [TamQ
(101 kDa); TreaP (100 kDa); PigC (99 kDa); M = Marker (Roti®-Mark 10-150); 1 = Pellet, PigC; 2 = CFE, PigC;
3 = Pellet, TamQ; 4 = CFE, TamQ; 5 = Pellet, TreaP; 6 = CFE, TreaP; 7 = Pellet, Leervektor; 8 = CFE, Leervektor]

Die Proteinbande von PigC war hauptsachlich im Pellet nachzuweisen (Abbildung 36, Spalte 1),
wahrend die entsprechenden Banden fir TamQ und TreaP schwacher in den Pelletfraktionen und
starker ausgepragt auch im Uberstand zu sehen waren (Abbildung 36, Spalte 3—6). Das Vorliegen von
PigC in der Pelletfraktion ist sicherlich in der Tatsache begrindet, dass es sich um ein
membranstindiges Protein handelt.[*”- 20193201 Ob TamQ und TreaP an die Zellmembran gebunden

vorliegen ist bisher nicht bekannt. Diese Fragestellung wird jedoch in Kapitel 6.2.5 behandelt.

6.2.2.5Initiale Aktivitdtsassays mit Kondensationsenzymen aus Pseudoalteromonadaceae

Die entsprechenden Gene der beiden Kondensationsenzyme TamQ und TreaP aus P. tunicata D2 bzw.
P. citrea konnten erfolgreich in den Expressionsvektor pET28a(+) kloniert und exprimiert werden. Die
sich anschlielende Fragestellung nach der Aktivitdt der Enzyme sollte in initialen Aktivitatsassays

geklart werden, welche analog zu den bereits fiir PigC etablierten Assays durchgefiihrt wurden.!*”- 17

247)

Fir das Kondensationsenzym TamQ aus P. tunicata D2 wurde das native Substrat bereits von
Burke et al. als das primdre Amin DDA (28a) postuliert, nachdem von Franks et al. die Struktur des
Naturstoffs Tambjamin YP1 (26a) aufgeklart worden war.3> 3! |m Falle von P. citrea konnte der von
diesem Organismus produzierte Naturstoff, das makrozyklische Tambjamin MYP1 (26b), erst im Jahr
2019 von Picott et al. isoliert und identifiziert werden (Abbildung 37 B). Die strukturelle Ahnlichkeit von
Tambjamin YP1 (26a) aus P. tunicata D2 und Tambjamin MYP1 (26b) aus P. citrea (Abbildung 37) legen
jedoch nahe, dass TreaP und TamQ beide das primare Amin DDA (28a) als natlrliches Substrat in der

Kondensationsreaktion umsetzen.

24 Die Klonierung von pET28a(+)_pigC (dort als pPigC_3 bezeichnet) wurde von Dr. Andreas S. Klein im Rahmen
seiner Dissertation durchgefiihrt.!'”]
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Tambjamin YP1 (26a) Tambjamin MYP1 (26b)

Abbildung 37. Strukturformeln von Tambjaminen, die von P. tunicata D2 und P. citrea produziert werden.
A: Tambjamin YP1 (26a) aus P. tunicata D2. B: Tambjamin MYP1 (26b) aus P. citreqg.!*3>137]

Um zu testen, ob die Kondensationsenzyme TamQ und TreaP auch funktional und in aktiver Form in
E. coli BL21(DE3) produziert werden, wurden in vitro Assays mit beiden Enzymen und MBC (2) und
DDA (28a) als Substrat durchgefiihrt. Auch das bereits bekannte Kondensationsenzym PigC wurde

zusammen mit diesem fir PigC unnatirlichen Substrat getestet.

H,N

A Ligase
- 1.25 mm ATP AN
KP,, 50 mm, pH 7.0,
10 % (v/v) DMSO,
30 °C, 4h
MBC (2) DDA (28a) 26a

PigC TamQ TreaP LV

Abbildung 38. In vitro Assay mit dem Substrat DDA (28a) und den Kondensationsenzymen PigC, TamQ und TreaP.
Als Kontrolle wurde eine Leervektorprobe genutzt. In den ReaktionsgefdfRen sind die ethanolischen Extrakte zu
sehen. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2), 1 mm DDA (28a), 1.25 mm ATP, KP;-Puffer
(50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen].

Wie anhand der Gelbfarbung bereits erkennbar war (Abbildung 38), konnte gezeigt werden, dass
TamQ und TreaP das Substrat DDA (28a) mit MBC (2) unter ATP-Verbrauch zum Tambjamin YP1 (26a)
umsetzen und somit in aktiver Form vorlagen. Fiir den Leervektoransatz und die Probe mit PigC konnte
keine deutliche Gelbfarbung beobachtet werden. Die methanolischen Extrakte aller Ansatze wurden
flr LC-MS Messungen genutzt und die optischen Ergebnisse der Aktivitatsassays so entsprechend
verifiziert (Kapitel 9.8.1.1, Abbildung A 45—-Abbildung A 48). Die dem Tambjamin YP1 (26a)
entsprechende Masse konnte zwar im Extrakt des Ansatzes mit PigC detektiert werden, jedoch konnte
auch in der Leervektorkontrolle Produkt in geringen Mengen nachgewiesen werden. Die

Leervektorprobe verdeutlichte zudem, dass die Kondensationsreaktion enzymkatalysiert durch TamQ
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oder TreaP unter Nutzung von ATP verlauft und die Iminbildung nur in sehr geringem Mal3e spontan

oder sdurekatalysiert stattfindet.

Die inital angestrebte Erweiterung der Zahl der biologisch herstellbaren Prodigininderivate durch den
Einsatz von Ligasen mit putativ anderer Chemoselektivitdt als PigC bedingt jedoch, dass die
Kondensationsenzyme aus den zwei Pseudoalteromonadaceae auch Pyrrolderivate anstelle von
primaren Aminen umsetzen kénnen. Aus diesem Grunde sollte in einem weiteren in vitro Assay
analysiert werden, ob TamQ und TreaP gleichermaRRen wie PigC in der Lage sind das Monopyrrol
MAP (3a) mit MBC (2) zu Prodigiosin (1a) zu kondensieren (Abbildung 39).

Ligase
1.25 mm ATP
+ 1\ >
N KP,, 50 mm, pH 7.0,
H 10 % (viv) DMSO,
30 °C, 4h
MAP (3a) 1a

PigC  TamQ TreaP Lv

Abbildung 39. In vitro Assay mit dem Monopyrrol MAP (3a) als Substrat und den Kondensationsenzymen PigC,
TamQ und TreaP. Als Kontrolle wurde eine Leervektorprobe genutzt. In den Reaktionsgefdllen sind die
ethanolischen Extrakte zu sehen. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen 1 mm MBC (2), 1 mm MAP (3a),
1.25 mm ATP, KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 puL Assayvolumen].

Tatsachlich konnte sowohl fiir TamQ als auch TreaP eine zu PigC vergleichbare Rotfarbung in den
ethanolischen Extrakten beobachtet werden, die auf die Bildung von Prodigiosin (1a) hindeutet. Die
ebenfalls durchgefiihrten LC-MS Messungen, in denen die entsprechende Masse von Prodigiosin (1a)
nachgewiesen werden konnte (Kapitel 9.8.1.1, Abbildung A 96—Abbildung A 99), verifizierten die
initialen optischen Ergebnisse. Somit konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass die
Kondensationsenzyme aus den Organismen P. tunicata D2 und P. citrea unnatirliche Substrate in
Form des Monopyrrols MAP (3a) umsetzen und so in der Lage sind statt Tambjaminen auch Prodiginine
zu produzieren. Diese Akzeptanz unnatirlicher Substrate schliet somit die Llicke zwischen den beiden

strukturell ahnlichen Naturstoffen Tambjaminen und Prodigininen.

Das aktive Zentrum bzw. die Substratbindestellen sowohl von TamQ als auch TreaP mussen daher so
beschaffen zu sein, dass auch Pyrrole mit einem von primaren Aminen stark unterschiedlichen
sterischen Anspruch und einer anderen raumlichen Struktur binden kdnnen. Da fir PigC lediglich ein
Homologiemodell bekannt ist, jedoch weder fir PigC noch ein anderes Kondensationsenzym eine
Kristallstruktur vorhanden ist, kdnnen weitergehende Aussagen nicht getroffen werden.®® Eine
Kristallstruktur der drei Kondensationsenzyme kdnnte allerdings Aufschluss tber die tatsdchlichen

Unterschiede im aktiven Zentrum bzw. der Substratbindestelle geben.
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6.2.3 Substratspektren neuer Kondensationsenyzme

Der biosynthetische Zugang zu strukturell neuen Prodigininen mit moglicherweise anderen
Bioaktivitaten ist durch die Chemoselektivitdit des bisher genutzten Kondensationsenzyms PigC
eingeschrankt, sodass neue Kondensationsenzyme gesucht wurden, welche die Produktion neuer
Prodigiosin (1a) Derivate ermoglichen kdnnen. Die initialen Aktivitatsassays unter Nutzung von TamQ
und TreaP zeigten, dass diese Enzyme nicht nur das natirliche Substrat DDA (28a) umsetzen, sondern
auch das Monopyrrol MAP (3a) und somit den Naturstoff Prodigiosin (1a) produzieren konnten. Auf
die ersten Experimente folgend, sollte unter Nutzung der neuen Kondensationsenzyme eine Analyse
der Substratspektren der Ligasen erfolgen, einhergehend mit einer Quantifizierung der gebildeten

Prodiginine.

6.2.3.1 Bestimmung von Extinktionskoeffizienten zur Quantifizierung von Prodigininen

Die Rotfarbung und das unter sauren Bedingungen bei 535 nm gelegene Absorptionsmaximum der
Prodiginine ermdglicht eine Quantifizierung dieser Molekiile durch Anwendung des Lambert-Beer
Gesetztes. Die Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten ist dafiir jedoch unabdingbar. So
wurden bereits die molaren Extinktionskoeffizienten verschiedener Prodiginine bestimmt, darunter
Prodigiosin (1a) sowie weitere 2,3-dialkylierte Prodiginine mit Methylgruppe in 2-Position und
zyklische 2,3-alkylierte Prodiginine.l}” 197 205 247, 2481 Eine Quantifizierung von 2,3-dialkylierten
Prodigininen, welche an 2-Position des C-Rings andere Substituenten als einen Methylrest tragen war
bisher aufgrund fehlender Extinktionskoeffizienten nicht moglich. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
daher nach Synthese der entsprechenden Prodiginine (Kapitel 6.1.2) zusatzlich die molaren
Extinktionskoeffizienten der Prodiginine 58¢c, 58d und 58e (Abbildung 40A, C, E) bestimmt und im Zuge
der Bachelorarbeit von B. Sc. Annabel Arens zudem die molaren Extinktionskoeffizienten der
Prodiginine 9a, 9c¢ und 9d mit unterschiedlich langen Alkylsubstituenten in 2-Position ermittelt
(Abbildung 40B, D, F).
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Abbildung 40. Bestimmung molarer Extinktionskoeffizienten (A = 535 nm, acides Ethanol) der Prodiginine 9a, 9c,
9d, 58c, 58d und 58e sowie die entsprechenden Strukturformeln der Prodiginine. Die Extinktionskoeffizienten
der Prodiginine 9a, 9¢ und 9d wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit bestimmt.125%

In Tabelle 7 sind die molaren Extinktionskoeffizienten dargestellt, die experimentell ermittelt wurden
und in dieser Arbeit zur Quantifizierung der entsprechende Prodiginine in in vitro Assays genutzt
wurden.
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Tabelle 7. Experimentell bestimmte molare Extinktionskoeffizienten (A = 535 nm, acides Ethanol) verschiedener
Prodiginine.

Prodiginin R1 R2 Molarer
Extinktionskoeffizient €
[1/m-cm]

58e Propyl Ethyl 88264 +7470

58c Pentyl Butyl 109420 £+ 13225

58d Hexyl Pentyl 98640 +4171

9d Octyl — 62323 + 7640

9a Undecyl — 71081 + 24890

9c Tetradecyl  — 47486 + 35760

[l Die Primardaten zur Bestimmung der Extinktionskoeffizienten der Prodiginine 9a, 9¢ und 9d wurden von
B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit generiert.2>!

6.2.3.2 Bestimmung der Substratspektren der Kondensationsenzyme

Die Substratspektren von TamQ und TreaP wurden im Vergleich zu PigC untersucht, um Unterschiede
in der Chemoselektivitat der Enzyme identifizieren zu kdnnen. Dazu wurden zunachst 2,3-dialkylierte
Pyrrole sowie zyklische 2,3-alkylierte Pyrrole zusammen mit MBC (2) als Substrat in in vitro Assays
eingesetzt und die Produktion der Prodiginine auf Basis von Triplikaten und experimentell bestimmten
Extinktionskoeffizienten (Tabelle 7) sowie berechneter Extinktionskoeffizienten auch quantifiziert.!*””
197,205, 247) |m Rahmen dieser Arbeit wurden auch die Pyrrole 3i, 57e, 57f, 57g und 56g-56i synthetisiert
(Kapitel 6.1.1.1) und zum ersten Mal auch auf Umsetzung durch PigC hin untersucht. Flr die in vitro
Assays wurden Leervektorkontrollen (Abbildung A 1-Abbildung A 3) durchgefiihrt und die Produktion

der Prodiginine via LC-MS Messungen verifiziert.

Substratspektren mit 2,3-dialkylierten Pyrrolen und zyklischen 2,3-alkylierten Pyrrolen

Das bereits bekannte Substratspektrum von PigC zeigte auf, dass dieses Enzym neben MAP (3a) nicht
nur Pyrrolderivate 3c, 3d oder 3e mit dhnlicher Kettenldnge in 2-Position zu den Prodigininen 1c, 1d
und le umsetzt, sondern eine Vielzahl von Monopyrrolen umsetzen und die entsprechenden
Prodiginine produzieren kann. Jedoch ist die Akzeptanz von Monopyrrolen begrenzt.}”- 197. 247, 248 gq
konnte PigC Pyrrole mit langeren Alkylketten wie die Pyrrole 3f, 3g oder 3h nur eingeschrankt oder gar
nicht zu den entsprechenden Prodigininen 1f, 1g und 1h umwandeln, wahrend TamQ diese Pyrrole gut
umsetzte (Abbildung 41A). 2,3-Dialkylierte Pyrrole wurden von dem Kondensationsenzym TreaP
durchweg akzeptiert, obwohl das Substratspektrum schmaler erschien und z. B. Pyrrol 3i schlechter als
im Falle der anderen Kondensationsenzyme zum entsprechenden Prodiginin 1i umgesetzt wurde.
Ebenso konnten weniger intensive Rotfarbungen beobachtet werden verglichen mit den beiden

anderen getesteten Enyzmen. Dennoch ist die gleiche Tendenz zu langeren Alkylketten wie bei TamQ

zu erkennen.
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Abbildung 41. Ergebnisse der in vitro Assays mit PigC, TamQ und TreaP. A: Pyrrol 27b und 2,3-dialkylierte Pyrrole.
B: 2,3-dialkylierte Pyrrole. C: zyklische 2,3-alkylierte Pyrrole. [Angaben zur Quantifizierung in mg/L.; n. b. = nicht
bestimmt; * =Quantifizierung mit berechneten Extinktionskoeffizienten; es wurde Zelllysat genutzt;
Assaybedingungen: 1 mm MBC (2), 1 mm Pyrrole 3a-3j, 27b, 57a-57g, 82a-82e, 1.25 mm ATP, KP;-Puffer
(50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 uL Assayvolumen].
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Die Substratakzeptanz von PigC fir die 2,3-Dialkylpyrrole 57b—57e nahm bei Vorliegen eines
Substituentens in 2-Position groRer als ein Ethylrest schnell ab. Couturier et al. konnten in einer 2019
veroffentlichten Publikation ebendieses Verhalten auch im Fall der Substrate der FAD-abhangigen
Oxidase PigB beobachten, welches den letzten Schritt in der MAP (3a)-Biosynthese (Kapitel 5.4.4)
katalysiert.[”®] Bei Fiitterung unnatiirlicher Varianten des PigB Substrats zu einem PigD defizienten
Serratia sp. Stamm wurden Derivate mit langeren Alkylketten in 3-Position vom Enzym toleriert,
wohingegen Verlangerungen des Restes in 2-Positionen Uber einen Ethylrest hinaus zu kaum noch
vorhandenem Umsatz fiihrten.!”®¥! Die Kondensationsenzyme TamQ und TreaP setzten jedoch im
Gegensatz zu PigC auch Pyrrole mit langeren Alkylketten in 2-Position noch um (Abbildung 41B). Bei
den beiden letztgenannten Enzymen scheint die GroRe des Substituenten einen untergeordneten

Einfluss auf die Akzeptanz der Pyrrole zu haben.

Die zyklischen 2,3-Alkylpyrrole 82a—82d wurden von TamQ am besten umgesetzt, insbesonders die
Pyrrole mit acht- bzw. siebengliedrigem Ring 82a und 82b (Abbildung 41C). Dies zeigte sich auch fir
das Kondensationsenzym TreaP, welches die zyklischen Pyrrole 82a und 82b im Vergleich zu allen
anderen getesteten Pyrrolen am besten akzeptierte. Die zuvor beschriebenenen visuellen Ergebnisse

spiegelten sich auch in der Quantifizierung der in vitro Assays wider (Abbildung 41).

Die Unterschiede im Umsatz von Pyrrolen mit langen Alkylketten in 3-Position sowie in 2- und
3-Position zwischen TamQ, TreaP und PigC lieRe sich durch die unterschiedlichen natirlichen Substrate
der drei Kondensationsenzyme erklaren. Bei TamQ und TreaP handelt es sich bei dem natlrlichen
Substrat um das primadre Amin DDA (28a), welches einen Decylrest mit einer (Z)-konfigurierten
Doppelbindung aufweist. Das aktive Zentrum bzw. die Substratbindestelle dieser Enzyme wird daher
wahrscheinlich auf dieses Substrat ausgelegt sein und den Raum fir sterisch anspruchsvollere
Substrate mit langen Alkylketten bieten. Denkbar ist ebenso, dass die Alkylketten aus dem Protein
herausragen und daher bei TamQ und Pyrrol 3h das Limit der Akzeptanz von langen Alkylketten in
3-Position noch nicht erreicht wurde. Die Ligase PigC hingegen kondensiert als natirliche Reaktion
MBC (2) mit MAP (3a) zum Prodigiosin (1a). Die Alkylreste des Monopyrrols MAP (3a) weisen sicher
einen geringeren sterischen Anspruch auf als DDA (28a). Aufgrund dieser Annahmen, ware ein nahezu
identisches Substratspektrum von TamQ und TreaP zu erwarten. Dies ist zwar in den grundlegenden
Tendenzen gegeben, dennoch kann anhand der schwachen Rotfarbung sowie den Werten der
Quantifizierung entnommen werden, dass TreaP fiir die untersuchten Pyrrole 3a—3k, 27b, 57a-57g,
82c—82e insgesamt einen geringeren Umsatz zeigte. Moglicherweise unterscheiden sich hier die
kinetischen Parameter beider Enzyme oder die Raumstruktur der Proteine ist trotz des gleichen

natirlichen Substrats verschieden.

Die beobachtete starke Umsetzung zyklischer 2,3-alkylierter Pyrrole, insbesonders Pyrrole 82b und
82a durch TamQ und TreaP (Abbildung 41C) kann jedoch nicht anhand der Natur der natirlichen

Substrate erklart werden. Fir eine rationale Erklarung dieses Phanomens ware eine Kristallstruktur
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und Kenntnisse Uber Aufbau und rdumliche Struktur von aktivem Zentrum und Substratbindestelle

notig.

Substratspektren mit 3-alkylierten Pyrrolen
Neben den Pyrrolen 3a—3k, 27b, 57a-57g, 82a—82d wurden auch nur in 3-Position alkylierte Pyrrole
zusammen mit MBC (2) als Substrat in in vitro Assays mit allen drei Kondensationsenzymen untersucht

(Abbildung 42).
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Abbildung 42. Ergebnisse der in vitro Assays mit PigC, TamQ und TreaP. Als Substrate wurden die 3-alkylierten
Pyrrole 56a—-56i genutzt. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2), 1 mm Pyrrol 56a—56i,
1.25 mMm ATP, KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen].

Bei Vergleich der Ergebnisse aus Abbildung 41 mit den in Abbildung 42 zeigt sich, dass das Fehlen der
Methylgruppe in 2-Position mit einer drastischen Reduktion der Akzeptanz dieser Pyrrole durch die
Kondensationsenzyme einhergeht. Dieses Phanomen war fiir PigC bereits durch die Arbeiten von
Dr. Andreas S. Klein bekannt und zeigte sich in gleicher Weise fiir die Kondensationsenzyme TamQ und
besonders stark fiir TreaP.l'” °71 Auch die Regioselektivitat bei der elektrophilen aromatischen

Substitution ist hier als Einflussfaktor mit zu betrachten (siehe Kapitel 6.2.3.4).

Moglicherweise spielt das Vorhandensein eines Alkylrests in 2-Position eine Rolle bei der richtigen
Orientierung des Substrats im Protein. Im Falle von PigC scheint dabei explizit ein Methylrest
ausschlaggebend fiir die Akzeptanz der Pyrrole zu sein, da sowohl eine VergrofSerung des Rests Uber
einen Ethylrest hinaus (Abbildung 41 B) als auch die Abwesenheit eines Alkylrests in 2-Position zu einer
starken Limitierung fihrt (Abbildung 42), wahrend bei TamQ und TreaP die GréRe des Alkylrests eine

untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
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Im Gegensatz zu TamQ und PigC war das Enzym TreaP kaum in der Lage die 3-alkylierten
Pyrrole 56¢c—56i Uberhaupt umzusetzen. Lediglich fiir Pyrrol 56f konnte eine leichte Rosafdarbung
beobachtet werden und das Reaktionsprodukt via LC-MS Messung nachgewiesen werden. In allen
anderen Falle waren nur Spuren nachweisbar. Wie bereits in Abbildung 41 gut erkennbar, setzte das
Enzym TamQ im Gegensatz zu PigC bevorzugt Pyrrole mit langeren Alkylketten um, was bei den

3-alkylierten Pyrrole 56a, 56f und 56g erneut deutlich zu beobachten war (Abbildung 42).

6.2.3.3Erweiterung der Substratspektren — Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) und
Derivaten

Die an der Biosynthese von Undecylprodigiosin (9a) beteiligten Kondensationsenzyme RedH oder
McpH konnten im Rahmen dieser Arbeit nur unter Schwierigkeiten kloniert und nicht funktional in
E. coli hergestellt werden (Kapitel 6.2.2.2 und 6.2.2.3). Der Zugang zum natirlich vorkommenden
Undecylprodigiosin (9a), welches aus der Kondensation von MBC (2) mit 2-UP (27a) hervorgeht, gelang
daher bisher nicht. Eine Umsetzung von 2-UP (27a) durch das Kondensationsenzym PigC war ebenso
nicht moglich, wie es bereits in vorangegangenen Arbeiten aufgezeigt wurde.*”” Da die
Kondensationsenzyme TamQ und TreaP noch nicht im Hinblick auf die Akzeptanz von

2-Alkylpyrrolen 27 untersucht wurden, sollte das Substratspektrum weitergehend analysiert werden.

Initiale in vitro Assays mit 2-UP (27a) als Substrat

Bei den vorangegangenen Untersuchungen der Substratspektren der Kondensationsenzyme TamQ
und TreaP (Kapitel 6.2.3.2) zeigte sich, dass diese Ligasen bevorzugt Pyrrole mit langen Alkylketten
umsetzen, sodass eine Umsetzung von 2-UP (27a) durch diese Enzyme denkbar war. Daher wurden
in vitro Assays mit 2-UP (27a) als Substrat und den Kondensationsenzymen TamQ und TreaP sowie

vergleichsweise PigC durchgefiihrt (Abbildung 43).

Ligase
1.25 mm ATP
I =
KP, 50 mm, pH 7.0,
N 10 % (viv) DMSO,
30 °C, 4h

MBC (2) 2-UP (27a)

PigC TamQ TreaP LV

Abbildung 43. In vitro Assay mit dem Monopyrrol 2-UP (27a) als Substrat und den Kondensationsenzymen PigC,
TamQ und TreaP. Als Kontrolle wurde eine Leervektorprobe genutzt. In den Reaktionsgefdflen sind die
ethanolischen Extrakte zu sehen. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2),
1 mm 2-UP (27a), 1.25 mm ATP, KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 uL
Assayvolumen].
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Aus der Dissertation von Dr. Andreas S. Klein war bereits bekannt, dass das Kondensationsenzym PigC
2-UP (27a) nicht zu Undecylprodigiosin (9a) umsetzen konnte, was die Ergebnisse des durchgefiihrten
in vitro Assays bestitigten (Abbildung 43).1*”) Bei TamQ und TreaP hingegen konnte eine deutliche
Rotfarbung beobachtet werden und in LC-MS Messungen Undecylprodigiosin (9a) nachgewiesen
werden. Durch den Einsatz der Kondensationsenzyme TamQ und TreaP konnte somit der zuvor nicht

mogliche enzymatische Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) erméglicht werden.

Substratspektren mit 2-alkylierten Pyrrolen

Da sowohl TamQ als auch TreaP das unnatirliche Substrat 2-UP (27a) akzeptierten und
Undecylprodigiosin (9a) produzieren konnten, veranlassten diese Ergebnisse eine systematische
Untersuchung des Substratspektrums aller drei Kondensationsenzyme im Hinblick auf 2-alkylierte
Pyrrole. So wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Annabel Arens die zuvor synthetisierten
Derivate des Undecylpyrrols (27a, Kapitel 6.1.1.1) zusammen mit MBC(2) als Substrat in
Aktivititsassays eingesetzt (Abbildung 44).2>%

N N N N
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27b 27f 27e 27
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Abbildung 44. Ergebnisse der in vitro Assays mit PigC, TamQ und TreaP. Als Substrate wurden die 2-alkylierten
Pyrrole 27a-27g genutzt. Die hier dargestellten Ergebnisse wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit erhalten und die Abbildung entstand in Anlehnung an ihre Arbeit.[?*® [Es wurde Zelllysat genutzt;
Assaybedingungen: 1 mm MBC(2), 1 mm Pyrrol27a-27g, 1.25mm ATP, KP;-Puffer (50 mm, pH 7.0),
10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm. 500 pL Assayvolumen].

Die Ligase TamQ setzte, mit Ausnahme von Pyrrol 27b und 27g, bei denen nur eine sehr schwache
Rotfarbung sichtbar war, alle getesteten Pyrrole um. Das Kondensationsenzym TreaP hingegen
akzeptierte hauptsachlich das Pyrrol 27a, 27d und 27e als Substrat, wahrend fur Pyrrol 27b und 27g
nur etwas schwachere Rotfarbungen beobachet werden konnten. Wie aus den initialen in vitro Assays
bereits erwartet, wurde 2-UP (27a) von PigC nicht umgesetzt und auch 2-UP (27a) Derivate mit

langerer Alkylkette — Pyrrol 27¢ und 27g — wurden nicht als Substrate angenommen. Allerdings setzte
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das Kondensationsenzym PigC die Pyrrole mit Octyl (27d)- und auch Pentylrest (27e) um, wohingegen
Pyrrole 27b und 27f mit kiirzerer Alkylkette kaum als Substrate akzeptiert wurden.

Wahrend bei Testung der 3-alkylierten Pyrrole das 3-Tetradecylpyrrol (56h) von TamQ nicht mehr
umgesetzt wurde (Kapitel 6.2.3.2, Abbildung 42), konnte das 2-Tetradecylpyrrol (27c) akzeptiert
werden und erst bei Einsatz des 2-Hexadecylpyrrols (27g) konnte eine Limitierung beobachtet werden
(Abbildung 44). Auch fur PigC und 2-Octylpyrrol (27d) sowie 3-Octylpyrrol (56f) konnten diese
Beobachtungen gemacht werden: 3-Octylpyrrol (56f) wurde von PigC nicht mehr akzeptiert,
wohingegen 2-Octylpyrrol (27d) umgesetzt wurde. Fiir das Enzym TreaP zeigten sich die Unterschiede
in der Umsetzung noch deutlicher. So wurden 3-alkylierte Pyrrole kaum bzw. nur in Spuren umgesetzt,
wohingegen 2-alkylierte Pyrrole vom Kondensationsenzym TreaP durchaus als Substrat angenommen
wurden. Offenbar beeinflusst die Position der Alkylreste am Pyrrolring (2-Position oder 3-Position) die

Akzeptanz der Substrate durch die Enzyme.

Die in Abbildung 44 dargestellten Ergebnisse zeigen jedoch erneut, dass vor allem durch TamQ und
TreaP der enzymatische Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) selbst sowie Derivate dieses Prodiginins
ermoglicht wird. Dies stellt zudem einen Ansatzpunkt fiir potentiell nachfolgende enzymatische
Zyklisierungen dar, wie sie auch im Falle von Undecylprodigiosin (9a) zu Streptorubin A (11) oder

Streptorubin B (12) folgen.

Aus allen bis hierhin gezeigten Ergebnissen der invitro Assays (Kapitel 6.2.3.2,
Abbildung 41-Abbildung 44) ging hervor, dass TamQ und auch TreaP im Vergleich zum
Kondensationsenzym PigC Pyrrole mit langeren Alkylketten umsetzen konnten, was durch die
unterschiedliche Struktur der naturlichen Substrate erklarbar sein kann und bereits diskutiert wurde.
Ebenso konnte eine starke Akzeptanz der zyklischen 2,3-alkylierten Pyrrole bei TamQ und TreaP
beobachtet werden. Eine detaillierte Begriindung fiir die Substratspektren von PigC, TamQ und TreaP
lieRe sich allerdings erst finden, sobald eine Kristallstruktur fir die Enzyme verfligbar ist auf deren Basis
in silico Modellierungen und Vorhersagen vorgenommen werden konnen. Fir keines der Enzyme
wurde bisher eine Kristallstruktur erhalten, allerdings wurde fiir PigC ein Homologiemodell erstellt.[**3]
Eine Kristallstruktur aller Kondensationsenzyme wiirde schlielich auch die Moglichkeit des rationalen

Proteindesigns er6ffnen und somit eine gezielte Einflussnahme auf das Substratspektrum der Enzyme

zulassen.

6.2.3.4 Regioselektivitat der elektrophilen aromatischen Substitution an Pyrrolderivaten
Bei Betrachtung der LC-MS Daten der in vitro Assays mit 3-alkylierten Pyrrolen und auch 2-alkylierten
Pyrrolen konnte fiir alle drei untersuchten Kondensationsenzyme beobachtet werden, dass jeweils
zwei Signale unterschiedlicher Intensitdt bei einer Wellenlange von 535 nm detektiert werden und
auch in den Massenchromatogrammen zu sehen sind (Kapitel 9.8.1.2, Abbildung A 53; Kapitel 9.8.1.3,
Abbildung A 54). In Abbildung 45 sind exemplarisch die LC-MS Analysen der Extrakte der in vitro Assays
mit TamQ und 3-Undecylpyrrol (56a) und 2-UP (27a) als Substrat abgebildet.
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Abbildung 45. Strukturformel des Pyrrolsubstrats, DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und
Massenspektrum von in vitro Assays mit heterolog exprimiertem TamQ mit 3-Undecylpyrrol (56a, A) und
2-UP (27a, B) als Substrat. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2), 1 mm Pyrrol 27a bzw.
56a, 1.25 mMm ATP, KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen].

Neben den zwei Signalen in den DAD-Chromatogrammen und den Massenchromatogrammen ist in
den dazugehorigen Massenspektren in beiden Fallen die Masse des erwarteten Prodiginins zu
erkennen (Prodiginin 101a [M+H]* berechnet: 394.58 g/mol; gefunden: 394.55 g/mol; Prodiginin 9a
[M+H]* berechnet: 394.58 g/mol; gefunden: 394.40 g/mol). Offensichtlich sind zwei Isomere der

Prodiginine 9a bzw. 101a aus der enzymatischen Reaktion hervorgegangen.

Betrachtet man das unsubstituierte 1H-Pyrrol (4), so kann die elektrophile aromatische Substitution
sowohl an der a- als auch an der B-Position stattfinden. Die entstehenden Kationen bei Anlagerung
eines Elektrophils (E*) sind in beiden Fallen stabilisiert (Abbildung 46 A, B), jedoch ist nach Anlagerung
eines Elektrophils in einer der a-Positionen (2- und 5-Position des Pyrrols) die Delokalisierung groRer

und somit die elektrophile aromatische Substitution in a-Position wahrscheinlicher (Abbildung 46 A).
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Abbildung 46. Wheland-Komplexe bei der elektrophilen aromatischen Substitution von Pyrrolen.
A: Wheland-Komplex bei Anlagerung des Elektrophils (E*) an a-Position. B: Wheland-Komplex bei Anlagerung des
Elektrophils (E*) an B-Position. C: Einfluss von Alkylsubstituenten in 2- oder 3-Position auf die Regioselektivitat
der elektrophilen aromatischen Substitution von Pyrrolen.

Da jedoch im Falle der Pyrrole 27a bzw. 56a ein Alkylsubstituent vorhanden ist, welcher einen +I-Effekt
(positiver induktiver Effekt) besitzt, beeinflusst dieser die Regioselektivitdt der elektrophilen
aromatischen  Substitution (Abbildung 46C). Somit waren fur 3-alkylierte Pyrrole wie
3-Undecylpyrrol (56a) drei Reaktionsprodukte zu erwarten, wobei die Substitution in 2-Position das
Hauptprodukt darstellen sollte. Bei 2-alkylierten Pyrrolen wie 2-UP (27a) waren hingegen nur zwei

Regioisomere zu erwarten und eine Substitution in 3-Position wiirde das Nebenprodukt darstellen. Auf

Basis dieser Betrachtungen lassen sich die in Abbildung 45 B dargestellten Ergebnisse erklaren.

Bei in vitro Assays mit 3-Undecylpyrrol (56a) als Substrat konnte allerdings nur die Bildung zweier
Regioisomere bebobachtet werden (Abbildung 45A) statt der erwarteten drei Regioisomere. Da
jedoch eine Substitution in 4-Position die sowohl elektronisch als auch sterisch am wenigsten
beglnstigte Position darstellt, ist zu vermuten, dass die Bildung dieses Regioisomers nicht oder nur in
Mengen unter der Nachweisgrenze stattfand. Ein echter Nachweis und somit Aufklarung der
Regioselektivitdit ware jedoch nur Uber Isolierung der Prodiginin-Regioisomere 9a und 101a und
anschlieBende NMR-Analyse moglich. Diese konnte letztlich eine verldssliche Aussage Uber die

tatsachliche Struktur des entsprechenden Prodiginins geben.

Die in Abbildung 45 dargestellten Beobachtungen decken sich mit denen zu PigC, die
Dr. Andreas S. Klein im Rahmen seiner Dissertation machte. Hier konnten bei Prodiginin 101b ebenfalls
zwei Peaks mit unterschiedlicher Intensitat im Chromatogramm und extrahierten
Massenchromatogramm analysiert werden, welche die gleiche Masse und das fiir Prodiginine typische

Isotopenmuster zeigen.[!”!

Da bei allen 2,3-dialkylierten Pyrrolen nur ein Regioisomer des entsprechenden Prodiginins beobachtet
wurde, legt dies nahe, dass die natiirliche Funktion der Methylgruppe in 2-Position des MAP (3a) darin
bestehen konnte die Bildung von Regisomeren zu unterbinden. Offenkundig ist von enzymatischer

Seite bei keinem der drei Kondensationsenzyme eine Regioselektivitat bei der Kondensationsreaktion
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vorhanden, sodass Regioselektivitdt Gber Blockieren einer der a-Positionen und dirigierende Effekte

der Alkylsubstitutenten in 2- und 3-Position des Pyrrols erreicht wird.

6.2.3.5 Fiinfgliedrige Heteroaromaten und Indole 102

Neben den bisher untersuchten Pyrrolderivaten sowie dem primaren Amin DDA (28a) wurden zudem
verschiedene  flinfgliedrige Hetereoaromaten und Indole auf Akzeptanz  durch die
Kondensationsenzyme hin untersucht. Ein Einsatz anderer flinfgliedriger Hetereoaromaten oder
Indole wiirde die Diversitat des Substratspektrums und damit der produzierbaren Prodigininderivate
erhohen. Die Nutzung von Indol (102a) und Derivaten ergdbe zudem einen enzymatischen Zugang zum
bisher nur chemisch von Baldino et al. synthetisierten Prodigininderivat Indolprodigiosin (103a),

welches ein Indol anstelle eines Pyrrols am C-Ring aufweist.[?%?

In vitro Assays mit verschiedenen fiinfgliedrige Hetereoaromaten

Zunachst wurden das unsubstituierte 1H-Pyrrol (4) sowie Furan (104) und Thiophen (105) zusammen
mit MBC (2) als Substrate in invitro Assays eingesetzt und so Uberprift, ob eines der
Kondensationsenzyme PigC, TamQ oder TreaP einen der flinfgliedrigen Hetereoaromaten umsetzt.
Allerdings wurde in keinem Fall eine Produktbildung beobachtet, weder visuell (Abbildung 47) noch
via LC-MS Analytik.

/ N\ !\ !\
o o o
4 104 105

PigC
TamQ

TreaP

Abbildung 47. Ergebnisse der in vitro Assays mit PigC, TamQ und TreaP. Als Substrate wurden 1H-Pyrrol (4),
Furan (104) und Thiophen (105) genutzt. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2),
1 mm 1H-Pyrrol (4), Furan (104) oder Thiophen (105), 1.25 mMm ATP, KP;-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO,
30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen].

Sowohl im Falle von 1H-Pyrrol (4) als auch fiir Furan (104) und Thiophen (105) besteht eine Praferenz
fir eine elektrophile aromatische Substitution in a-Position. 1H-Pyrrol (4) ist dabei reaktiver als
Furan (104) und Thiophen (105), dennoch wird selbst dieses Substrat nicht zum entsprechenden
Prodiginin umgesetzt. Dieses Ergebnis entspricht den Beobachtungen der vorhergenden Experimente,
dass Pyrrole mit sehr kurzen Alkylsubstituenten kaum oder gar nicht umgesetzt werden

(Kapitel 6.2.3.2, Abbildung 41, Abbildung 42, Abbildung 44). Eine Untersuchung alkylierter

Furan (104)- oder Thiophen (105) Derivate wurde nicht durchgefiihrt, konnte aber einen interessanten
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Ansatz flr zuklinftige Experimente darstellen und einen Zugang zu neuen, diversen

Prodigininstrukturen ermoglichen.

Auch die Testung von Imidazol (106a) und verschiedenen Imidazol Derivaten (106a—106d) ergab
lediglich ein negatives Ergebnis beziiglich der Umsetzung dieser Substrate durch die drei getesteten

Kondensationsenzyme (Abbildung 48).
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Abbildung 48. Ergebnisse der in vitro Assays mit PigC, TamQ und TreaP. Als Substrate wurden Imidazol (106a)
und die Derivate 106b, 106c und 106d genutzt. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2),
1 mm Imidazol 106a—-106d, 1.25 mm ATP, KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm,
500 pL Assayvolumen].

In vitro Assays mit Indolen 102

Der mutasynthetische oder enzymatische Zugang zu Indolprodigiosin (103a) und Derivaten wurde
bereits in vorangegangenen Arbeiten im analytischen MaRstab untersucht, wobei weder via
Mutasynthese noch in invitro Assays mit heterolog exprimiertem PigC eine Kondensation von
Indol (102a) mit MBC (2) nachgewiesen werden konnte.!*”! Getestet wurden neben Indol (102a) auch
Indol (102) Derivate mit elektronenziehenden (Chlor, Nitrogruppe) Gruppen sowie einem

Elektronendonor (Methoxygruppe) in 5-Position, die jedoch ebenfalls nicht umgesetzt wurden.*”!

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zum einen erneut Indol (102a) als Substrat eingesetzt, um
einen moglichen Umsatz durch die Kondensationsenzyme TamQ und TreaP zu analysieren, zum
anderen wurden die Substrate 2-Methylindol (102b) und 3-Methylindol (102c) untersucht
(Abbildung 49).
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Abbildung 49. Ergebnisse der in vitro Assays mit PigC, TamQ und TreaP. Als Substrate wurden Indol (102a),
2-Methylindol (102b) und 3-Methylindol (102c) genutzt. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen:
1 mm MBC (2), 1 mm Indol 102a-102¢, 1.25 mm ATP, KP;-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h,
300 rpm, 500 pL Assayvolumen].

Wie in Abbildung 49 bereits anhand der fehlenden Rotfarbung erkennbar, wurde keines der getesten
Indole (102a—102c) umgesetzt, was durch die LC-MS Analysen bestéatigt werden konnte. Wahrend bei
1H-Pyrrol (4) die elektrophile Substitution bevorzugt in a-Position erfolgt, findet diese bei Indol (102a)
nahezu ausschliefRlich in B-Position statt. Im Gegensatz zu der Beobachtung im Falle der getesten
Pyrrole, dass die Methylgruppe einen entscheidenden Einfluss auf die Akzeptanz der Pyrrole hat,
konnte durch Einsatz des 2-Methylindols (102b) kein positiver Effekt auf die Kondensationsreaktion
erwirkt werden. Zudem konnte ein Blockieren der B-Position keine Kondensation an 2-Position des
3-Methylindols (102c) erzwingen. Die Griinde fir die mangelnde Umsetzung der Indole liegt
wahrscheinlich eher in der unterschiedlichen Reaktivitat im Vergleich zu Pyrrolen begriindet als in
einer Fehlpassung des Substrats in der Substratbindetasche bzw. im aktiven Zentrum, da die gesattigte
Variante des Indols, das 4,5,6,7-Tetrahydro-1H-indol (82c) gut von allen Kondensationsenzymen
umgesetzt wird (Kapitel 6.2.3.2, Abbildung 41 C). Zu beachten ist bei diesem Vergleich allerdings, dass
es sich bei Indol(102a) um ein planares System handelt, was im Fall von
4,5,6,7-Tetrahydro-1H-indol (82c) nicht gegeben ist. Die unterschiedlichen Reaktivititen von
Indol (102a) und Pyrrolen wurden zudem in der chemischen Synthese des Indolprodigiosins (103a)

deutlich, die nachfolgend beschrieben und diskutiert wird.

Chemische Synthese von Indolprodigiosin (103a)

Da eine enzymatisch katalysierte Synthese von Indolprodigiosin (103a) und Derivaten mit den drei
untersuchten Kondensationsenzymen nicht realisiert werden konnte, sollte der Zugang zu
Indolprodigiosin (103a) mittels chemischer Synthese ermoglicht werden. Dazu wurde die
Syntheseroute, die von Dr. Andreas S. Klein etabliert wurde, im Rahmen der Bachelorarbeit von
B. Sc. Anne Vogt weiter untersucht und im Rahmen der vorliegenden Arbeit modifiziert und im

semi-praparativen MaRstab durchgefiihrt (Schema 31; Methoden in Kapitel 8.2.5).[t7:2%3]
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1a) 102:3; Methanol, 0 °C
b) 0.4 Aq. HCI (1.25 M in Methanol)
° L §D -
+ N ¢) 75; Methanol, 0 °C, 1.5 h
H tropfenweise Zugabe

d)0°C - RT, 72 h
75 102a 2) HCI (1 M in Diethylether) 103a

1Aq. 5Aq. 9-28 % Rohprodukt

Schema 31. Synthese von Indolprodigiosin (103a) aus Boc-MBC (75) und Indol (102a).

Wie in vorherigen Arbeiten geschildert verlief die Kondensationsreaktion sehr langsam und durch
sofortige Zugabe des Katalysators (HCl in Methanol) trat eine Dimerisierung zweier Boc-MBC (75)
Molekiile zu einem Tetrapyrrol auf.'”? Um diese Nebenreaktion zu unterdriicken wurde zum einen die
Reaktionstemperatur auf 0°C gesenkt und zum anderen in Methanol geldstes Boc-MBC (75) sehr
langsam zur Losung des Indols (102a) in Methanol und dem Katalysator zugetropft. Erst nach erfolgter
Zugabe des Boc-MBCs (75) wurde die Reaktionsmischung langsam auf Raumtemperatur erwarmt.
Desweiteren wurde die Reaktionszeit auf 72 h erhdht, um die im Vergleich zu den Prodigininsynthesen
mit Pyrrolderivaten langsamere Kondensationsreaktion zu ermoglichen. Letztlich konnten
Synthesebedingungen gefunden werden, bei denen Indolprodigiosin (103a) in Rohausbeuten bis zu
28% (9-28% Rohprodukt, 20-120 umol, 4.5-34 mg) erhalten werden konnte (Schema 31). Die
verbesserten Synthesebedingungen fiihrten zwar zur erfolgreichen Synthese des gewilinschten
Produkts, jedoch konnte nicht geniigend reine Substanz fiir 3C-NMR Messungen isoliert werden,
sodass lediglich TH-NMR Messungen stattfanden. Im *H-NMR-Spektrum (Abbildung 50) sind die Signale
der A- und B-Ringe und insbesonders der Methoxygruppe in dem Bereich chemischer Verschiebung,
wie es bereits von anderen Prodigininen bekannt ist. Indikativ fir das Vorliegen von
Indolprodigiosin (103a) sind u. a. das Signal des Protons am Briickenkopfatom (Proton 8) bei 7.63 ppm
sowie das Signal bei 9.86 ppm (Proton 2").
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Abbildung 50. 'H-NMR-Spektrum von Indolprodigiosin (103a) in CDCl; (600 MHz) und Struktur von
Prodiginin 103a. Ausgewahlte Signale wurden zugeordnet. [Kasten: Verunreinigungen unbekannter Art;
Losungsmittel: 0.00 pm = Tetramethylsilan (TMS), 5.30 ppm = Dichlormethan; 7.26 ppm = CDCls].

Im *H-NMR Spektrum sind, neben Dichlormethan (5.30 ppm), noch Verunreinigungen unbekannter Art
vorhanden, gut erkennbar an den Signalen bei 1.25 ppm und 1.68 ppm (Abbildung 50, Kasten) sowie
weiteren kleineren Signalen. Diese Verunreinigungen — méglicherweise Ole oder Fette — lieRen sich

auch nicht durch Waschen mit kaltem n-Pentan entfernen.

Auffallend war jedoch, dass das saulenchromatographisch gereinigte Indolprodigiosin (103a) eine
geringe Stabilitat aufwies, trotz Lagerung unter Argonatmosphare und bei -20°C. So konnte bereits
nach Aufbewahrung tiber Nacht stellenweise eine schwarze Verfarbung beobachtet werden. Diese liel§
sich zwar sdulenchromatographisch entfernen, allerdings unter EinbulBe der Produktmengen. Die
Lagerstabilitdt war auch nach erneuter Reinigung nicht gegeben, sodass von der weiteren Synthese
von Indolprodigiosin (103a) abgesehen wurde. Somit ist die Synthese von Indolprodigiosin (103a) zwar
moglich, jedoch spricht die schlechte Lagerstabilitdt des Produkts gegen die weitere Herstellung und

Nutzung des Produkts.
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6.2.4 Kinetische Untersuchungen der Kondensationsenzyme

Zusatzlich zu den in vitro Assays kdnnen vor allem enzymkinetische Betrachtungen zu einem grofReren
Verstandnis der Kondensationsreaktion fiihren und Anhaltspunkte fiir die Substratakzeptanz sowie
mogliche Parameter fir eine Optimierung des Prozesses geben. Kinetische Analysen der
Kondensationsenzyme PigC aus S. marcescens und HapC aus H. chejuensis wurden von Chawrai et al.
bereits durchgefiihrt, wobei die Substrate MAP (3a), MBC (2) und ATP jeweils in variierenden
Konzentrationen eingesetzt wurden.?” Da keines der Proteine liber einen N-terminalen Hiss-Tag in
ausreichend aktiver Form isoliert werden konnte, wurden die kinetischen Untersuchungen mit
isolierter Membranfraktion durchgefiihrt.l?” Basierend auf den Informationen und der Methodik aus
der Publikation von Chawrai et al. wurde das Kondensationsenzym PigC in vorherigen Arbeiten
untersucht und kinetische Analysen mit MAP (3a) sowie zwei weiteren 2,3-dialkylierten Pyrrolen
durchgefiihrt.*” Diese Analysen sollten im Rahmen dieser Arbeit auch mit den Kondensationsenzymen

TamQ und TreaP erfolgen, um weitere Informationen tber diese Enzyme zu erhalten.

6.2.4.1 Kinetische Untersuchung mit 2,3-dialkylierten Pyrrolen

Die bisher nicht untersuchten Kondensationsenzyme TamQ und TreaP wurden entsprechend
vorheriger Arbeiten im Hinblick auf deren Enzymkinetiken analysiert und im Falle von PigC
weitergehend untersucht.’”! Als Monopyrrolsubstrate wurde neben dem natiirlichen Substrat von
PigC, MAP (3a), auch die MAP (3a) Derivate Pyrrol 3c mit kiirzerer, bzw. Pyrrol 3f mit langerer
Alkylkette in 3-Position untersucht. Die Reinheit dieser Substrate war vor dem experimentellen Einsatz
in Michaelis-Menten-Kinetik Messungen (Kapitel 8.5.7) via quantitativem NMR (Kapitel 8.2.1.4)
Uberprift und auf 96 + 0.7 % (3a), 97 + 0.8 % (3c) und 97 + 0.3 % (3f) bestimmt worden.

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat im Kontext von Enzymkinetiken muss die Proteinmenge des
Enzyms bekannt sein. Eine Isolierung der heterolog exprimierten Kondensationsenzyme war jedoch zu
dem Zeitpunkt noch nicht erfolgreich durchgefiihrt worden, sodass die Quantifizierung der
Enzymmenge (iber quantitative Densitometrie (Kapitel 8.5.5) erfolgen sollte.[® 294-2%1 Erst kiirzlich
wurde von Picottetal. eine Methode zur |I6slichen Expression und Isolierung zweier
Kondensationsenzyme publiziert.’® 2°! Die Quantifizierung der Enzymmenge via quantitativer
Densitometrie geschah mittels SDS-PAGE Analyse der Membranfraktion sowie Proteinstandards mit

bekannter Konzentration (Abbildung 51).
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Abbildung 51. Bilder der SDS-PAGE Analyse der isolierten Membranfraktionen und der Proteinstandards, die flr
die densitometrische Quantifizierung genutzt wurden. A: SDS-PAGE, die fiir die Auswertung der Kinetiken mit
2,3-dialkylierten Pyrrolen genutzt wurde. [M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1, 2 = PigC; 3 = TamQ; 4 = TreaP;
5 = Leervektor; 6—10 = Proteinstandardmischung zu gleichen Teilen aus ADH (Tetramer ca. 150 kDa; Monomer
ca. 37.5 kDa) und Lysozym (ca. 14 kDa); 6 =8 ug, 7 =4 ug, 8 =2 ug, 9 =1 pg, 10 = 0.5 pg] B: SDS-PAGE, die fiir die
Auswertung der Kinetiken mit 3-alkylierten Pyrrolen genutzt wurde. Die Ergebnisse wurden von
B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit erhalten.?®? [M = Marker (Roti®-Mark 10-150),
1 = Leervektor; 2 = PigC; 3 =TamQ; 4 = TreaP; 5-9 = Proteinstandardmischung zu gleichen Teilen aus ADH und
Lysozym; 5=8 g, 6=4ug, 7=2 g, 8=1pug, 9=0.5pg]

Zur densitometrischen Datenauswertung wurde unter Verwendung der Softare ImageJ das Bild der
SDS-PAGEs analysiert und die Banden des ADH-Proteinstandards und der zu untersuchenden Proteine

im Hinblick auf das Integral ihres Graustufenwertes ausgewertet.[?®! Durch lineare Regression konnte

so die Proteinmenge der Enzyme in der Membranfraktion bestimmt werden (Abbildung 52).
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Abbildung 52. Integrale des Proteinstandards ADH, die mit der Software ImageJ bestimmt wurden, aufgetragen
gegen die Proteinmenge des Proteinstandards. A: Standardgerade, die fiir die Auswertung der Kinetiken mit
2,3-dialkylierten Pyrrolen genutzt wurde. B: Standardgerade, die fiir die Auswertung der Kinetiken mit

3-alkylierten Pyrrolen genutzt wurde. Die Ergebnisse wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit erhalten. 2>

Somit konnte fiir PigC, TamQ und TreaP nicht nur die spezifische Aktivitdt angegeben, sondern daraus
folgend auch kinetische Parameter abgeleitet werden. Die Ergebnisse der kinetischen Untersuchungen

(Abbildung 53) zeigten eine Substratiberschussinhibierung des Kondensationsenzyms PigC, die mit
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der Lange der Alkylkette der getesteten Monopyrrole zunahm (Abbildung 53 A). Dieses Phanomen war

bereits in den vorangegangenen Arbeiten beobachtet worden.*”!
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Abbildung 53. Spezifische Aktivitat (spez. Aktivitat) von PigC (A), TamQ (B) and TreaP (C). [Es wurde
resuspendierte Membranfraktion verwendet; Bedingungen: 0.1 mm MBC (2), 1.25 mm ATP, 0—2 mm Pyrrole 3a,
3c oder 3f, KP-Puffer (50 mm, pH 7.0, 0.1 mm MgCl,), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 200 pL Assayvolumen].

Fir das natirliche Substrat MAP (3a) war bereits bei niedrigen Substratkonzentrationen von etwa
100 um eine Inhibierung erkennbar, was sich mit den Beobachtungen von Chawrai et al. deckt, bei
denen eine Substratiiberschussinhibierung ab einer MAP (3a) Konzentration =20 um erkennbar
wurde.”? Auch Picott et al., wiesen bei Untersuchungen des PigC Homologs aus P.rubra eine
Substratiiberschussinhibierung bei &hnlichen Konzentrationen von MAP (3a) nach.'’® 20U |m
Gegensatz zu PigC zeigte sich fir TamQ keine Substratiiberschussinhibierung durch Pyrrole 3a und 3c
im untersuchten Konzentrationsbereich, sondern lediglich eine sehr geringe Inhibierung durch
Pyrrol 3f (Abbildung 53B). Fiir das Enzym TreaP war keine Substratiiberschussinhibierung durch
Pyrrole mit n-Propyl- und n-Pentylresten (Pyrrol 3c und 3a) zu beobachten jedoch fir Pyrrol 3f, welches
eine n-Octylkette in 3-Position aufweist. Diese Inhibierung war bei TreaP starker ausgepragt als fur das

Kondensationsenzym TamQ, jedoch schwacher verglichen mit PigC.

Anhand der kinetischen Untersuchungen wurde ebenfalls deutlich, dass sich die Kondensationsenzyme
TreaP und TamQ, trotz identischem natirlichen Substrat beider Kondensationsenzyme, in ihren
Enzymkinetiken unterscheiden (Abbildung53B, C), sodass sich somit die zuvor beobachtete

unterschiedliche Akzeptanz der Monopyrrole (vgl. Kapitel 6.2.3.2) erklaren lasst. An dieser Stelle sei
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auch zu erwdhnen, dass TamQ eine deutlich hohere spezifische Aktivitat aufwies als die beiden

anderen untersuchten Kondensationsenzyme, deren spezifische Aktivitdat im Bereich gleicher

GrolRenordnung lag. So weisen PigC und TreaP bei einer Konzentration von 250 um des Pyrrols 3f eine
spezifische Aktivitit von 2.1-10° U/mg bzw. 3.2-10° U/mg auf, wihrend es fir TamQ 8.9-10° U/mg

sind.

Tabelle 8. Ubersicht iiber die kinetischen Daten der untersuchten Enzyme. Die Daten entstammen den
Untersuchungen mit den 2,3-dialkylierten Pyrrolen 3a, 3c und 3f. [Es wurde resuspendierte Membranfraktion
verwendet; Bedingungen: 0.1 mm MBC (2), 1.25 mm ATP, 0—2 mm Pyrrole 3a, 3¢ oder 3f, KPi-Puffer (50 mm,
pH 7.0, 0.1 mm MgCl,), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 200 pL Assayvolumen].

PigC TamQ TreaP
Vmax [U/mg] 2.5-10°+4.3-107 1.1-10%+2.1-10° 3.6-10°+1.6-10°
/IR Km [uM] 3.1+0.41 3.6-102+0.23-10* | 5.9-102+0.71-102
n Ki [uM] - - -
3¢ Keat [s7] 4.1-10° 1.8-10* 6.0-10°
keat/Kwm 13 0.51 0.10
[Lmol?s™]
R? 0.92 0.99 0.98
Fit-Methode Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-Menten
Vmax [U/mg] 2.1-10°+7.9-107 7.7-10°+2.4-10° 3.0-10°+1.1-10°
Km [uM] 1.6 +£0.39 75+12 2.2-102+0.31-102
/\ K [uM] 67-10°+22-10° |- _
H Keat [s7] 3.5-10° 1.3-10* 5.0-10°
3a Keat/Km 22 1.7 0.23
[Lmol?s™]
R? 0.81 0.93 0.96
Fit-Methode Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-Menten
Substratliber-
schussinhibierung
Vmax [U/mg] 4.6-10°+6.9-10° 9.5-10°+3.2-10° 4,0-10°+2.4-10°
Knm [uM] 19+5.7 26+3.0 27 +4.4
7\ Ky [uM] 1.5-10%+0.42-10? 1.2-10*+0.49-10* 1.3-10%+0.20-10°
N Keat [s] 7.6-10° 1.6-10* 6.7-10°
3¢ Keat/ K 3.9 6.2 25
[Lmol?s?]
R? 0.88 0.97 0.92
Fit-Methode Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-Menten

Substratiber-

schussinhibierung

Substratiber-

schussinhibierung

Substratiiber-

schussinhibierung

Da die Proteinmenge via densitometrischer Quantifizierung ermittelt wurde, konnten neben der

spezifischen Aktivitat auch kinetische Parameter, wie die Wechselzahl ket und der Quotient aus Keat
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und der Michaelis-Konstante Ky und somit die katalytische Effizienz ermittelt werden (Tabelle 8).
Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass die Quantifizierung der Proteinmenge via Densitometrie
durchaus fehlerbehaftet ist und eine Bestimmung der kinetischen Daten und Proteingehalt nach
Isolierung des Zielenzyms akuratere Daten liefern wiirde. Die Publikation von Picott et al. aus dem Jahr
2019 ware ein Anhaltspunkt fir die zuklnftige Etablierung einer Expressions- und Isolierungsstrategie

der Kondensationsenzyme.[*7¢: 204

Die Ku-Werte von TamQ und TreaP waren fiir das Pyrrol 3¢ mit 3.6-10? um + 0.23-10% pm bzw.
5.9-10% uM + 0.71- 102 um deutlich héher im Vergleich zu PigC mit 3.1 um + 0.41 pM und wiesen auf
eine niedrigere Affinitdt zwischen Substrat und Enzym hin, als es fiir Pyrrol 3c und PigC gegeben ist.
Auch bei MAP (3a) sind die Ku-Werte deutlich unterschiedlich. Wahrend der Ku-Wert von PigC und
MAP (3a) bei 1.6 um + 0.39 uM liegt, sind es 75 um + 12 um fiir TamQ und 2.2-10% um + 0.31-10% uM
fir TreaP. Dies kann dadurch bedingt sein, dass TamQ und TreaP kein Monopyrrol als natirliches
Substrat haben, sondern das primare Amin DDA (28a). Die niedrigen Ky-Werte tragen auch zu einer
geringeren katalytischen Effizienz bei (Tabelle 8). So liegt die katalytische Effizienz fir MAP (3a) und
PigC bei 22 L/mol-s, jedoch bei nur 1.7 L/mol-s bzw. 0.23 L/mol-s im Falle von TamQ und TreaP. Bei
Betrachtung der Ergebnisse aller drei Enzyme fiir das langkettige Pyrrol 3f konnte beobachtet werden,
dass sich die K-Werte klar unterscheiden. Dabei hat die Inhibierungskonstante mit
1.5-10° uM £ 0.42-10* um den kleinsten Wert fiir PigC und entspricht somit der stirksten
Substratliberschussinhibierung. Bei Nutzung von PigC als Kondensationsenzym fir die
Prodigininproduktion via Mutasynthese oder Biokatalyse misste bei Einsatz von Pyrrolen mit langeren
n-Alkylketten in 3-Position ein verfahrenstechnischer Ansatz gefunden werden, um die
Substratiiberschussinhibierung zu vermeiden. Denkbar ware hier das Zufilittern des Substrats und
somit ein Fed-Batch Verfahren, was eine konstante Substratkonzentration unterhalb der inhibierenden
Konzentration ermoglichen wiirde. Da jedoch TamQ die schwachste Inhibierung durch Pyrrol 3f
aufwies bietet diese Ligase neben dem Vorteil der Akzeptanz von einem breiteren Spektrum an
Monopyrrolen  (vgl.  Kapitel 6.2.3.2) auch den Vorteil der kaum  vorhandenen
Substratliberschussinhibierung und ist daher als alternatives kondensierendes Enzym fiir die

Prodigininproduktion von hohem Interesse.

Die insbesonders fir PigC beobachtete Substratiiberschussinhibierung lasst sich durch verschiedene
Modelle erklaren, die bereits in der Literatur diskutiert wurden. Abbildung 54 zeigt zwei von
Chawrai et al. postulierte kinetische Modelle flir PigC aus S. marcescens sowie eine von Picott et al.
vorgeschlagene Reaktionssequenz fiir das zu PigC homologe Kondensationsenzym aus P. rubra, fir
welches ebenfalls eine Substratiiberschussinhibierung durch dessen natiirliches Substrat MAP (3a)

beobachtet wurde.[2% 176, 201]

114



Ergebnisse und Diskussion

A
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Abbildung 54. Verschiedene Modelle zur Erklarung der Substratiiberschussinhibierung und Reaktionssequenz
fir ein PigC Homolog. A, B:Kinetische Modelle erstellt von Chawraietal. zur Erklarung der
Substratiiberschussinhibierung von PigC (S. marcescens). Abbildung modifiziert nach Chawrai et al.?”
C: Uni Uni Bi Uni Ping-Pong Reaktionssequenz des Kondensationsenzyms aus P. rubra, postuliert von Picott et al.
Abbildung modifiziert nach Picott et al.l'7% 29U [E = Enzym; E—P = phosphoryliertes Enzym; His = Histidin]

Dem von Chawrai et al. veroffentlichten Modell in Abbildung 54 A liegt die Annahme zugrunde, dass
es sich um einen geordneten Mechanismus handelt, bei dem MBC (2) vor MAP (3a) binden muss, damit
die Reaktion zu Prodigiosin (1a) erfolgen kann. Bindet MAP (3a) jedoch zuerst, findet keine
Kondensation statt. Ein alternativer, ebenfalls denkbarer Mechanismus (Abbildung 54 B), basiert auf
einer Inhibition durch MAP (3a), bei der MAP (3a) zwar erst nach MBC (2) bindet, jedoch bevor der
Phosphoryltransfer auf MBC (2) erfolgen kann. Dieser Erklarung folgend wiirde MAP (3a) die
Phosphorylierung verhindern und so die Reaktion unterbinden. Bei den von Chawrai et al. erzielten

experimentellen Daten fiihrte letztlich die Kombination aus beiden Modellen zu den am besten

passenden nicht-linearen Regressionen.?"!
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Im Gegensatz zu den von Chawrai et al. postulierten Modellen (Abbildung 54 A, B) basiert die von
Picott et al. veroffentlichte Uni Uni Bi Uni Ping-Pong Reaktionssequenz des Kondensationsenzyms aus
P. rubra (Abbildung 54C) auf der Annahme eines anderen Reaktionsmechanismus. Wahrend von
Chawrai et al. postuliert wird, dass zuerst MBC (2) zu Verbindung 107 phosphoryliert wird und
daraufhin der nukleophile Angriff des Pyrrols am aktivierten Carbonyl erfolgen kann, sodass
Intermediat 108 entsteht (5.4.7 und Abbildung 55, oben), wird von Picott et al. diskutiert, dass keine
Aktivierung des Aldehyds fiir eine Reaktion zwischen MBC (2) und MAP (3a) notwendig ist.[2% 176, 201]

o~ Mechanismus nach Picott et al. _
N
\ Ny ©
X NH
MBC (2) Mechanismus nach Chawrai et al. Prodiginin
O\\P/O_ Hé X o
L IS Vv I;O
N o OIP\OHl
7\ A
H His _
N NH
U \ —
N X NH
H
107 108

Abbildung 55. Verschiedene Reaktionsmechanismen der Kondensationsreaktion. Abbildung modifiziert nach
Chawrai et al. und Picott et al. (2% 176:201]

Stattdessen  wird eine  Phosphorylierung des  Oxyanion-Intermediats 109  angedacht
(Abbildung 55, unten), was eine gute Abgangsgruppe erzeugen wirde. Ein Nachweis von
Intermediat 109 wurde jedoch nicht erbracht.[*’® 2°1) Djeser putative Mechanismus steht im Kontrast
zu den Kkirzlich veroffentlichten Daten von Longetal.,, welche nach Inkubation u.a. des
Kondensationsenzyms PigC mit MBC(2) und ATP phosphoryliertes MBC (107) nachweisen
konnten.*®® Es sollte dabei jedoch beachtet werden, dass es sich in diesen beiden Publikationen nicht

um identische Enzyme handelt, sondern um homologe Proteine, sodass verschiedene
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Reaktionsmechanismen zwar unwahrscheinlich aber nicht auszuschliefen sind. Ein endgiltiger

Nachweis eines Reaktionsmechanismus wurde bisher noch nicht erbracht.

Auf struktureller Ebene ist die Substratiiberschussinhibierung durch MAP (3a) moglicherweise durch
die Tatsache bedingt, dass das Bipyrrol MBC (2) und das Monopyrrol MAP (3a) ahnlich aufgebaut sind,
da in beiden Féllen planare aromatische Pyrrolstrukturen vorliegen. Somit kdnnte MAP (3a) gut in die
Substratbindetasche fir MBC(2) passen und auf diese Weise die beobachtete Inhibierung
verursachen. Diese Substratiiberschussinhibierung durch Monopyrrole 3a, 3c und 3f wurde jedoch wie
oben bereits beschrieben (Abbildung 53) nicht im gleichen MaRe fiir TamQ und TreaP beobachtet.
Interessanterweise konnten Picott et al. allerdings fiir das Kondensationsenzym aus P. citrea eine
unkompetitive Substratinhibierung fiir das natirliche Substrat DDA (28a) feststellen, moglicherweise
induziert durch unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Substrat und Enzym vor
Bindung von MBC(2) und somit Inhibierung der Reaktion. Die von Picottetal. publizierten
Beobachtungen fihrten zu der in Abbildung 56 dargestellten Reaktionssequenz, die sich beziglich der

Inhibierung von der des Kondensationsenzyms aus P. rubra unterscheidet.[*® 201

ATP ADP MBC DDA Tambjamin
E E-ATP E-P E-P-MBC E-P-MBC-DDA E
E-P-ADP K E<Tambjamin
DDA—>
DDA<E-P-MBC

Abbildung 56. Uni Uni Bi Uni Ping-Pong Reaktionssequenz des Kondensationsenzyms aus P. citrea, postuliert von
Picott et al. Abbildung modifiziert nach Picott et al.1*7®2°U [E = Enzym; E-P = phosphoryliertes Enzym].

Als Erklarung fiir die unterschiedlichen beobachteten Inhibierungsmuster fiir das Kondensationsenzym
aus P. citrea (TreaP) sowie des Enzyms aus P. rubra wurde von Picott et al. angefiihrt, dass im Falle der
Monopyrrole eine strukturell starker differenzierte Substratbindetasche vorliegt, angepasst an planare
Hetereoaromaten wie Pyrrole, wohingegen dies bei TreaP nicht der Fall ist.[!’® 2! Diese Annahmen
lassen sich durch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten untermauern und wiirden das recht
klar begrenzete Substratspektrum von PigC im Vergleich zum breiten Substratspektrum von TamQ

erklaren (Kapitel 6.2.3.2).

6.2.4.2 Kinetische Untersuchung mit 2-alkylierten Pyrrolen

Der enzymatische Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) und Derivaten wurde vor allem durch den Einsatz
der Kondensationsenzyme aus Pseudoaltermonoadaceae TamQ und TreaP ermdoglicht
(Kapitel 6.2.3.3), sodass auch hier Untersuchungen der Enzmykinetiken erfolgten. Die Priméardaten

wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit generiert.?>
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Als Monopyrrole wurden die Pyrrole 27e, 27d und 27a eingesetzt, welche in 2-Position eine n-Pentyl-,
n-Octyl- bzw. n-Undecylkette aufweisen. Mit TamQ und TreaP konnten alle drei Monopyrrole (27e,
27d und 27a) getestet werden, jedoch zeigte PigC in den vorherigen in vitro Assays keinen Umsatz des
Undecylpyrrols (27a) (Kapitel 6.2.3.2, Abbildung 44), sodass dieses Kondensationsenzym nur mit den
Pyrrolen 27d und 27e getestet wurde. Die initialen Ergebnisse der Michaelis-Menten-Kinetiken sind in

Abbildung 57 dargestellt.
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Abbildung 57. Anderung der Absorption (Abs.) bei 535 nm mit der Zeit bei kinetischen Untersuchungen von PigC
(A), TamQ (B) and TreaP (C). [Es wurde resuspendierte Membranfraktion verwendet; Bedingungen:
0.1 mm MBC (2), 1.25 mm ATP, 0-2 mm Pyrrole 27a, 27d oder 27e, KP;-Puffer (50 mm, pH 7.0, 0.1 mm MgCl,),
10% (v/v) DMSO, 30°C, 200 puL Assayvolumen]. Die Primdrdaten wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen
ihrer Bachelorarbeit generiert.[?>%

Gut erkennbar ist, dass bei PigC die Inhibierung des Enzyms durch die Pyrrolsubstrate deutlich starker
ausgepragt ist, als dies fir TamQ und TreaP zu erkennen war. Ein klarer Einfluss der Kettenldange auf
die Starke der Inhibierung wie im Fall der 2,3-dialkylierten Pyrrole kann anhand dieser Daten zunachst
nicht aufgezeigt werden. Unter Einbeziehung der Extinktionskoeffizienten der Prodiginine 9a und 9d
sowie der Proteinmenge, welche wie zuvor beschrieben durch quantitative Densiotometrie bestimmt
worden war (Abbildung 51, Abbildung 52), konnte die spezifische Aktivitdt bestimmt werden

(Abbildung 58).
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Abbildung 58. Spezifische Aktivitdait von PigC (A), TamQ (B) and TreaP (C). [Es wurde resuspendierte
Membranfraktion verwendet; Bedingungen: 0.1 mm MBC (2), 1.25 mm ATP, 0-2 mm Pyrrole 27a oder 27d,
KP-Puffer (50 mm, pH 7.0, 0.1 mm MgCl,), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 200 uL Assayvolumen]. Die Primardaten
wurden von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit generiert.!?>!

Die Daten (Abbildung 58) zeigen zunéachst auf, dass Gbereinstimmend mit den Ergebnissen zur Kinetik
mit 2,3-dialkylierten Pyrrolen (Abbildung 53) die spezifische Akivitat von TamQ deutlich héher lag als
bei TreaP und PigC und auch die Substratiiberschussinhibierung bei PigC am starksten ausgepragt war,
was auch aus den Inhibitionskonstanten K, abgelesen werden konnte (Tabelle 9). So betrug K; fiir PigC
und Pyrrol 27d 1.9-10% um + 1.4-10% um, wohingegen es fiir TamQund TreaP 2.4-10* um + 4.4-10* pm
bzw. 1.2-10°puM +0.25-10° um waren. Die aus den vorhergehenden Ergebnissen erwartete
Korrelation zwischen n-Alkylkettenldange und der Stdrke der Inhibierung liel3 sich jedoch nicht klar
ablesen. Im Fall von TamQ war die Substratiiberschussinhibierung fiir das Pyrrol 27a deutlich starker
ausgepragt mit K =4.7-10°um+2.4-10°um als fur Pyrrol27d (K, =2.4-10% um + 4.4-10* um),
wahrend bei TreaP die Inhibierung durch Pyrrol 27d stiarker war mit K, = 1.2-10% pM + 0.25-10% um als
durch Pyrrol 27a mit einer Inhibierungskonstante von 4.4-10° uM + 1.7-10° um. Offenkundig scheint
Pyrrol 27d mit einer n-Octylkette in 2-Position des Pyrrols die starkste Inhibierung zu verursachen, was
sich vor allem auch unter Einbeziehung der Ergebnisse aus Abbildung 57 ableiten lasst. Eine genauere
Aussage lielRe sich bei Bestimmung des Extinktionskoeffzienten von Prodiginin 9e und anschlieBender
Berechnung der spezifischen Aktivitaten analog zu den Daten in Abbildung 58 treffen. Die bereits fiir
die Kinetiken mit 2,3-dialkylierten Pyrrolen diskutierten strukturellen und mechanistischen

Grundlagen lassen sich auf die hier beschriebenen Ergebnisse gut lbertragen.
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Tabelle 9. Ubersicht iiber die kinetischen Daten der untersuchten Enzyme. Die Daten entstammen den
Untersuchungen mit den 2-alkylierten Pyrrolen 27a und 27d. [n. b. = nicht bestimmt; es wurde resuspendierte
Membranfraktion verwendet; Bedingungen: 0.1 mm MBC (2), 1.25 mm ATP, 0-2 mm Pyrrole 27a oder 27d,
KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0, 0.1 mm MgCl,), 10% (v/v) DMSO, 30°C].

PigC TamQ TreaP
1\ Vmax [U/mg] 5.0-10°+2.1-10° 4.9:10°+4.7-10° 1.2-10°+1.0-10°
H Km [UM] 2823 60+ 17 72+14
K [uM] 1.9:10% £ 1.4-10? 2.4-10°+4.4-10% 1.2-10°+0.25-103
Keat [s] 8.3-10° 8.3-10° 2.0-10°
Keat/Knm 0.30 1.4 0.28
27d [Lmol?s?]
R2 0.59 0.89 0.94
Fit-Methode | Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-Menten
Substratlber- Substratiiber- Substratiiber-
schussinhibierung schussinhibierung schussinhibierung
7\ Vmax [U/mg] n.b. 4.2-10°+4.1-10° 8.1-10%+6.4-107
N Ku [UM] n.b. 42412 43+ 10
K [uM] n.b. 4.7-10°+2.4-10° 44-10°+1.7-10°
Keat [s] n.b. 7.1-10° 1.4-10°
Keat/Km n.b 1.7 0.31
27a [Lmol*s™]
R2 n.b. 0.85 0.90
Fit-Methode n.b. Michaelis-Menten Michaelis-Menten
Substratiiber- Substratiiber-
schussinhibierung schussinhibierung

Im Falle von PigC war zudem auffallig, dass die nicht-lineare Regression mit der zuvor verwendeten
Formel fiir Substratiiberschussinhibierung (Kapitel 8.5.7, Formel3) ein recht schlechtes
Bestimmtheitsmall aufwies, sodass mutmaRlich, wie bereits zuvor diskutiert (Kapitel 6.2.4.1), noch
andere Inhibierungsmodelle zum Tragen kommen. Hier wiirde die Anwendung anderer Kinetikmodelle
moglicherweise eine den experimentell erhobenen Daten eher entsprechende nicht-lineare

Regression ermoglichen.

6.2.5 Interaktionen der Kondensationsenzyme PigC und TamQ mit der Zellmembran

Flr das Kondensationsenzym PigC (99 kDa) ist bereits bekannt, dass es sich um ein membranstandiges
Enzym handelt. Kobayashi und Ichikawa veroffentlichten 1989, dass in die Prodigiosin (1a) Produktion
in S. marcescens ein etwa 100 kDa grolRes Protein involviert sei, welches in der inneren Membran
lokalisiert ist.®" In spateren Arbeiten wurde von Chawrai et al. ebenfalls die Membranfraktion von
heterolog in E. coli exprimiertem PigC fiir kinetische Untersuchungen verwendet und You etal.

postulierten auf Basis von in silico Vorhersagen, dass PigC eine Transmembranstruktur habe.[2% %3
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In  vorangegangenen Arbeiten wurden insilico Vorhersagen mit dem Online-Programm
Transmembrane Hidden Markov Model (TMHMM-2.0%), welches von Krogh et al. beschrieben wurde,
fir das Kondensationsenzym PigC durchgefiihrt, das im Gegensatz zu den Daten von You et al. keine
Transmembran Domadne prognostizieren konnte, allerdings konnte mit dem Online-Programm
AmphipaSeek?® von Sapay et al. eine amphipathische a-Helix in der mittleren Doméne des Enzyms
vorhergesagt werden (Abbildung 59 A, C).[*7- 193,297, 298] pjese a-Helix ist typisch fir Membrananker, die

parallel zur Membranebene verlaufen (IPM anchor, engl. in-plane membrane anchor).?*’}
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Abbildung 59. In silico Vorhersage fir Transmembrandomanen und IPM-Anker unter Nutzung des Online-
Programms TMHMM-2.0 von Krogh et al. bzw. des Online Programms AmphipaSeeK von Sapay et al.[?7, 28]
A:Vorhersage von Transmembrandomdnen mittels TMHMM-2.0 fir PigC. B:Vorhersage von
Transmembrandomanen mittels TMHMM-2.0 fir TamQ. C: Vorhersage von IPM Ankern mittels AmphipaSeeK fir
PigC. D:Vorhersage von IPM-Ankern mittels AmphipaSeeK fir TamQ. [C, D: Positive Werte sagen eine
amphipathische a-Helix vorher; grau hinterlegte Bereiche]

Im Gegensatz zu PigC lassen sich in der Literatur keine Hinweise darauf finden, ob es sich bei TamQ
ebenfalls um ein membranstandiges Protein handelt. Die in vorangegangenen Arbeiten fiir PigC bereits
ausgefihrten in silico Analysen wurden daher im Rahmen dieser Arbeit fir PigC erneut, und fiir das
Kondensationsenzym TamQ erstmalig ausgefiihrt, um Vorhersagen (ber eine potentielle
Membranstandigkeit treffen zu kénnen (Abbildung 59B, D).*”) Ebenso wie bereits fiir PigC konnte

mittels TMHMM-2.0 keine Transmembrandomane vorhergesagt werden. Allerdings prognostizierte

25 November 2019: https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0
26 November 2019: https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_amphipaseek.html
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das Online-Programm AmphipaSeek fiir TamQ so wie fiir PigC eine amphipathische a-Helix, welche auf

einen IPM Anker hinweist.?*”]

Das Vorliegen eines integralen Membranproteins mit Transmembrandomanen im Falle von PigC und
TamQ scheint somit durch die in silico Vorhersagen nahezu ausgeschlossen. Wie von Chawrai et al.
und Dr. Andreas S. Klein bereits gezeigt, |asst sich das Protein PigC jedoch in der Membranfraktion nach
Zellaufschluss und Ultrazentrifugation nachweisen, was somit vermuten lasst, dass es sich bei PigCum
ein peripheres, membranstiandiges Protein handelt.'” 2°! Periphere Membranproteine sind im
Gegensatz zu integralen Membranproteinen nicht fest in der Membran verankert oder durchspannen
diese, sondern sind Uber nicht kovalente Bindungen wie ionische Wechselwirkungen an die
Membranoberflache oder an andere integrale Membranproteine assoziiert und lassen sich durch
relativ milde Methoden ablosen. Diese Methoden basieren darauf, dass die Wechselwirkungen

zwischen Membran und Protein unterbrochen werden.?°%-301

Zur Uberpriifung, ob es sich bei PigC und TamQ tatsichlich um periphere Membranproteine handelt
und diese zudem potentiell zu isolieren, wurde die Membranfraktion der PigC bzw. TamQ
produzierenden E. coli BL21(DE3) Zellen isoliert (Kapitel 8.5.3) und diese nach der Ultrazentrifugation
(UZ) in verschiedenen Puffern bzw. Salzlosungen resuspendiert (Kapitel 8.5.4.1). Nach erneuter
Ultrazentrifugation wurden Proben von Uberstand und Zellmembran enthaltendem Pellet genommen
und diese via SDS-PAGE analysiert. Pheriphere, membranstandige Proteine kénnen u.a. durch saure
oder basische Puffer oder auch Lésungen hoher lonenstédrke von der Membran extrahiert werden ohne
die Membran selbst zu solubilisieren.%-3% F{ir initiale Experimente zur Extraktion der Proteine PigC
und TamQ aus der Zellmembran wurden daher ein Natriumcarbonatpuffer (100 mm, pH 9.5) und ein
Citratpuffer (100 mm, pH 4) ausgewahlt sowie Loésungen hoher lonenstdrke (NaCl- und KCI-Losungen
jeweils 1 M und 1.5 m). Die Ergebnisse der Extraktion von TamQ sind in Abbildung 60 dargestellt (PigC:
Kapitel 9.3, Abbildung A 4).

122



Ergebnisse und Diskussion

A B
NaCl KCI
1M 15mM 1M 1.5m pH 4 pH9.5
[kDa] 1 2 3 M4 567 8 91011 M [kDa] 1 2 3 M4 56 7 M
“ [} . a =y
150 150
60 1 60 3
9 N 40 i §
30 e I 30 oY
20
20
10 10

Abbildung 60. SDS-PAGE Analyse zur Extraktion von TamQ (101 kDa) aus der Membranfraktion. A: Extraktion mit
Lésungen hoher lonenstirke. [M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1 = Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand, UZ; 4, 6, 8,
10 = Pellet nach Extraktion mit NaCl-/KCl-Lésung und UZ; 5, 7, 9, 11 =Uberstand nach Extraktion mit
NaCl-/KCl-Lésung und UZ]. B: Extraktion mit alkalischem und saurem Puffer. [M = Marker (Roti®-Mark 10-150),
1 = Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand nach UZ, 4, 6 = Pellet nach Extraktion mit Puffer und UZ; 5, 7 = Uberstand nach
Extraktion mit Puffer und UZ].

Gut erkennbar ist, dass keine der Losungen mit hoher lonenstarke TamQ aus der Membranfraktion
extrahieren konnte (Abbildung 60A). So kann keine Bande fiir TamQ nach Extraktion der
Membranfraktion und anschlieBender Ultrazentrifugation im Uberstand nachgewiesen werden,
wahrend im zugehdrigen Pellet weiter eine deutliche Bande sichtbar ist. Auch der Citratpuffer fihrte
nicht zur gewilnschten Extraktion des Proteins TamQ, wohingegen durch Einsatz des
Natriumcarbonatpuffers TamQ deutlich erkennbar von der Membranfraktion geldst werden konnte
(Abbildung 60A, Spalte 7). Die Ergebnisse fiir das Protein PigC sind in allen Fallen analog zu denen fur
TamQ (PigC: Kapitel 9.3, Abbildung A 4). Als Kontrollexperiment wurde das Membran enthaltende
Pellet auch mit 50 mm KPi-Puffer pH 7 extrahiert, um sicherzustellen, dass tatsachlich der veranderte

pH-Wert bzw. die lonenstirke fir das Ablésen der entsprechenden Kondensationsenzyme

verantwortlich ist, was letztlich auch nachgewiesen werden konnte (Kapitel 9.3, Abbildung A 5).

Da das Protein TamQ mit einem Puffer mit pH 9.5 erfolgreich von der Membran gelost werden konnte,
wurden in einer weiteren Versuchsreihe Puffer mit den pH-Werten 8.5-10.5 getestet, um die initialen
Ergebnisse zu verifizieren und potentiell bessere Bedingungen fiir die Membranextraktion zu
identifizieren. Zudem wurden verschiedene NaH,PO,-Losungen und dest. H,0 getestet. Das Waschen
der Zellmembran mit diesen Lésungen wird haufig angewendet, um periphere Membranproteine vor
der Isolierung von integralen Membranproteinen von der Membran abzustreifen.2%! Sowohl TamQ
(Abbildung 61 A) als auch PigC (Kapitel 9.3, Abbildung A 6 A) konnten mit allen getesteten Puffern von
der Membran abgel6st werden, wobei ab einem pH-Wert von 9.5 kaum noch Zielprotein im
Membranfraktion enthaltenden Pellet nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu konnte durch
dest. H,O und die NaH;POs-Lésungen nur eine sehr schwache Ablésung des Proteins TamQ
(Abbildung 61B) von der Membran erzielt werden. Auch hier waren die Ergebnisse fiir PigC und TamQ

einander entsprechend (PigC: Kapitel 9.3, Abbildung A 6 B).
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Abbildung 61. SDS-PAGE Analyse zur Extraktion von TamQ (101 kDa) aus der Membranfraktion. A: Extraktion mit
Puffern verschiedener pH-Werte (pH8.5 und pH9: 100 mm TRIS-HCI; pH9.5, 10 und 10.5: 100 mm
NaHCO3/Na,Ca0s). [M = Marker (Roti®Mark 10-150), 1= Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand, UZ; 4, 6, 8, 10,
12 = Pellet nach Extraktion mit Puffer und UZ; 5, 7, 9, 11, 13 = Uberstand nach Extraktion mit Puffer und UZ]. B
Extraktion mit dest. H,0, NaH,PO4-Lésung. [M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1 = Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand,
UZ, 4, 6, 8, 10 = Pellet nach Extraktion und UZ; 5, 7, 9, 11 = Uberstand nach Extraktion und UZ].

Da eine erfolgreiche Ablésung der Kondensationsenzyme von der Membran ein moglicher erster
Schritt fur die Isolierung der Zielproteine sein kann, wurden Aktivitatsassays in Anlehnung an die
Assaybedingungen der Michaelis-Menten-Kinetik (Kapitel 8.5.7) mit allen Fraktionen durchgefiihrt
(Abbildung 62). So sollte festgestellt werden, ob das von der Membran gel6ste Protein tatsachlich das

Zielprotein ist und es in aktiver Form vorliegt.

In allen Féllen ist gut erkennbar, dass die Ergebnisse der SDS-PAGE Analysen (Abbildung 61) mit den
der Aktivitatsassays Ubereinstimmen. So zeigen die Enzymaktivitaten gut, dass nach Extraktion der
Enzyme mit Puffern von pH > 9.5 die hohere Aktivitit im Uberstand nachgewiesen (Abbildung 62 A, C)
werden kann. Die Ablésung von PigC und TamQ von der Membran durch Nutzung von dest. H,O und
NaH,PO4 war auf Grundlage der SDS-PAGE Ergebnisse als nicht erfolgreich bewertet worden, was sich
mit den Ergebnissen der Aktivitatsassays deckt, da die hohere Enzymaktivitdt weiterhin in der
Membranfraktion zu detektieren ist (Abbildung 62 B, D). Eine Ausnahme ist fiir PigC gegeben, da hier
die Ablésung mit dest. H,O doch zu héherer Aktivitit im Uberstand fiihrte, was nach Analyse via
SDS-PAGE nicht erwartet worden war (Abbildung 62 B und Kapitel 9.3, Abbildung A 6). Insgesamt wird
jedoch deutlich, dass die Enzymaktivitdt in den Proben nach Extraktion aus der Zellmembran
vergleichsweise gering ist und eine potentielle Reinigung der Proteine via Ablésen von der
Zellmembran nicht zu favorisieren ist. Zu beriicksichtigen ist jedoch, dass keine spezifische Aktivitat in

diesen Assays bestimmt wurde und auch der Einfluss des pH-Wertes nicht evaluiert worden ist.
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Abbildung 62. Enzymaktivitdt verschiedener Fraktionen nach Extraktion von PigC und TamQ von der
Zellmembran. A, C: Extraktion von PigC und TamQ mittels Puffer verschiedener pH-Werte (pH 7: 50 mm
KP;-Puffer; pH 8.5 und pH 9: 100 mm TRIS-HCI-Puffer; pH 9.5, 10 und 10.5: 100 mm NaHCOs;/Na,CaOs-Puffer).
B, D: Extraktion von PigC und TamQ von der Zellmembran mit NaH,POs-Losungen und dest. H,0.
[Assaybedingungen:1 mm MBC (2), 1 mm MAP (3a), 1.25 mm ATP, 10% (v/v) DMSO, 30°C, 200 uL Assayvolumen]
Die Gesamtheit der in diesem Unterkapitel vorgestellten Ergebnisse und Literaturreferenzen legen
nahe, dass es sich sowohl bei TamQ als auch bei PigC nicht um integrale sondern periphere
Membranproteine handelt, wie es bereits die in silico Vorhersagen (Abbildung 59) andeuten. Da sich
beide Zielproteine durch Puffer mit pH = 9.5 gut von der Membran I6sen lassen, ist anzunehmen, dass
die an der Oberflache des Proteins gelegenen Aminosauren in deprotonierter Form vorliegen und sich
daher von der negativ geladenen Membran abstoflen. Losungen mit niedriger lonenstarke wie
5-10 mm NaH,PO,; kdnnen lonen wie Na*-, ClI-, K*-lonen entfernen, welche die Ladungen von
Proteinen und Membran abschirmen.B%! Bei Entfernung dieser lonen kann es ebenfalls zur
AbstolRungen zwischen Zellmembran und Proteinen kommen. Integrale Membranproteine hingegen
sollten weder durch Losungen niedriger lonenstarke noch Puffer mit pH > 9.5 von der Zellmembran zu
[6sen sein, sodass auf Grundlage dieser Ergebnisse festgehalten werden kann, dass weder TamQ noch
PigC integrale Membranproteine zu sein scheinen. Dies wiirde die von You et al. prognostizierte
Transmembranstruktur von PigC negieren.!**3! Die in silico Vorhersagen im Rahmen dieser Arbeit,
basierend auf den Ergebnissen von Dr. Andreas S. Klein zu PigC (Abbildung 59), prognostizieren
allerdings fiir beide Proteine eine amphipathische a-Helix, dennoch kann auf Basis der in silico und der
experimentellen Ergebnisse nicht entschieden werden, ob die Prognosen mit der Realitat

Ubereinstimmen und tatsadchlich IPM-Anker vorhanden sind.
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6.2.6 Biokatalyse zur Synthese von Prodigininen

Die Erweiterung des Substratspektrums durch Nutzung neuer Kondensationsenzyme und auch die
Quantifizierung dieser Ansatze wurde bisher in kleinen Volumina von 500 uL durchgefiihrt
(Kapitel 6.2.3). Die Herstellung von Prodigininen mit biologischen Methoden wurde, abgesehen von
heterologer Produktion unter Nutzung des Stammes P. putida pig-r2, im Arbeiskreis bisher nur im
Kontext der Mutasynthese im semi-priaparativen MaRstab gezeigt.'” *°” 27! Eine Nutzung der
Kondensationsenzyme in einem Biokatalyseansatz konnte daher neue Perspektiven fiir die Synthese
von Prodigininen bieten, sodass die enzymatische Produktion von Prodiginen exemplarisch in einen
groReren Malistab Ubertragen wurde (Kapitel 8.6.1). Hierzu wurde gefrorenes Zellpellet von
E. coli BL21(DE3), in denen PigC, TamQ bzw. TreaP heterolog produziert wurden, in Puffer gelést und
ATP sowie die entsprechenden Substrate zugegeben. Da die drei untersuchten Kondensationsenzyme
PigC, TamQ und TreaP eine gute Umsetzung der zyklischen Pyrrole 82a, 82b und 82b zeigten
(Kapitel 6.2.3.2, Abbildung 41), wurde das Pyrrol 82a schlielllich als Modellsubstrat fir die

semi-praparativen Biokatalyseansatze ausgewahlt (Schema 32).

1a) resusp. Zellpellet
0 TamQ/PigC/TreaP
SN 1b) 1.25 mM ATP - Nay; dest. H,O

\ NH © 1 mM 2; DMSO
+ T\ 1 mM 82a; DMSO
— -
X NH N
H

KP;, 50 mM, pH 7.0,
10 % (v/v) DMSO,
30°C,4h

2) HCI (1 M) in Diethylether

MBC (2) 82a

110a

TamQ: 73 %, 23.5 mg, 73 pmol
PigC: 39 %, 12.5 mg, 39 pmol
TreaP: 30 %, 9.8 mg, 30 umol

Schema 32. Reaktionsschema der Biokatalyse zur Synthese von Prodiginin 110a mit Angaben zur
Produktausbeute.

Da die in situ Produktentfernungsstrategie mit PU-Wiirfeln bereits erfolgreich angewendet wurde und
diverse Erleichterungen bei der Produktisolierung und spateren Reinigung erbrachte, wurde diese
Methode mit dem Biokatalyseansatz kombiniert und die Produktisolierung und Reinigung analog
durchgefiihrt.!” 2% Unter Einsatz von TamQ konnten auf diese Weise 73 % Prodiginin 110a (23.5 mg,
73 umol; Abbildung A 38) erhalten werden. Wie von den vorangegangenen
Quantifizierungsexperimenten der in vitro Ansatze erwartet (Kapitel 6.2.3.2, Abbildung 41), lagen die
Ausbeuten fiir PigC und TreaP bei niedrigeren Werten als fir TamQ (PigC: 12.5 mg, 39 umol, 39%;
TreaP: 9.8 mg, 30 umol, 30%). Die insgesamt jedoch hdheren Ausbeuten im Vergleich zu den
Versuchen im kleinen MaRstab kénnen durch die langere Reaktionszeit erklart werden, ebenso wie
durch die bessere Vermischung des Reaktionsansatzes in Erlenmeyerkolben verglichen mit 1.5 mL
ReaktionsgefaBen. Darliberhinaus wird die insitu Produktentfernung, wie bereits fiir die

Prodigiosin (1a) Produktion mithilfe des Stammes P. putida r-2 gezeigt, einen positiven Einfluss auf die
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Ausbeute haben, da das Reaktionsgleichgewicht in Richtung der Produktbildung verschoben wird und

auch weniger Verunreinigungen im Rohprodukt vorhanden sind.[7” 205!

Kritisch zu betrachten ist jedoch der Einsatz von MBC (2) und auch ATP in den Biokatalyseansatzen,
welche einen deutlichen Kostenfaktor durch arbeits- und kostenintensive Synthesen darstellen bzw.
im Falle von ATP zwar kommerziell zu erwerben sind, bei gréReren Ansadtzen jedoch auch einen
Kostenaufwand bedeuten. Der ATP-Verbrauch durch die Kondensationsenzyme konnte allerdings zum
einen reduziert werden, da sich in den durch Einfrieren permeabilisierten Zellpellets bereits ATP
befindet, welches als Cofaktor fir die Reaktion benétigt wird, zum anderen kann durch den Einsatz
eines Cofaktorregenerationssystems ATP wiedergewonnen werden. Denkbar waren hier u.a. ein
Acetylphosphat/Acetat-Kinase-System oder ein Phosphoenolpyruvat/Pyruvat-Kinase basiertes

System, welche beide Adenosindiphosphat (ADP) zu ATP regenerieren.306-30%

Die Kosten flir MBC (2) und ATP waéren allerdings dann zu rechtfertigen, wenn das durch Biokatalyse
hergestellte Prodiginin diesen Kostenaufwand begriinden wiirde. So konnte in der Masterarbeit von
M. Sc. David P. Klebl  bereits nachgewiesen werden, dass im Rahmen semi-praparativer
Mutasyntheseansatze mit den Pyrrolen rac-111 und rac-112 (Abbildung 63 A) jeweils ein Enantiomer
des entsprechenden Prodiginins im Uberschuss vorlag, was auf eine stereoselektive Umsetzung durch
das Kondensationsenzym PigC hindeutet.**®! Auch die weiterfiihrenden Untersuchungen durch
M. Sc. T. Moritz Weber konnten dies belegen.®'®! Ein Einsatz des Biokatalyseansatzes bei Pyrrolen wie
rac-111 und rac-112 ware daher denkbar. Insbesonders dann, wenn fiir TamQ oder TreaP eine zu PigC
komplementdre Enantioselektivitat gegeben ware, wiirde sich eine Biokatalyse anbieten, da fiir die
Enzyme TamQ und TreaP noch kein entsprechender Mutasynthesestamm vorliegt. So kodnnte
insgesamt unter Nutzung der Biokatalyse eine Produktion von synthetisch nur aufwandig zu

erhaltenden Prodigininen gegeben sein.

A B
OH
N N N N
H H H H
111 112 82d 113

Abbildung 63. Verschiedene Pyrrolderivate, die als Substrate fir die Biokatalyse dienen kdénnten. A:
rac-Pyrrole 111 und 112, Substrate flr eine potentielle Kondensationsenzym katalysierte kinetische
Racematspaltung. B: Zyklisches Pyrrol82d und terminal hydroxyliertes Pyrrol 113, welche in
Mutasyntheseansatzen nur schlecht/nicht umgesetzt werden.

Eine denkbare Anwendung der Biokatalyse ware zudem bei Pyrrolsubstraten gegeben, die zwar vom
Kondensationsenzym als Substrat akzeptiert und umgesetzt werden kénnen, jedoch nicht in
Mutasyntheseansatzen einsetzbar sind, da kein Transport Uber die Zellmembran stattfindet.

M. Sc. David P. Klebl konnte im Rahmen seiner Masterarbeit im Falle von zwei Pyrrolen (82d, 113)
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zeigen, dass eine Umsetzung der Pyrrolsubstrate durch PigC gegeben ist, der Einsatz in der

Mutasynthese jedoch ungeeignet, da offensichtlich kein oder ein nicht ausreichender Import des

Mutasynthons in die Zelle stattfand (Abbildung 63 B). Dennoch bleibt fiir die Pyrrole 82d und 113

abzuwagen, ob eine chemische Synthese der Prodiginine nicht ebenso zielfiihrend und kostengtinstiger

ist als der Biokatalyseansatz.

6.2.7

Synopsis des Kapitels

Analysen der Gencluster verschiedener Prodiginin- und Tambjamin-Produzenten wurden
durchgefiihrt, auf deren Grundlage fiinf zu PigC homologe Kondensationsenzyme fir die
heterologe Expression ausgewahlt wurden.

Die Kondensationsenzyme aus Streptomycetaceae RedH und McpH konnten nicht aktiv
heterolog in E. coli produziert werden. MarH zeigte geringe Aktivitat.

Die Kondensationsenzyme aus Pseudoalteromonadacea, TamQ und TreaP, konnten
erfolgreich heterolog produziert werden und via in vitro Assays die Aktivitat nachgewiesen
werden.

Es konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass die Kondensationsenzyme TamQ und TreaP
unnatrliche Substrate in Form des Monopyrrols MAP (3a) umsetzen und so in der Lage sind
statt Tambjaminen auch Prodigiosin (1a) und andere Prodiginine zu produzieren.

Die Substratspektren der Kondensationsenzyme TamQ und TreaP konnten erstmalig
untersucht werden und zeigten zu PigC verschiedene Substratspektren. Dies ermoglichte den
Umsatz von Monopyrrolen, die von der Ligase PigC nicht umgesetzt werden kénnen.
1H-Pyrrol (4) und andere flinfgliedrige Heteroaromaten und Indole 102 wurden von den
Kondensationsenzymen nicht als Substrat angenommen. Indolprodigiosin (103a) konnte
chemisch hergestellt werden, wies jedoch sehr schlechte Lagerstabilitat auf.

Der Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) und Derivaten konnte durch die Enzyme TamQ und
TreaP ermoglicht werden.

Es konnten erfolgreich kinetische Untersuchungen der Kondensationsenzyme PigC, TamQ und
TreaP durchgefiuhrt werden. Die Kondensationsenzyme TreaP und insbesonders TamQ zeigten
weniger stark ausgepragte Substratliberschussinhibierung als PigC.

Die Proteine TamQ und PigC konnten von der Zellembran gelost werden, was den Rickschluss
auf das Vorliegen peripherer Membranproteine zulasst.

Es wurde erfolgreich ein Biokatalyseansatz zur Synthese von Prodigininen entwickelt, der die
biologische Produktion von u.a. mutasynthetisch nicht zuganglichen Prodiginine ermdglichen

konnte.
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6.3 Biosynthetische Produktion von Prodigiosin (1a)

Die Konstruktion des heterologen Prodigiosin (1a) Produzenten P. putida pig-r2 in vorangegangenen
Arbeiten in Kombination mit einer effizienten insitu Produktentfernung mittels PU-Wirfeln
ermoglichte die Produktion und lIsolierung von Prodigiosin (1a).[t”” 2°> 2121 Eine Optimierung der
Kultivierungsbedingungen erlaubte schlieBlich die Produktion von Prodigiosin (1a) mit einem Titer von
94 + 1 mg/Lkurur. ZuUr Bereitstellung des Naturstoffs flr biologische Untersuchungen (Kapitel 6.4) ist
eine Produktion von 94 mg/L Prodigiosin (1a) genligend, jedoch benétigen weitergehende biologische
Testungen in Mehrfachmessungen oder in gréBeren Versuchsansatzen auch héhere Mengen des
reinen Prodigiosins (1a). Daher ist eine biosynthetische Herstellung von Prodigiosin (1a) mit dem
Stamm P. putida pig-r2 mit gesteigerter Produktionsleistung erstrebenswert und sollte durch

Anpassung der Kultivierungsparameter erzielt werden.

6.3.1 Optimierung der Kultivierungsparameter zur Erh6éhung der Prodigiosin (1a)
Produktion
Im Zuge der Modifikation der Kultivierungsparameter zur héheren Prodigiosin (1a) Produktion in
vorangegangenen Arbeiten wurde die Kultivierungstemperatur variiert und die Fillhéhe in den
Erlenmeyerkolben verdndert. Ebenso wurden als KulturgefaBe Erlenmeyerkolben mit und ohne
Schikanen untersucht. Als positiv erwies sich dabei eine niedrige Temperatur von 20°C wahrend der
Kultivierung sowie Erlenmeyerkolben mit Schikanen und einem Fiillvolumen von 10%.12%> 212 Dje
Kultivierung von P. putida pig-r2 erfolgte bisher jedoch nur mit LB (engl. lysogeny broth)- und
TB (engl. terrific broth)-Medium, wobei TB-Medium zu héheren Prodigiosin (1a) Titern fiihrte.[}7, 205 212]
Die Komplexmedien LB- und auch TB-Medium weisen allerdings keine definierte Zusammensetzung
der Medienbestandteile auf. Die definierte Medienzusammensetzung von Minimalmedien erlaubt
zum einen die Variation der Kohlenstoffquelle (C-Quelle) und zum anderen eine hohere Kontrolle der
Kultivierung. Daher sollte ein Ansatzpunkt zur Verbeserung der Prodigiosin (1a) Produktion die
Variation des Anzuchtmediums und der Einsatz von Minimalmedien sein. Zum anderen sollte die
Kultivierungstemperatur weiter untersucht werden, da sich bereits gezeigt hatte, dass dieser

Parameter einen signifikanten Einfluss hat.[2%> 212!

Fir den Stamm P. putida KT2440, welcher die Basis fiir den Prodigiosin (1a) Produzenten
P. putida pig-r2 ist, sind diverse Minimalmedien bekannt, die zur Anzucht verwendet werden kénnen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier verschiedene Minimalmedien?” (8.4.1.1.2) untersucht:
M9-Medium, Delft-Medium, Wilms-MOPS [3-(N-Morpholino)propansulfonsdure]-Medium sowie das
Medium M63.51131 njtal stellte sich die Frage, ob P. putida pig-r2 auf den vier ausgewdhlten
Minimalmedien wachst und unter diesen Bedingungen weiterhin Prodigiosin (1a) produziert wird.

Dazu wurde der Stamm P. putida pig-r2 in Delft Minimalmedium sowie den drei anderen ausgewahlten

27 Die Medienrezepte wurden im Vergleich zu den publizierten Rezepten teilweise leicht abgewandelt. Die
Benennung der Minimalmedien wurde trotz Abwandlung der Medienrezepte beibehalten. Die Details zu den
Modifikationen kénnen dem Abschnitt 8.4.1.1.2 entnommen werden.
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Minimalmedien angezogen (Abbildung 64). Als Kontrolle wurde P. putida pig-r2 auch in TB-Medium

kultiviert.
A ) B o )
Komplexmedium Minimalmedium
-
=y : '% {:
kb |1 4 Vi
iy uiy,f 5
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Abbildung 64. Anzucht von P. putida pig-r2 in Komplexmedium und Minimalmedium. A: Anzucht in TB-Medium.
B: Anzucht in Delft-Medium, einem Minimalmedium.

Der Stamm P. putida pig-r2 wuchs auf allen vier getesten Minimalmedien und auch die Produktion von
Prodigiosin (1a) konnte beobachtet werden, was bereits an der roten Farbe der Kultur nach 24 h gut
erkennbar war und durch spéatere lIsolierung des Naturstoffs aus der Kultur, Reinigung und

NMR-Analytik verifiziert wurde.

Versuchsplanung und Aufbau der Experimentreihen

Da die Produktion von Prodigiosin (1a) mithilfe des Stammes P. putida pig-r2 auch bei Anzucht auf
Minimalmedien moglich war, sollte eine weitere Untersuchung und Optimierung der
Kultivierungsparameter erfolgen. Um die Versuche systematisch planen und durchfiihren zu kénnen,
wurde das Programm Design Expert (StatEase, Inc.) fir statistische Versuchsplanung
(engl. Design of Experiments) verwendet (Kapitel 8.6.4). Dies ermoglicht die Planung der Experimente
mit einer moglichst geringen Anzahl an Versuchen. Zudem benétigt die dennoch hohe Anzahl an
Versuchen eine Miniaturisierung und Parallelisierung. Daher wurde der BioLector® Mikrobioreaktor
(m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) genutzt, der eine parallele Kultivierung unter definierten
Bedingungen in einem kleinen Volumen erlaubt. So konnen bei Nutzung der FlowerPlates (MTP-48-B,
48 Well; m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) 48 Versuche bei definierter Temperatur und
Umgebungsbedingung parallel durchgefihrt werden. Zusatzlich kann der Verlauf des mikrobiellen

Wachstums wahrend der Kultivierung verfolgt werden.

Aufbauend auf den von Dr. Andreas Domrése durchgefiihrten Optimierungen®® wurde neben dem
Medium auch die Kultivierungstemperatur untersucht, da die Senkung der Temperatur von 30°C auf
20°C in den vorherigen Untersuchungen eine signifikante Steigerung der Prodigiosin (1a) Produktion

zur Folge hatte.?%>2'2 So wurde zunichst der zu testende Temperaturbereich auf 20-37°C festgelegt.

2 Die detaillierten Angaben zu den Optimierungsversuchen koénnen der Dissertationsschrift von
Dr. Andreas Domrése sowie der Publikation von Domrése et al. entnommen werden.[205 212]
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Zudem sollte die Konzentration der C-Quelle im Minimalmedium variiert werden. Als Kohlenstoffquelle
wurde Glucose gewahlt und Konzentrationen im Bereich von 2.5-20g/L untersucht. Als
Versuchsgrundlage diente ein Central Composite Design, welches mit dem Programm Design Expert

(StatEase, Inc.) erstellt wurde (Abbildung 65).

e Anzahl Replikate Faktorialpunkte = 2
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20 23 29 35 37
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Abbildung 65. Ubersicht (iber den Aufbau des Central Composite Designs fiir die Optimierung des Mediums fiir
erhohte Prodigiosin (1a) Produktion.

Ergebnisse der Design of Experiment Versuche zur Optimierung der Kultivierungsparameter
Anhand der Vorgaben (Abbildung 65) wurden die jeweiligen Kultivierungsexperimente mit der
entsprechenden Anzahl an Replikaten von der Software Design Expert (StatEase, Inc.) festgelegt und
im BiolLector® (m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) durchgefiihrt. Bei diesen Versuchen wurde
der Verlauf des mikrobiellen Wachstums verfolgt und die Kultivierung am Ende der stationdren Phase
bzw. am Ubergang zur Absterbephase abgebrochen. Von jedem Ansatz wurden 500 pL Probe
genommen, die Menge an Prodigiosin (1a) nach Extraktion photometrisch quantifiziert (Kapitel 8.6.7)
und die theoretische Menge an Prodigiosin (1a) in einem Kulturvolumen von 1L errechnet. Diese
Ergebnisse wurden in die Software Design Expert (StatEase, Inc.) Gbertragen, durch diese statistisch
ausgewertet und als Ergebnis Response Surface Graphen erhalten. Auf Grundlage der experimentellen
Daten (Rohdaten: Tabelle A 6) wurde durch die Software eine Oberflache errechnet, die zwischen den
Achsen Temperatur (x-Achse), Glucosemenge (y-Achse) und Prodigiosin (1a) Menge (z-Achse)
aufgespannt wird. Das dreidimensionale System wurde in zweidimensionaler Darstellung
wiedergegeben, wobei die dritte Dimension [Prodigiosin (1a) in mg/Lguir] mittels Farbgradient und
Konturlinien abgebildet wurde (Abbildung 66). Die in den Graphen dargestellte Menge an
Prodigiosin (1a) entspricht daher den berechneten Werten und ist nicht zwingend identisch mit den

tatsachlich gemessenen Werten an den Design Punkten.
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Abbildung 66. 2D-Darstellung der Response Surface Graphen als Ergebnis der Optimierung der
Kultivierungsparameter. Die Optimierung wurde mittels Design of Experiments unter Verwendung des
Central Composite Designs mithilfe der Software Design Expert (StatEase, Inc.) durchgefihrt. [Die Rotfdarbung
reprasentiert die Menge an Prodigiosin (1a). Die Werte wurden auf mg pro Liter Kulturvolumen hochgerechnet.
Als numerische Parameter wurde die Glucosemenge zwischen 2.5-20 g/L und die Temperatur zwischen 20-37°C
variiert.]

Diese Ergebnisse bestatigen die Resultate der Untersuchungen von Dr. Andreas Domrése, da auch bei
Kultivierung mit Komplexmedien niedrigere Temperaturen zu héheren Prodigiosin (1a) Mengen
fiihrten.[2°> 2121 |m Falle der Glucosemengen zeigten sich mittlere bis hohe Mengen als férderlich fir

die Prodigiosin (1a) Produktion. Die gréten Unterschiede lieRen sich jedoch beim Vergleich der vier
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Minimalmedien untereinander beobachten. So konnten fiir die Medien Delft, M9 und Wilms-MOPS
insgesamt nur geringe Mengen Prodigiosin (1a) erzielt und berechnet werden, im Gegensatz zum
Medium M63. Die hochsten experimentell bestimmten Werte an Prodigiosin (1a) konnten bei Nutzung
des M63 Minimalmediums mit 15 g/L Glucose und bei 23°C verzeichnet werden und betrugen

157 + 44 mg/Lurur (Tabelle A 8).

Da die Kultivierungsbedingungen, die zu hoher Prodigiosin (1a) Produktion fihren, am Rande des
untersuchten Parameterraums liegen, wurden analog zu den vorherigen Experimenten zusatzlich noch
Kultivierungen bei 18°C in Duplikaten bei allen fiunf verschiedenen Glucosemengen (2.5-20 g/L)
durchgefuhrt. Auf Grundlage der ersten Ergebnisse (Abbildung 66) war zu vermuten, dass bei
Temperaturen unter 20°C noch hohere Mengen an Prodigiosin (1a) erzielt werden kénnten. Nach
Quantifizierung der Prodigiosin (1a) Konzentration wurden die in diesen Untersuchungen erzielten
Daten (Rohdaten: Tabelle A 7) ebenfalls in die Software Design Expert (StatEase, Inc.) Uberfihrt. Die
Daten der zusatzlichen Messpunkte bei 18°C wurden zusammen mit den vorherigen Ergebnissen
verarbeitet, statistisch ausgewertet und als Ergebnis neue Response Surface Graphen erhalten

(Abbildung 67).
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Abbildung 67. 2D-Darstellung der Response Surface Graphen als Ergebnis der Optimierung der
Kultivierungparameter und Erweiterung des Temperaturbereichs auf 18-37°C. Die Optimierung wurde mittels
Design of Experiments unter Verwendung des Central Composite Designs mithilfe der Software Design Expert
(StatEase, Inc.) durchgefiihrt. [Die Rotfarbung reprasentiert die Menge an Prodigiosin (1a). Die Werte wurden
auf mg pro Liter Kulturvolumen hochgerechnet. Als numerische Parameter wurde die Glucosemenge zwischen
2.5-20 g/L und die Temperatur zwischen 18-37°C variiert].

Bei Betrachtung der Graphen und beim Vergleich mit denen in Abbildung 66 sollte beachtet werden,
dass sich der maximale Prodigiosin (1a) Titer und damit die Skala unterscheidet. Anhand der Titer
konnte abgeleitet werden, dass die Verwendung der Minimalmedien M9 und Wilms-MOPS bei keiner

der untersuchten Kultivierungsbedingungen zu hohen Prodigiosin (1a) Mengen fiihrte. Die hochsten
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Mengen an Prodigiosin (1a) wurden weiterhin fir das Minimalmedium M63 sowie flr das Delft
Medium beobachtet und berechnet. Der zuvor schon festgestellte Trend der héheren Prodigiosin (1a)
Produktion bei niedrigeren Temperaturen setzt sich auch bei einer Kultivierungstemperatur von 18°C
fort und duRert sich in einer Steigerung der Prodigiosin (1a) Menge. So wurde bei Nutzung des M63
Mediums mit 15g/L Glucose und Kultivierung bei 18°C die hdchste Prodigiosin (1a) Menge
experimentell ermittelt, die bei 334 + 41 mg/Lcurr lag (Tabelle A 8).

Um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurde bei allen untersuchten Temperaturen die
Kultivierung und anschlieBende Prodigiosin (1a) Quantifizierung auch in TB-Medium durchgefihrt.
Diese Ergebnisse wurden zusammen mit den experimentell gewonnenen Daten der
Design of Experiment Untersuchungen unter Verwendung des M63 Mediums abgebildet, da dieses
Minimalmedium die bisher besten Bedingungen fiir die Prodigiosin (1a) Produktion lieferte

(Abbildung 68).
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Abbildung 68. Prodigiosin (1a) Titer bei verschiedenen Kultivierungsbedingungen. Die Versuche wurden alle in
einem Kulturvolumen von 800 pL im BioLector® (m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) durchgefiihrt.

Die im TB-Medium erreichten Prodigiosin (1a) Mengen wurden von denen in M63 Medium deutlich
Ubertroffen. Die Werte bei Nutzung des TB-Mediums und 20°C lagen bei 33 * 10 mg/Lkuiwr und wichen
damit von denenjenigen ab, die im Zuge der initalen Optimierung von Dr. Andreas Domrése erhalten
wurden und 94 + 1 mg/Lxuwsr betrugen. Dies kdnnte aber auf Unterschiede im Kulturvolumen
(0.8 bzw.50 mL) und unterschiedliche KultivierungsgefaRe (FlowerPlate bzw. 500 mL

Erlenmeyerkolben) zuriickgefiihrt werden.

Doch auch bei direktem Vergleich mit den von Dr.Andreas Domrése ermittelten
Kultivierungsbedingungen, ungeachtet des Kulturvolumens, konnte die Prodigiosin (1a) Produktion
durch eine erste Optimierung via Design of Experiments bereits um einen Faktor von etwa 1.67

gesteigert werden (Tabelle 10).
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Tabelle 10. Vergleich der Prodigiosin (1a) Titer bei verschiedenen Kultivierungsbedingungen. [Die Daten fir
TB-Medium wurden von Dr. Andreas Domrése ermittelt.[20%212]]

Optimierung Medium Kultivierungs- Kultur- Prodigiosin (1a)

temperatur [°C] volumen [mL] [mg/Lkuitur]

Domrése et al.?°>212  TB-Medium 20 50 94+1
1. Optimierung M63, 15 g/L Glucose 23 0.8 157 +44
2. Optimierung M63, 15 g/L Glucose 18 0.8 334 +41

Im Zuge der zweiten Optimierung der Kultivierunsbedingungen und Erweiterung des getesteten
Temperaturbereiches auf 18-37°C konnte der Prodigiosin (1a) Titer bei Verwendung von M63 mit

15 g/L Glucose und Kultivierung bei 18 °C um den Faktor 3.56 erhéht werden.

Die Nutzung der Software Design Expert (StatEase, Inc.) ermoglicht es ebenfalls aus den experimentell
gewonnen und statistisch ausgewerteten Daten Kultivierungsbedingungen zu berechnen, die
bestimmten Vorgaben folgen. So wurde als MaRgabe eine maximale Prodigiosin (1a) Menge festgelegt
und durch die Software die Kultivierungsparameter berechnet, bei denen dies moglich ist. Die
Bedingungen, unter denen dies laut Programm Design Expert (StatEase, Inc.) am ehesten zu erfiillen
ist, waren die folgendenen: M63 Medium, 18°C, 14.6 g/L Glucose. Auch die experimentellen Daten
zeigen, dass bei Nutzung des M63 Mediums mit 15.0 g/L Glucose und Kultivierung bei 18 °C die hochste
Prodigiosin (1a) Menge mit 334 + 41 mg/Lxuiur erzielt (Tabelle A 8) wurde und sind damit im Einklang
mit der Vorhersage. Hier sollte zuséatzlich im Fernbachkolben getestet werden, ob tatsachlich 14.6 g/L
im Medium forderlich fiir hohe Prodigiosin (1a) Titer sind oder 15.0 g/L, wie bereits experimentell im
kleinen MaRstab ermittelt. Diese Ergebnisse sollten dann kiinftig MaRgabe fir die Standardparameter

zur biosynthetischen Prodigiosin (1a) Produktion sein.

Auf Basis der dargestellten Ergebnisse, wurde die Optimierung der Kultivierungsparamter durch eine
Kooperation mit Prof. Dr. Jochen Biichs, Dr. Nina Ihling und Dipl.-Ing. Carl Brehl (AVT.BioVT,
RWTH Aachen) im Rahmen des BioSC FocusLabs CombiCom wiederholt und weitergefiihrt. Dazu
wurden die Fluoreszenseigenschaften von Prodigiosin (1a) genutzt, um online die Produktion von
Prodigiosin (1a) verfolgen zu kdnnen. Diese Versuche wurden von Dipl.-Ing. Carl Brehl ebenfalls im
BioLector® (m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) durchgefiihrt, bestatigten den Trend der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten, und wiesen M63 Medium mit 16 g/L Glucose und
18°C als bisher beste Bedingungen fiir erhohte Prodigiosin (1a) Produktion aus (unveroffentlichte
Ergebnisse). Weiterfilhrende Untersuchungen und Fermentationen u.a. unter Nutzung des RAMOS
Sytems werden von Dipl.-Ing. Carl Brehl durchgefiihrt und bieten hier Ansatzpunkte fir tiefergehende

Optimierungen der Kultivierung, weiterhin mit dem Ziel der gesteigerten Prodigiosin (1a) Produktion.

Sowohl die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse als auch die weiteren Untersuchungen
durch Dipl.-Ing. Carl Brehl (unvero6ffentlichte Ergebnisse) zeigen auf, dass eine stetige Senkung der

Kultivierungstemperatur zu immer hoheren Prodigiosin (1a) Titern fihrt. Eine Limitierung der
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Prodigiosin (1a) Titer durch zu niedrige Temperaturen wurde bisher noch nicht beobachtet und sollte

klinftig experimentell bestimmt werden.

Betrachtung der Ursachen fiir gesteigerte Prodigiosin (1a) Produktion durch Anderung der
Kultivierungsparameter

Die Prodigiosin (1a) Produktion wurde durch Variation der Kultivierungsparameter beeinflusst. Um die
Grinde der erhohten Produktion zu evaluieren, wurde zunachst in einem Wachstumsexperiment
untersucht in welcher Phase des Wachstums Prodigiosin (1a) gebildet wird. Dazu wurde der Stamm
P. putida pig-r2 in TB-Medium kultiviert und in regelmaRigen Abstanden Proben zur Bestimmung der

OD sowie der produzierten Menge Prodigiosin (1a) genommen (Abbildung 69).
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Abbildung 69. Wachstumskurve des Stammes P. putida pig-r2 und Prodigiosin (1a) Produktion. [Kultivierung in
50 mL TB-Medium in 500 mL Erlenmeyerkolben bei 25°C und 130 rpm].

Die Prodigiosin (1a) Bildung setzte mit einem Versatz von ca. 3 h nach Beginn des exponentiellen
Wachstums ein und wurde vornehmlich in dieser Phase gebildet bis hinein in die stationare Phase, die
ca. 18 h nach Inokulation begann. Ab diesem Zeitpunkt stieg die Menge an Prodigiosin (1a) nicht mehr
stark an und verringerte sich in der spaten stationdren Phase/Absterbephase. Die Bildung von
Prodigiosin (1a) ist somit offenkundig an das Wachstum des Stammes gekoppelt und wird nicht, wie

es fiir viele Sekundarmetabolite der Fall ist, im Anschluss an die Wachstumsphase gebildet.!??

Aus dieser Beobachtung lasst sich schlieRen, dass eine Verldangerung der Wachstumsphase und somit
der Zeit, in der Prodigiosin (1a) gebildet wird, hohere Prodigiosin (1a) Titer zur Folge hat. Bei ndherer
Betrachtung der Wachstumskurven, die mittels BioLector® (m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland)
aufgenommen wurden und anhand der ermittelten Prodigiosin (1a) Mengen konnte diese Korrelation
nachgewiesen werden. Dabei wurde zunadchst nur das TB-Medium analysiert, da hier der isolierte
Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Prodigiosin (1a) Produktion betrachtet werden kann
(Abbildung 70A, C). Bei Temperaturen liber 30°C und somit schlechten Wachstumsbedingungen fir
P. putida ist gut erkennbar, dass nur niedrigere Biomassen erreicht werden.®'”! Bei Temperaturen
unter den fur P. putida optimalen 30°C werden héhere Biomassen erreicht, allerding ist das Wachstum

mit Abnahme der Kultivierungstemperatur langsamer. Dahingegen ist die Menge an Prodigiosin (1a)
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bei tieferen Temperaturen hoher (Abbildung 70C), sodass offenbar der C-Quellen Fluss bevorzugt in

Richtung der Produktbildung gelenkt wurde.
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Abbildung 70. Wachstumskurven des Stammes P. putida pig-r2 und Prodigiosin (1a) Produktion.
A: Wachstumskurven  bei  Kultivierung  mit  TB-Medium  bei unterschiedlichen  Temperaturen.
B: Wachstumskurven bei Kultivierung mit verschiedenen Minimalmedien mit 15g/L Glucose bei 18°C
C: Prodigiosin (1a) Produktion bei Wachstum auf TB-Medium und unterschiedlichen Temperaturen.
D: Prodigiosin (1a) Produktion bei Wachstum auf verschiedenen Minimalmedien mit 15 g/L Glucose bei 18°C.
[a. u. = arbitrary units (engl. willkiirliche Einheiten); Die Versuche wurden alle in einem Kulturvolumen von
800 pL im BiolLector® (m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) durchgefiihrt. Bei allen Wachstumskurven
wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur eins von zwei bzw. drei Replikaten dargestellt.].

Im Falle der untersuchten Minimalmedien wurden die Ergebnisse bei 18°C und 15 g/L Glucose
betrachtet. Die Wachstumskurven (Abbildung 70B) zeigen, dass der Stamm P. putida pig-r2 auf M9
Medium kaum anwaéchst, wahrend bei allen anderen Medien starkes Wachstum beobachtet werden
kann. Insbesonders im Vergleich zu den Wachstumskurven auf TB-Medium fallt auf, dass bei Nutzung
von Delft, M63 oder Wilms-MOPS Minimalmedium mit Glucose als C-Quelle eine mehr als doppelt so
hohe Biomasse detektiert werden kann. Auch die Phase exponentiellen Wachstums ist deutlich
verlangert und betragt nahezu 30 h bei Kultivierung in M63, wohingegen mit TB-Medium nur knapp
20 h maximal erreicht wurden. Diese Faktoren zusammengenommen erkldren somit die deutliche
Steigerung der Prodigiosin (1a) Produktion bei Nutzung von Minimalmedien unter den hier
untersuchten Kultivierungsbedingungen (Abbildung 70 D). Der drastische Abfall der Wachstumskurve
bei Verwendung des Minimalmediums Wilms-MOPS (Abbildung 70B) wurde auch bei anderen
Temperaturen und Glucosekonzentrationen beobachtet und deutet auf einen bestimmten Mangel
eines Nahrstoffs hin, welcher ein weiteres Wachstum verhindert. Hier waren weitere Untersuchungen

zum Beispiel mithilfe des RAMOS-Systems (engl. Respiratory Activity Monitoring System) notig, um
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diesen Sachverhalt zu untersuchen und den potentiellen Nahrstoffmangel auszurdumen. Das
RAMOS-System ermoglicht einen genauen Einblick in die respiratorischen Aktivitaten der Zellen und
kann auf diese Weise Aufschluss iiber mégliche Limitationen in bakteriellen Kultivierungen geben. B
Auch Anderungen in der Morphologie der Zellen durch einen spezifischen Nahrstoffmangel im
Wilms-MOPS Medium kdnnten zu einer Veranderung der Streulichtverhéltnisse im BiolLector®
(m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) fiihren und eine Erklarung fur das drastische Absinken der

Biomasse bei den online Messungen sein (Abbildung 70B).

Die Korrelation zwischen Prodigiosin (1a) Produktion und Wachstum des Stammes P. putida pig-r2
[dsst sich auch durch die Merkmale des Stammes selbst erklaren. So wurde dieser Stamm von
Dr. Andreas Domrése mithilfe des TREX Systems erzeugt und das fiir die Prodigiosin (1a) Bildung nétige
pig Cluster integrierte dabei in die 16SrRNA von rrnC, einem der sieben rRNA Operons, die
P. putida KT2440 aufweist.?%> 2122171 Es wird allgemein angenommen, dass die Expression bakterieller
rrn Operons mit dem Wachstum korreliert, um die fiir die Zelle n6tigen Mengen an Ribosomen bereit
stellen zu kénnen und so den héheren Bedarf an Proteinen zu decken.?> 317! Dabei kénnen auch
duRere Faktoren wie Nahrstoffmangel oder Stress die Expression beeinflussen.?*> 3173191 pg das
pig Cluster wie zuvor beschrieben in einem rRNA Operon lokalisiert ist, kann die hohere
Prodigiosin (1a) Produktion durch Verlangerung der Wachstumsphase und das verstarkte Ablesen des

rrNA Operons wahrend des Wachstums erklart werden.

6.3.2 Fermentation des Stammes P. putida pig-r2

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse entstammen einer Kooperation mit Dipl.-Ing. Carl Brehl
(AVT.BioVT, RWTH Aachen), bei welcher gemeinsam eine Fermentation des
Prodigiosin (1a) Produzenten P. putida pig-r2 in den Laboratorien der AVT.BioVT der RWTH Aachen
durchgefihrt wurde. Dazu wurde ein Kulturvolumen von 1.5 L M63 Medium mit 16.0 g/L Glucose
verwendet und die Kultivierungstemperatur auf 18°C eingestellt (Kapitel 8.6.9). Nach Ende der
Fermentation wurden 1.2 L der Fermentationsbriihe pelletiert und Prodigiosin (1a) extrahiert und via
Saulenchromatographie gereinigt (Kapitel 8.6.6.2). Letztlich konnten so 174 mg Prodigiosin (1a) aus

den 1.2 L Kulturbrihe isoliert werden, was einer Ausbeute von 145 mg/Lyuiur €ntspricht.

Neben der Kultivierung des Prodigiosin (1a) Produzenten P. putida pig-r2 im Fermenter wurde dieser
Stamm unter identischen Bedingungen (M63 Medium, 16.0 g/L Glucose, 18°C) in Fernbachkolben
kultiviert. Dabei wurde zum einen eine 1000 mL Kultur mit PU-W(rfeln als in situ Produktentfernung
kultiviert, zum anderen eine Kultur mit gleichem Volumen, jedoch ohne PU-Wiirfel. Im Falle der Kultur
mit PU-Schwammen wurde nach Kultivierung tGber Nacht die erste Charge PU-Wirfel geerntet, da
bereits kein Prodigiosin (1a) mehr aus dem Medium in die Schwammchen aufgenommen wurde und
erneut 5 g zugegeben. Im Anschluss wurde die Kultur Gber eine weitere Nacht kultiviert. Aus dem
Ansatz ohne PU-Wiirfel konnten so 18 mg/L reines Prodigiosin (1a) isoliert werden, wahrend es unter
Nutzung der in situ Produktentfernung 29 mg/L waren (Tabelle 11). Dieser letzte Wert liegt unter dem,

der unter vergleichbaren Bedingungen in vorherigen Arbeiten unter Nutzung von TB-Medium erzielt
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wurde und entspricht nicht den Mengen an Prodigiosin (1a), die in den Optimierungsversuchen im
kleinen MaRstab erreicht wurden.*”! Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde jedoch beobachtet,
dass die leicht variierende GroRe der PU-Wiirfel, die bedingt ist durch das manuelle Zuschneiden des
Schaumstoffs, und auch die unterschiedlichen Chargen des Schaumstoffs einen Einfluss auf die
Kultivierung im Fernbachkolben und die Produkttiter haben, so dass eine Reproduzierbarkeit nicht
immer gegeben war. Die Anderung des Mediums hin zu Minimalmedien konnte jedoch die Produkttiter
wie zuvor gezeigt im kleinen Malistab eindeutig verbessern. Um diese Verbesserung auch im
Fernbachkolben reproduzierbar zu erzielen ist eine systematische Untersuchung der insitu
Produktentfernung noétig. Sowohl die Art des Schaumstoffmaterials als auch die Geometrie und die
Abmessungen des Schaumstoffs sind Parameter, die im Kontext einer strukturierten Analyse evaluiert

werden sollten.

Ein direkter Vergleich der Fermentationen im Fernbachkolben mit der Kultivierung im Fermenter kann
und sollte aufgrund der unterschiedlichen Systeme nicht stattfinden, dennoch geben die
Kultivierungen im Fernbachkolben Aufschluss dariber, wie viel Prodigiosin(1a) mit dem im
Arbeitskreis vorhandenen Equipment produziert werden kann. Erwahnt werden sollte dennoch, dass
die hoheren Prodigiosin (1a) Mengen, die im Fermenter erzielt wurden, sicherlich durch einen hoheren

Leistungs- und Sauerstoffeintrag im Fermenter bedingt sind.

Tabelle 11. Ubersicht (ber die Kultivierungsarten und die Mengen an Rohprodukt und isoliertem
Prodigiosin (1a).

Kultivierungsart Fernbachkolben Fernbachkolben mit Fermenter
(Kulturvolumen) (MaBstab 1L) in situ (MaRBstab 1.5 L)
Produktentfernung
(MaBstab 11L)
Rohextrakt [mg/Lxuitur] 88 91 811
isoliertes Prodigiosin (1a) [mg/Lkuitur] 18 29 145
Reinheit Rohextrakt [%] 20 32 15

Anhand von Tabelle 11 wird auch der in vorangegangenen Arbeiten beobachtete Effekt der in situ
Produktentfernung sichtbar, der zu einer erhdhten Reinheit des Rohprodukts fiihrt.[*”- 2! Die Reinheit
des Rohextrakts bei Anwendung der PU-Wirfel war vergleichbar zu den Daten von
Dr. Andreas S. Klein, der die in situ Produktentfernung in TB-Medium evaluierte und eine Reinheit des
Rohextraktes von 37 £ 1% nachweisen konnte. Dahingegen lag die Reinheit des Rohextraktes bei
Kultivierung in TB-Medium ohne PU-Wiirfel bei lediglich 9 £ 2% statt 20% in Minimalmedium. Hier
konnte die Verwendung des Minimalmediums mit definierten Bestandteilen einen positiven Einfluss
auf die Reinheit des Rohextraktes haben im Vergleich zum TB-Medium mit undefinierten

Medienkomponenten.
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6.3.3

Synopsis des Kapitels

Der Prodigiosin (1a) Produzent P. putida pig-r2 konnte unter Beibehaltung der Prodigiosin (1a)
Produktion auf verschiedenen Minimalmedien angezogen werden.

Mittels Design of Experiment wurden die Kultivierungparameter Temperatur, Art des
Minimalmediums und Glucosekonzentration systematisch im Hinblick auf eine moglichst hohe
Prodigiosin (1a) Produktion untersucht.

Es konnten Kultivierungsbedingungen fir eine Erhéhung der Prodigiosin (1a) Titer im Vergleich
zur Kultivierung in TB-Medium identifiziert werden. Dabei zeigten moglichst niedrige
Kultivierunstemperaturen und das Minimalmedium M63 einen starken, positiven Einfluss.

Ein Zusammenhang zwischen Verlangerung der Wachstumsphase des Stamms P. putida pig-r2
und hohen Prodigiosin (1a) Titern konnte identifiziert werden.

Die Fermentation von P. putida pig-r2 im 1.5L MaRstab unter Nutzung optimierter

Kultivierungsbedingungen erbrachte 145 mg/Lyiur reines Prodigiosin (1a).
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6.4 Bioaktivitdt von Prodigininen

Prodiginine weisen eine groRe Vielzahl biologischer Aktivitdten auf, die von antibakteriellen und
antimikrobiellen Effekten hin zu zytotoxischer Wirkung reichen. Als Grundlage fiir die hohe Bioaktivitat
sind sicher die Fahigkeiten der Prodiginine zu nennen Einzel- und Doppelstrangbriiche in der DNA zu
verursachen sowie die Beeinflussung des Protonengradienten und der Autophagieprozesse in Zellen

(Kapitel 5.2.3).

Da unterschiedliche biologische Wirkungen auf verschiedene Molekilstrukturen zuriickgefihrt
werden konnen, ist die Testung der produzierten Prodigiosin (1a) Derivate von hohem Interesse. In
diesem Kapitel wird die antibiotische Aktivitat verschiedener Prodiginine beleuchtet, ebenso wie der
Einfluss auf die Autophagie in einer humanen Brustkrebszelllinie und zudem die Wirkung von

Prodigininen auf Pflanzen und Pflanzenpathogene.

6.4.1 Antibiotische Aktivitdt von Prodigininen

In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fiir die antibiotische Wirkung von Prodigininen auf
Gram-positive und Gram-negative Bakterien, aber auch Hefen und andere Pilze.[*> 36 680 pje
antimikrobielle Wirkung von Prodigininen ist zum einen im Kontext der Wahl eines
Produktionsorganismus wichtig, um einen Stamm fiir die Prodigininproduktion zu finden, der nicht
durch den Naturstoff Prodigiosin (1a) oder dessen Derivate im Wachstum behindert wird, zum
anderen konnten Prodiginine als potentielles Antibiotikum dienen, sofern sie einen Effekt auf

(fakultativ) humanpathogene Organismen haben.

6.4.1.1 Antibiotische Wirkung gegeniiber biotechnologisch relevante Organismen

Fir die Anwendung des Mutasynthesekonzepts und die erfolgreiche Etablierung der
mutasynthetischen Produktion von Prodigininen (Kapitel 5.6) war es unerlasslich einen Mutasynthese
Wirt zu finden, dessen Wachstum von Prodigininen nicht negativ beeinflusst wird. Daher wurde im
Rahmen der Doktorarbeit von Dr.AndreasS. Klein bereits die antibakterielle Wirkung von
Prodigiosin (1a) und einigen ausgewahlten Derivaten auf biotechnologisch wichtige Organismen
getestet, die potentiell als Mutasynthese Wirte dienen kdnnen.” So wurden die Gram-negativen
Stamme E. coli BL21(DE3) und P. putida KT2440, als auch die beiden Gram-positiven Bakterien
B. subtilis 168 und C. glutamicum untersucht. In den initialen antibakteriellen Testungen wurden
n-alkylierte Prodiginine 1a, 1c, 1f, 1j und 58b analysiert, wohingegen in spateren Analysen im Rahmen
der Masterarbeit von M. Sc. David P. Klebl zusatzlich zyklische Prodiginine 110a—110d betrachtet
wurden. 1?47 2481 Alle getesteten Verbindungen zeigten einen starken Einfluss auf das Wachstum der
Gram-positiven Bakterien, wobei das Wachstum von C. glutamicum nahezu vollstandig inhibiert
wurde. Im Gegensatz dazu tolerierten E. coli BL21(DE3) und P. putida KT2440, zwei Gram-negative
Organismen, 10-fach hohere Konzentrationen der Prodiginine (Abbildung71, Tabelle A9).
Hervorzuheben ist, dass flir P. putida KT2440 keine signifikante Wachstumsinhibierung in einem
Konzentrationsbereich von < 60 um beobachtet werden konnte, was die Eignung von P. putida KT2440

als Mutasynthese Wirt aufzeigt.
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¢ C. glutamicum = P. putida KT2440
©  B. subtilis 168 = E. coliBL21(DE3)
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Abbildung 71. Untersuchungen zur antimikrobiellen Aktivitdt von Prodigiosin (1a). Untersucht wurden
C. glutamicum, B. subtilis, P. putida KT2440 und E. coli BL21(DE3). Die Daten fiir diese Abbildung wurden von
Dr. Andreas S. Klein im Rahmen seiner Dissertation erhoben und die Abbildung in Anlehnung an diese Arbeit

erstellt.!”]

Aufbauend auf den Ergebnissen zur Toxizitdt verschiedener Prodiginine gegenliber Gram-positiven
und Gram-negativen Bakterien — also Prokaryonten — ergab sich die Fragestellung in welcher Weise
Prodiginine auf eukaryotische Organismen wirken wiirden. Daher wurden Toxizitdtsassays sowohl mit
den n-alkylierten Prodigininen 1a, 1f und 58b als auch mit den zyklischen Prodigininen 110a—110d
durchgefiuhrt und deren Wirkung auf das Wachstum der Hefen Saccharomyces cerevisiae und

Pichia pastoris (Komagataella phaffii)* untersucht.

Dabei zeigte sich, dass beide Hefen durch die getesteten Prodiginine zwar in ihrem Wachstum inhibiert
werden jedoch nicht so ausgepragt wie die Gram-positiven Bakterien C. glutamicum und B. subtilis 168
(Abbildung 72, Abbildung A 7-Abbildung A 13). Dennoch war die Wachstumsinhibierung starker als bei
den Gram-negativen Organismen E. coli BL21(DE3) und P. putida KT2440.

¢ C. glutamicum ¢ B. subtilis 168 v S. cerevisiae v P. pastoris o E. coliBL21(DE3) = P. putida KT2440
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Abbildung 72. Untersuchungen zur antimikrobiellen Aktivitdt von Prodigininen. Untersucht wurden jeweils
C. glutamicum, B. subtilis, S. cerevisiae, P. pastoris, P. putida KT2440 und E. coli BL21(DE3). A: Toxizitatstest mit
Prodigiosin (1a), B: Toxizitatstest mit Prodiginin 1f. Ergebnisse zu C. glutamicum, B. subtilis, P. putida KT2440 und
E. coli BL21(DE3) sind der Dissertation von Dr. Andreas S. Klein entnommen.[*”!

2 Der korrekte Name der biotechnologisch relevanten Hefe lautet K. phaffii, jedoch ist der Name P. pastoris
weiterhin gebrauchlich. In dieser Arbeit wird der Name P. pastoris verwendet.
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In den vorangegangenen Untersuchungen durch Dr. Andreas S. Klein und M. Sc. David P. Klebl wurde
bereits deutlich, dass Prodiginine mit kiirzeren Alkylketten eine starkere antibakterielle Wirksamkeit
aufweisen. Hervorzuheben ist hier Prodiginin 1c, welches einen Methyl- und einen
Propylsubstituenten am C-Ring tragt, und den starksten antibakteriellen Effekt zeigte. Die schwachere
Wirkung von Prodigininen mit langeren Alkylketten war bereits von Marchal et al. beschrieben und ein
Zusammenhang zwischen erhohter Lipophilie von Prodigininderivaten und geringeren antibakteriellen
Eigenschaften erkannt worden. Auch die beobachtete allgemein starkere Wirkung von Prodigininen

auf Gram-positive Bakterien ist (ibereinstimmend mit zuvor publizierten Ergebnissen.!3 7% 721

Auch fir die getesteten Hefen kann der Trend der schwacheren antimikrobiellen Wirkung bei
Prodigininen mit langeren n-Alkylketten anhand der ICso-Werte nachvollzogen werden (Tabelle 12,
Abbildung 72). Die Toxizitat der zyklischen Prodiginine war mit Ausnahme des Prodiginins 110b von
vergleichbarer Starke. Prodiginin 110b wies eine hohere Wirksamkeit auf und flhrte zu einer
Wachstumsinhibierung der Hefen in vergleichbarer Art zu Prodigiosin und &hnlichen ICso-Werten

(Tabelle 12).
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Tabelle 12. Ergebnisse der Wirkung verschiedener Prodiginine (1a, 1f, 58b, 110a—-110d) in Toxizitdtsassays mit

den Organismen S. cerevisae und P. pastoris. Aufgelistet sind die Werte fiir MIC und 1Cso.

Prodiginin S. cerevisiae P. pastoris
MIC/1Cs MIC/I1Cs
[um] [um]
1a 1.62+0.17/ 7.84+2.03/
/\ 0.50 £ 0.02 2.57+0.37
N
H
1f 9.62+0.49/ 15.67+4.45/
]\ 3.55+0.28 8.70+1.16
N
H
]\ 58b 4.24+1.00/ 11.92 +£3.13/
H 1.05+0.10 3.46 £ 0.45
S{(/_\Q 110c 4.82+0.41/ 8.04+0.70/
N 1.69+0.21 4.88+0.20
H
I\ 110b 1.86+0.29/ 7.27+1.78/
N 0.44 £ 0.03 1.73+£0.70
H
+ +
/R 110a 5.14+0.67 / 11.70+2.40/
N 1.65+0.10 2.50+0.30
H
+ +
110d 4.23+0.62/ 6.07 £1.51/
]\ 1.38 £ 0.09 1.65+0.18
N
H

Fir die Hefe P. pastoris konnte im Vergleich zu S. cerevisiae eine héhere Toleranz gegeniber allen
getesteten Prodigininen beobachtet werden, was sich auch in den hoheren ICso-Werten fiir P. pastoris
widerspiegelt. Beim Vergleich von Gram-positiven, Gram-negativen Bakterien sowie Hefen zeigten die
untersuchten Hefen eine durch die Prodigininderivate verursachte Wachstumsinhibierung von
mittlerer Starke (Abbildung 72). Diese Ergebnisse unterstreichen erneut die vorteilhafte Wahl von

P. putida KT2440 als Produktionsorganismus und Mutasynthese Wirt.

Bei Betrachtung der Dosis-Wirkungs-Kurven der Hefen im Vergleich zu den bakteriellen Stammen
(Abbildung 72) war der langsamere Abfall der Kurven auffallig, der sich von dem steileren Abfall bei

bakteriellen Organismen unterscheidet. Fiir Hefen wie S. cerevisiae ist bekannt, dass diese zahlreiche
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ABC-Transporter (engl. ATP-binding cassette) besitzen von denen viele Xenobiotika aus dem
Organismus ausschleusen kénnen, so fiir eine zelluldare Entgiftung sorgen und eine pleiotrope Resistenz
verleihen. Diese Transporter werden auch als ABC-drug efflux pumps bezeichnet.32°-322 Djes kénnte,
neben der unterschiedlichen Beschaffenheit der Zellwande von Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien sowie Saccharomycetaceae, die ebenso Einfluss auf die aktive oder auch passive Aufnahme
der Prodiginine hat, auch eine Erklarung fir die beobachteten Unterschiede der

Dosis-Wirkungs-Kurven sein.

Die beobachtete und hier beschriebene Wachstumsinhibierung von Hefen durch Prodiginine
kontrastiert die in der Literatur berichteten Daten zum Teil. So wird von Gerber et al. beschrieben, dass
Prodigiosin (1a) nur partielle Inhibition des Wachstums von S. cerevisiae zeigt, wahrend andere
Prodigininderivate keinerlei Inhibition verursachen.!*® Dennoch ist die antimykotische Aktivitit von
Prodigininen bekannt wie z.B. gegen C. albicans.B3% 7% 7%:80.:323 Eine Quelle, welche die antimykotische
Wirkung von Prodigininen gegeniber P. pastoris beschreibt, ist bis dato nicht bekannt, sodass kein

Vergleich mit Literaturdaten erfolgen kann.

6.4.1.2 Antibiotische Aktivitdt gegeniiber fakulativ humanpathogenen Erregern

Die Testungen von verschiedenen Prodigininen an fakultativ humanpathogenen Erregern, die in
diesem Unterkapitel vorgestellt werden, wurden im Rahmen der Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. Karl-Erich Jaeger, Dr. Thomas Drepper, Dr. Anita Loeschcke und
M. Sc. Jennifer Hage-Hiilsmann (Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie, Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf) von M. Sc. Jennifer Hage-Hiilsmann durchgefiihrt. Die Prodiginine wurden im Rahmen
dieser Arbeit (1a, 1b, 1i, 58f, 58g), in Zusammenarbeit mit Dr. Andreas S. Klein (58b), von
Dr. Andreas S. Klein (1j) oder im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. David P. Klebl (110c)

hergestellt.[t7: 28]

Wie im vorangegangenen Unterkapitel bereits beschrieben, zeigen Prodiginine antibakterielle Wirkung
gegen Gram-negative und Gram-positive Bakterien sowie antimykotische Aktivitat gegenliber Hefen.
Bei allen getesteten Organismen [C. glutamicum, B. subtilis, S. cerevisiae, P. pastoris, P. putida KT2440
und E. coli BL21(DE3)] handelte es sich jedoch um biotechnologisch relevante und gut untersuchte
Mikroorganismen, die alle der Risikogruppe 1 zugeordnet werden kénnen und teilweise sogar
GRAS-Status haben. Von groRerer klinischer Bedeutung ist jedoch die Wirkung von Naturstoffen wie
Prodigininen auf fakultativ humanpathogene oder obligat humanpathogene Bakterien. Daher wurden
durch M. Sc. Jennifer Hage-Hiilsmann diverse Prodigininderivate im Hinblick auf ihre antibakterielle
Wirkung gegentiber fakultativ humanpathogene Bakterien getestet. Bei den untersuchten
Mikroorganismen handelt es sich zum einen um die Gram-positiven Bakterien S. aureus,
Staphylococcus epidermis und Enterococcus faecium und zum anderen um die Gram-negativen
Bakterien Pseudomonas aeruginosa und S. marcescens. AuBerdem wurde das Gram-positive
Bakterium C. glutamicum erneut getestet, da es sich bei diesem Organismus um einen

Modellorganismus fir humanpathogene Vertreter der Corynebakterien wie
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Mycobacterium tuberculosis, Corynebacterium diptheriae und Mycobacterium leprae handelt — den

Erregern der Tuberkulose, der Diphtherie bzw. der Lepra.??*3%%! Die Ergebnisse der Testungen sind in

Tabelle 13 zusammenfassend aufgefihrt.

Tabelle 13. Ergebnisse der Wirkung der Prodiginine 1a, 1b, 1i, 1j, 58b, 58f, 58g und 110c in Toxizitatsassays mit
den Organismen C. glutamicum, S. aureus, S. epidermis, E. faecium, P. aeruginosa und S. marcescens. Die hier
gezeigten Daten wurden von M. Sc. Jennifer Hage-Hiilsmann im Rahmen ihrer Dissertation erhoben. Im
untersuchten Konzentrationsbereich konnte fiir keines der getesten Prodiginine eine Inhibierung des Wachstums
von P. aeruginosa und S. marcescens festgestellt werden.

Prodiginin C. glutamicum S. aureus S. epidermis E. faecium
MIC MIC MiIC MIC
[km] [km] [km] [km]
S;(/_\Q 1b 12.8 256 25.6 25.6
N
H
!{</_\£ 1i 12.8 25.6 25.6 25.6
N
H
Y(/_\Q/\/ 1a 12.8 12.8 12.8 12.8
N
H
keine Inhibition  keine Inhibition  keine Inhibition keine Inhibition
/\ 58f des des des des
H Wachstums?! Wachstumsl?! Wachstumsl?! Wachstums?!
i\ 58g 12.8 12.8 12.8 12.8
N
H
/N\ 58b 12.8 12.8 12.8 12.8
H
Y/
7\ 1j 12.8 12.8 25.6 25.6
N
H
%(F\Q 110c 12.8 12.8 25.6 25.6
N
H

LIDje  Wachstumsinhibierung war im getesteten Konzentrationsbereich nicht ausreichend, um eine

MIC-Bestimmung zu ermoglichen.
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Ubereinstimmend mit den Toxizititsassays aus Kapitel 6.4.1.1 und der Literatur zeigten die Prodiginine
eine insgesamt deutlich stiarkere Wirkung gegeniiber Gram-positiven Organismen.® 7% 721 Sowohl fiir
C. glutamicum als auch S. aureus, S. epidermis und E. faecium konnte eine Inhibierung des Wachstums
beobachtet werden. Die MIC-Werte variierten je nach Prodigininderivat zwischen 12.8 und 25.6 um.
Lediglich fur das Prodiginin 58f konnte im untersuchten Konzentrationsbereich keine vollstdandige
Wachstumsinhibierung beobachtet werden. Zu beachten ist jedoch bei allen Angaben, dass die
Bestimmung der MIC-Werte im Vergleich zu den Daten in Kapitel 6.4.1.1 nicht als mathematische
Auswertung durch Bestimmung des Schnittpunktes der Tangenten am Wendepunkt der
Dosis-Wirkungskurve mit der horizontalen Asymptote erfolgte. Die hier dargestellten MIC-Werte
wurden wie haufig Gblich als diejenige Konzentration angegeben, bei der kein sichtbares Wachstum

mehr vorhanden war.13?7-32% Daher wird kein direkter quantitativer Vergleich der Daten vorgenommen.

Die untersuchten fakultativ humanpathogenen, Gram-negativen Bakterien P. aeruginosa und
S. marcescens wurden durch keines der Prodiginine in ihrem Wachstum inhibiert. Da es sich bei
S. marcescens um ein Prodigiosin (1a) produzierendes Bakterium handelt, ist die fehlende
Wachstumsinhibierung durch Prodigiosin (1a) oder Prodigininderivate sicher in dieser Tatsache
begriindet. Ubereinstimmend mit der Literatur ist neben der ausgepriagten Wirkung von
Prodigiosin (1a) auf S. aureus sowie E. faecium auch die mangelnde Aktivitdt gegeniber

P. aeruginosa.l3% 7% 72751

6.4.2 Beeinflussung der Autophagie in MCF7 Brustkrebszellen

Die in diesem Unterkapitel prasentierten physiologischen Testungen verschiedener Prodiginine
gegentber humanen Zelllinien wurden von Dr. Sonja Sievers und Dr. Luca Laraia am Max-Planck-
Institut fiir Molekulare Physiologie in Dortmund in der Abteilung fir Chemische Biologie und am
Compound Management and Screening Center (COMAS) durchgefiihrt. Detaillierte Angaben zu den
Methoden kénnen der Veréffentlichung von Klein et al. entnommen werden.**”! Die Herstellung der
Prodiginine fir diese Untersuchungen erfolgten zum einen in Zusammenarbeit mit Dr. Andreas S. Klein
(Prodiginine 1a, 1c, 1f, 58b) und zum anderen im Rahmen dieser Arbeit (Prodiginine 1b, 1i, 58g). Die
Prodiginine1j und 114 wurden von Dr.AndreasS. Klein  synthetisiert, wahrend die
Prodiginine 110a—110d von M. Sc. David P. Klebl im Rahmen seiner Masterarbeit hergestellt

wurden. 7, 248l

Uber die antimikrobiellen Eigenschaften der Prodiginine hinaus besitzen Prodigiosin (1a) und das
synthetische  Derivat  Obatoclax (23) Autophagie = modulierende  Eigenschaften, wobei
Obatoclax-Mesylat (23, GX15-070) bereits in verschiedenen klinischen Studien (Phase 1) untersucht
wurde.***11%1 Um den Einfluss von Prodigininen auf die Autophagie mit besonderem Augenmerk auf
den Einfluss der Alkylketten genauer zu untersuchen, wurden Prodigiosin (1a) und die Derivate 1c, 1f,
1j und 58b physiologischen Tests unterzogen. Als Modell diente die humane Brustkrebszelllinie MCF7,
die von der Michigan Cancer Foundation (MCF) in den 1970er Jahren als stabile Zelllinie etabliert

wurde und seitdem als Modellsystem fiir Brustkrebs verwendet wird.!*3% Im Detail wurde die Fahigkeit
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der Prodiginine untersucht eGFP (engl. enhanced green fluorescent protein)-LC3 puncta zu
modulieren, welche als autophagosomale Marker dienen. Autophagosomen, zweilagige
Membranvesikel, sind wichtige zelluldre Strukturen der Autophagie, die im letzten Schritt mit
Lysosomen verschmelzen und so den Abbau des Inhalts der Autophagosomen und das Recycling von
Nahrstoffen ermdglichen. LC3-1 ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein (1A/1B-light chain 3) und ist im
Cytoplasma vorhanden (Kapitel 5.2.3, Abbildung 4). Wird an dieses Protein Phosphatidylethanolamin
konjugiert, bildet sich die lipidierte Form LC3-Il aus und wird in die wachsende Membran eingebaut,
die bei der Ausbildung der Autophagosomen entsteht. Nach Fusion der Autophagosomen mit den
sauren Lysosomen werden sie, ebenso wie die anderen vom Autophagosom umschlossenen Molekile,
abgebaut. Die Abbauprodukte aller autophagosomalen Bestandteile werden schlielich wieder

freigesetzt [17,108-110, 331-333]

In den physiologischen Test wurde die stabil transfizierte Zelllinie eGFP-LC3-MCF7 genutzt, bei welcher
die LC3-Proteine mit eGFP fusioniert sind. So kann der Prozess der Autophagie mithilfe eines
Fluoreszensmikroskops verfolgt und sichtbar gemacht werden. Nach dreistiindiger Inkubation der
Zellen mit den Prodigininen 1a, 1c, 1f, 1j und 58b konnte eine Akkumulation der eGFP-LC3 puncta
beobachtet werden [Abbildung 73B, am Beispiel Prodigiosin (1a)], was auf eine Akkumulation der
Autophagosomen schlieRen lasst. Im Gegensatz dazu wurde im Kontrollexperiment, bei dem lediglich
mit DMSO inkubiert wurde, wie erwartet nur eine diffuse eGFP-LC3 Farbung sichtbar (Abbildung 73 A),

die von gleichmaRig im Cytosol verteilten eGFP-LC3-Proteinen resultierte.

A B

Abbildung 73. Einfluss von Prodgininen auf die Autophagie in eGFP-LC3-MCF7 Zellen am Beispiel von
Prodigiosin (1a). A: Diffuse eGFP-LC3 Farbung nach Inkubation mit DMSO als Kontrolle. B: Akkumulation von
Autophagosomen in eGFP-LC3-MCF7 Zellen nach 3 h Inkubation mit Prodigiosin (1a). [Abbildung nach [17- 17
griin = Fluoreszens  von eGFP-LC3 puncta, blau = Nuklei mit Hoechst Farbstoff  angefarbt,
MaRstabsbalken = 150 pum]

In einer von Zhao et al. im Jahr 2020 veréffentlichten Publikation wurde Gibereinstimmend mit den hier
prasentierten Ergebnissen gezeigt, dass Prodigiosin die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen
in humanen Darmkrebszellinien (kolorektales Karzinom) unterbindet. Ebenso wurde die Aktivitat
verschiedener Hydrolasen im Lysosom abgeschwacht. Allerdings konnte kein Einfluss auf den

lysosomalen pH-Wert beobachtet werden.*3%
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Das Prodiginin 1c verursachte unter den getesteten Prodigininen die starkste Akkumulation von
Autophagosomen und wies einen ECso-Wert von 150 nmMm auf. Damit war es zweifach potenter als
Prodigiosin (1a) oder das synthetische Prodiginin Obatoclax (23) (Abbildung 74). Eine Verlangerung der
Alkylketten im Falle der Prodiginine 1f und 58b erbrachte eine Reduktion der Aktivitat mit sich und
auch das Prodigininderivat 1j mit einer terminalen Doppelbindung konnte keine gesteigerte

Wirksamkeit aufweisen.
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Abbildung 74. Einfluss von Prodigininen auf die Akkumulation von Autophagosomen in MCF7 Brustkrebszellen.
A: ECso-Werte fiir die Akkumulation von Autophagosomen in MCF7 Brustkrebszellen nach 3 h Inkubation mit dem
Prodiginin Obatoclax (23)-Mesylat sowie mit den Prodigininen 1a, 1c, 1f, 1j und 58b. B: Strukturformel des
Prodiginins Obatoclax (23)-Mesylat. C: Strukturformeln der gestesten Prodiginine 1a, 1c, 1f, 1j und 58b.

Das potenteste der getesteten Prodiginine, Prodiginin 1c, wurde naher untersucht und eine Analyse
der Proteinexpression via Western Blot durchgefiihrt (Abbildung 75). Die Untersuchung fand sowohl
mit normalgenahrten Zellen statt, als auch mit hungernden Zellen. Die eGFP-LC3-MCF7 Zellen wurden
vor der Western Blot Analyse fiir 3 h mit Prodiginin 1c oder Chloroquin (25, Abbildung 75 B) inkubiert.
Bei Chloroquin handelt es sich um einen bekannten Inhibitor der Fusion von Autophagosomen und
Lysosomen.33 Im Western Blot wurden LC3B-Il und p62 detektiert sowie Aktin als
Expressionskontrolle. LC3-Il ist die lipidierte Form der LC3 Proteine, wahrend p62 ein Autophagie
Rezeptor ist, der fur den Abbau markierte, ubiquitinierte Proteine binden und genauso mit
LC3 Proteinen interagieren kann, um so die abzubauenden Proteine zu den Autophagosomen zu

dirigieren. 3333363371
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Abbildung 75. Analyse der Proteinexpression via WesternBlot von gendhrten und hungernden
eGFP-LC3-MCF7 Zellen nach Beeinflussung der Autophagieprozesse. Die eGFP-LC3-MCF7 Zellen wurden vor der
Western Blot Analyse (A) fiir 3 h mit Prodiginin 1c oder Chloroquin (25, B), einem bekannten Fusionsinhibitor
von Autophagosomen und Lysosomen, inkubiert. Detektiert wurden LC3B-ll und p62 sowie Aktin
(Expressionskontrolle). [Abbildung nach 771 MEM = minimum essential medium (Vollmedium), EBSS = Earle’s
balanced salt solution (Hungermedium)]

Wie fiir einen Inhibitor der Fusion von Autophagosomen und Lysosomen erwartet, fihrte Prodiginin 1c
sowohl in normalgendhrten Zellen als auch in hungernden Zellen zu einer Akkumulation der lipidierten
LC3 Proteine (LC3-1l) im Vergleich zur Expressionskontrolle Aktin. Dies erfolgte in viel starkerem MaRe
als nach Inkubation mit Chloroquin (25). Auch die Hemmung des autophagischen Flusses wurde
bestatigt, da Prodiginin 1c den autophagischen Abbau von p62 nach Induktion der Autophagie durch

Nahrstoffmangel inhibiert.

Darliber hinaus konnte eine durch Prodiginin 1c verursachte dosisabhdngige Wachstumshemmung
beobachtet werden, die letztlich zur Induktion von Apoptose fiihrte (Abbildung 76). Sowohl die
Wachstumshemmung als auch die Apoptose wurden durch Live-Cell-Imaging von MCF7 Zellen
untersucht. Die Wachstumshemmung konnte durch Bestimmung der Konfluenz ermittelt werden,
welche die prozentuale Bedeckung der KulturgefaBoberflache durch adharente Zellen beschreibt. Die
Apoptose wurde durch Inkubation der MCF7 Zellen mit einer Caspase 3/7 selektiven Reagenz
untersucht. Da es sich bei Caspasen um Proteasen handelt, die wahrend der Apoptose aktiv sind,
konnten bei den Live-Cell-lmaging Untersuchungen von MCF7 die Caspase 3/7 positiven, also

apoptotischen, Zellen pro mm? erfasst werden.
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Abbildung 76. Auswirkung von Prodiginin 1c und Obatoclax (23) auf die Konfluenz von MCF7 Zellen (A) sowie
deren Einfluss auf die Apoptose (B). [Abbildung nach 117 1971]

Zwar hemmte Prodiginin 1c die Autophagie starker als Obatoclax (23), allerdings war die
Apoptose-Induktion bei identischer Konzentration von 0.11um weniger stark ausgepragt
(Abbildung 76 B). Ursache hierfiir konnte sein, dass das synthetische Prodiginin Obatoclax (23) fiir die
Inhibition von Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma 2), einem anti-apoptotischen Protein, optimiert wurde.
Durch die Obatoclax (23)-induzierte Inhibition der anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine wird die
pro-apoptotoische Wirkung geférdert.[!?> 338 3391 §o kann die beobachtete apoptotische Aktivitat

verschiedene Ursachen haben und daher auch starker sein als bei Prodiginin 1c.

Aufbauend auf den bis hierhin dargestellten initialen Ergebnissen sollte in erneuten physiologischen
Tests zum einen die Wirkung der zyklischen Prodiginine 110a—110d getestet werden, zum anderen galt
es den Einfluss der Alkylkettenlange am C-Ring der Prodiginine weiter zu untersuchen. Daher wurden
fir die physiologischen Tests die Prodiginine 1b, 1i, 58g und 114 synthetisiert, bei denen die
Alkylketten an 2- und 3-Position des C-Rings im Vergleich zum bisher potentesten Autophagieinhibitor
Prodiginin 1c verlangert oder verkirzt wurden. Neben den vorgenannten Prodigininen 1b, 1i, 58g und
114 und den zyklischen Prodigininen 110a—110d wurde auch erneut Prodigiosin (1a) im Vergleich zum
synthetischen Derivat Obatoclax (23) in physiologischen Tests im Hinblick auf die Inhibierung der

Autophagie untersucht (Abbildung 77).
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Abbildung 77. ECso-Werte fiir die Akkumulation von Autophagosomen in MCF7 Brustkrebszellen (A) nach 3 h
Inkubation mit verschiedenen Prodigininen. Das Prodiginin 1c (B) zeigt die niedrigsten ECso-Werte im Vergleich
zu den anderen getesteten Prodigininen 1a, 1b, 1i, 58g, 110a—110d und 114 (C).

Bei den Ergebnissen der physiologischen Tests zeigte sich zunachst, dass die ECso-Werte der zyklischen
Prodiginine 110a—110d verglichen mit Prodiginin 1c groRer waren, jedoch mit Ausnahme des
Prodiginins 110d alle getesteten zyklischen Prodiginine unter dem Wert fiir das synthetische Prodiginin
Obatoclax (23) lagen. Daruber hinaus wurde bei Betrachtung der ECso-Werte ersichtlich, dass mit
steigender RinggroRe der zyklischen Prodiginine 110a—110d eine Erhhung der ECso-Werte einhergeht.
Bei Betrachtung der verschiedenen Alkylkettenlangen der Prodiginine wies weiterhin das Prodiginin 1c
den geringsten ECso-Wert auf, wobei das Prodiginin 1i mit einem Ethyl- anstelle eines
Propylsubstituenten allerdings dhnliche Wirksamkeit zeigt, wenn auch nicht bessere. Eine weitere
Verkilrzung der Alkylsubstitutenten zu zwei Methylgruppen (Prodiginin 1b) fiihrte nicht zu héherer
Wirksamkeit, und auch Prodiginin 58g mit Ethyl- und Propylsubstituenten zeigte keine niedrigeren
ECso-Werte als Prodiginin 1c. Das hydroxylierte Prodiginin 114 wurde ebenfalls den physiologischen
Testungen unterzogen, jedoch stellte sich heraus, dass dieses Derivat keinerlei Aktivitdt als

Autophagieinhibitor besitzt.

Sowohl flir die getesteten zyklischen Prodiginine 110a—110d als auch die alkylierten Prodiginine 1a—1c,
1i und 58g zeigte sich, dass eine VergroRerung der Substituenten zu einem negativen Einfluss auf die

Wirksamkeit als Autophagieinhibitor fiihrt, was mit den Ergebnissen aus dem initialen Screening
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konform ist. Auch wenn die molekulare Zielstruktur der Prodiginine unbekannt ist, so lasst sich doch
mutmalen, dass die rdumliche Struktur der Prodiginine mit gréBeren (zyklischen) Alkylsubstituenten
einen zu hohen sterischen Anspruch hat und die Bindung an die Zielstruktur nicht ausreichend
ausgebildet werden kann. Diese Begriindung kann fiir das Prodiginin 1b mit zwei Methylsubstituenten
nicht herangezogen werden. Im Umkehrschluss lieRe sich allerdings vermuten, dass auch eine zu
schwache Interaktion aufgrund zu kleiner Substituenten zu geringerer Wirksamkeit fiihren kann.
Ebenso kann in Betracht gezogen werden, dass langere n-Alkylgruppen zu stark mit den Lipiden der
Zellmembran interagieren und aufgrund dessen nur schwerlich an die unbekannte molekulare
Zielstruktur gelangen. Eine Inhibition der Autophagie konnte fir Prodiginin 114 nicht beobachtet
werden, so dass die terminale Hydroxygruppe als ursachlich hierfiir vermutet werden kann und Grund
fir eine mangelnde Membrangangigkeit dieses Prodiginins sein konnte, die letztlich die fehlende

Wirksamkeit bedingt

6.4.3 Synopsis des Kapitels

e Sieben Prodiginine wurden gegeniber den biotechnologisch relevanten Hefen P. pastoris und
S. cerevisiae getestet. Die Hefen tolerierten Prodiginine besser als Gram-positive und
schlechter als Gram-negative Bakterien. P. pastoris zeigte eine hohere Toleranz der
Prodiginine als S. cerevisiae.

e Acht Prodiginine wurden auf deren Wirksamkeit gegeniber flinf fakultativ humanpathogenen
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien und einen Modellorganismus getestet.
S. marcescens und P. aeruginosa zeigten keine Wachstumsinhibition durch Prodiginine.
Gram-positive Bakterien wurden im Wachstum stark beeinflusst.

e Finf verschiedene Prodiginine wurden auf deren Bioaktivtat gegenliber humanen
MCF7 Brustkrebszellen getestet. Prodiginin 1c war der wirksamste Inhibitor der Autophagie
(ECso = 150 nm) und des Zellwachstums und induzierte zudem die Apoptose. Prodiginin 1c ist
wirksamer als das synthetische Prodiginin Obatoclax (23) und der Autophagieinhibitor
Chloroquin (25).

e Prodiginin 1i (ECso=0.12 uM) zeigte in einer zweiten Testreihe mit acht noch nicht

untersuchten Prodigininen ahnliche Wirksamkeit wie Prodiginin 1c (ECso=0.11 um) bei

Inhibition der Autophagie.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

7.1 Neue Enzyme fiir die Prodigininsynthese

7.1.1 Ligasen fiir die Prodigninsynthese

Der Startpunkt des ersten Projekts dieser Doktorarbeit war die Suche nach Kondensationsenzymen mit
anderer Chemoselektivitat als das im Arbeitskreis bereits untersuchte Enzym PigC aus S. marcescens.
Der Einsatz neuer Kondensationsenzyme sollte enzymatischen Zugang zu auf diesem Weg bisher nicht
adressierbaren Prodigininen ermoglichen. Durch Proteinsequenzabgleiche und Suchen in
Datenbanken des NCBI (Bethesda, MD, USA) mithilfe des BLAST-Algorithmus und darauf aufbauenden
Genclusteranalysen konnten verschiedene Ligasen identifiziert werden, die das Substratspektrum von
PigC ergdnzen konnten. Von den finf zur ndheren Untersuchung ausgewdhlten
Kondensationsenzymen konnten zwei, RedH aus S. coelicolor A3(2) und McpH aus S. longispororuber,
nicht funktional in E. coli produziert werden. Als alternativer Expressionswirt zu E. coli sollte zuk{inftig
P. putida KT2440 getestet werden, da mutmaRlich der hohe GC-Gehalt der Streptomycetaceae Gene
zur problematischen Klonierung und Expression fihrte, P. putida aber verglichen mit E. coli einen
hoheren GC-Anteil im Genom aufweist. Das dritte Kondensationsenzym aus Streptomycetaceae, MarH
aus S. sp. CNQ-617, konnte schwach aktiv in E. coli produziert werden. Fir die letzten beiden Ligasen
TamQ und TreaP aus Pseudoalteromonadacea, welche urspriinglich die Kondensationsreaktion in der
Tambjamin Biosynthese katalysieren, gelang die erfolgreiche Klonierung und Produktion aktiven

EnZymS [135, 176, 201]

Bei der ndheren Untersuchung der Ligasen TamQ und TreaP mittels in vitro Assays zeigte sich, dass
diese nicht nur ihr natirliches Substrat, das primare Amin DDA (28a) umsetzen. Auch das Monopyrrol
MAP (3a) wurde als Substrat angenommen und so Prodigiosin (1a) aus der Kondensationsreaktion
hervorgebracht. Die Akzeptanz des unnatirlichen Monopyrrols durch diese Kondensationsenzyme
schlieRt somit die Licke zwischen zwei strukturell sehr nahe verwandten Naturstoffen, den
Tambjaminen und Prodigininen. Die Akzeptanz des Monopyrrols MAP (3a) durch die Enzyme TamQ
und TreaP aus P. tunicata D2 bzw. P. citrea ermoglichte eine weitere Analyse des Substratspektrums
beider Ligasen im Vergleich zum Kondensationsenzym PigC, dessen Substratspektrum ebenfalls mit
bisher nicht getesteten Monopyrrolen weitergehend analysiert wurde. Diese Untersuchungen zeigten

wesentliche Unterschiede in der Chemoselektivitdt auf (Abbildung 78).
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Abbildung 78. Ausschnitt aus dem Substratspektrum der Kondensationsenzyme PigC, TamQ und TreaP.
[Angaben zur Quantifizierung der Prodiginine sind in mg/L.; * = Fir Berechnung der Quantifizierung wurden
berechnete und nicht experimentell bestimmte Extinktionskoeffizienten genutzt]

Die Unterschiede zwischen den Ligasen zeigten sich vor allem in der Akzeptanz langkettiger Pyrrole
durch TamQ. Ebenso war eine starke Umsetzung zyklischer Pyrrole sowohl durch TamQ als auch TreaP
zu beobachten (Abbildung 78). Neben der Umsetzung langkettiger Pyrrole durch TamQ und TreaP und
der vergleichenden Analyse der Substratspektren, konnte der enzymatische Zugang zu
Undecylprodigiosin (9a) und Derivaten durch den Einsatz der Ligasen aus Pseudoalteromonadacea
erzielt werden (Abbildung 79). Der enzymatische Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) war zuvor durch

das eingeschrankte Substratspektrum von PigC nicht realisierbar.

' 7 PigC
Undecylprodigiosin (9a) ' ' ' TamQ
' '  TreaP

Abbildung 79. Enzymatischer Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) und Derivaten durch die Nutzung der
Kondensationsenzyme TamQ und TreaP. A:Struktur von Undecylprodigiosin (9a). B: Ausschnitt aus dem
Substratspektrum der Kondensationsenzyme PigC, TamQ und TreaP. Durch den Kasten hervorgehoben sind die
Ergebnisse fuir den Undecylprodigiosin (9a) Precursor 2-UP (27a).
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Eine enzymatische Umsetzung von 1H-Pyrrol (4) und anderen flinfgliedrigen Heteroaromaten und
Indolen 102 konnte hingegen nicht erzielt werden, sodass eine Enzym basierte Produktion von
Indolprodigiosin (103a) oder Derivaten nicht moglich war. Die chemische Synthese von

Indolprodigiosin (103a) gelang zwar, jedoch wies dieses Molekil sehr schlechte Lagerstabilitat auf.

Zusatzlich zur Analyse des Substratspektrums erfolgten kinetische Untersuchung der Ligasen. In
vorangegangenen Arbeiten konnte far das Kondensationsenzym PigC eine
Substratiiberschussinhibierung in Abhangigkeit von der Kettenlange der eingesetzten Monopyrrole
festgesstellt werden. Hierbei fiihrten ldngere n-Alkylketten zu stirkerer Inhibierung.'”! Die Enzyme
TamQ, TreaP und PigC zeigten in den weiterfliihrenden kinetischen Untersuchungen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ebenfalls ein divergierendes Verhalten in Bezug auf die Enzyminhibierung.
Herauszustellen ist hier die Tatsache, dass die Substratiiberschussinhibierung durch langkettige
Monopyrrole fiir TamQ nur in sehr geringem AusmaRe gegeben war. Somit stellt dieses Enzym eine
Ergdnzung zu PigC dar und bietet die Moglichkeit der enzymatischen Synthese von Prodigininen, die

unter Nutzung der Ligase PigC nicht oder nur schwer adressierbar waren.

Die drei Ligasen PigC, TamQ und TreaP wurden ebenfalls erstmalig in einem Biokatalyseansatz im
semi-praparativen Mal3stab eingesetzt. Dieser Ansatz ermoglichte die Synthese des Prodiginins 110a
in Mengen < 23.5 mg. Da der Biokatalyseansatz mit der in-situ Produktentfernung kombiniert wurde,

konnte auch eine einfache Isolierung des Prodiginins 110a erfolgen.
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7.1.2 Perspektiven und Ankniipfungspunkte
Basierend auf den zuvor zusammengefassten und in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen zu neuen
Kondensationsenzymen fir die Prodigininsynthese ergeben sich diverse Anknipfungspunkte fir

kiinftige Arbeiten.

Mutasynthese und Biokatalyse unter Nutzung von TamQ

Die Nutzung der Vorteile des Mutasynthesekonzeptes wie die Breitstellung des Bipyrrol-Bausteins
MBC (2) durch den Mutasynthesewirt sollte kiinftig mit den Vorteilen des Kondensationsenzyms TamQ
kombiniert werden. Basierend auf dem bisher genutzten Mutasynthesestamm P. putida pig-r2 ApigD
sollte ein Austausch des Gens pigC mit dem fiir die Ligase TamQ codierenden Gen tamQ erfolgen. Die
chromsomale Integration des Gens tamQ sollte einem plasmidbasierten Konzept eher vorgezogen
werden, da Vorversuche mit dem Mutasynthesestamm P. putida pig-r2 ApigD und plasmidbasierter
Expression von TamQ keine vielversprechenden Ergebnisse erbrachten (Daten nicht gezeigt). Ein neuer
Mutasynthesestamm, bei dem pigC gegen tamQ ausgetauscht wurde, kann die Produktion vor allem
langkettiger Prodiginine ermoglichen und ebenso den mutasynthetischen Zugang zu
Undecylprodigiosin (9a) und Derivaten er6ffnen. Die Mutasynthesestrategie zeigt allerdings u.a. dann
Limitationen, wenn die Precursor die bakterielle Zellwand nicht (iberwinden kdnnen. Hier bietet der
Biokatalyseansatz im semi-praparativen Maf3stab mit den drei Kondensationsenzymen PigC, TamQund
TreaP und unter Nutzung der in-situ Produktentfernung kiinftig eine alternative Methode. So kann ein
Zugang zu Prodigininen, die via Mutasynthese nicht herstellbar sind, ermoéglicht werden. Auch im Falle

kinetischer Racematspaltung konnte der Biokatalyseansatz neue Méglichkeiten eréffnen.

Erweiterung des Enzymportfolios

Das Portfolio an nutzbaren Kondensationsenzymen, das bisher PigC, TamQ und TreaP umfasst, kann
kiinftig ebenfalls erweitert werden. So konnte zum einen das Substratspektrum des
Kondensationsenzyms MarH aus S. sp. CNQ-617 weiter untersucht werden. Dieses konnte in E. coli
produziert werden, wies aber nur schwache Aktivitdt gegeniiber dem Substrat 2-UP (27a) auf.
Dennoch koénnte diese Ligase kinftig einen Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) und Derivaten
ermoglichen. Hier sollte vor allem das Potential des Enzyms in Bezug auf die Umsetzung verschiedener

hydroxylierter Monopyrrole ermittelt werden.

Die Sequenzvergleiche und Genclusteranalysen, die letztlich zur Nutzung der Enzyme TamQ und TreaP
flihrten, gaben bei erneuter Untersuchung auch Hinweise auf ein weiteres Kondensationsenzym,
TabH, welches im Arbeitskreis bisher noch nicht in den Fokus riickte. Das entsprechende Gencluster
(Abbildung 80) wurde erst kiirzlich im Stamm Streptomyces albus NRRL B-23623° entdeckt und
beschrieben, obwohl eine Struktur fur das biologisch aktive Tambjamin BE-18591 (26h), dem

30 Der Produzent von Tambjamin BE-18591 (26h) wird in den Publikationen von Kojiri et al., Nakajima et al. und
Tanigaki et al. mit S. sp. BA18591 benannt. (146147, 161)
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Reaktionsprodukt der TabH katalysierten Reaktion, bereits zuvor in verschiedenen Literaturstellen

angegeben wurde, 146 147, 161, 340]

S. coelicolor A3(2) [Undecylprodigiosin (9a)/Streptorubin B (12)]

DO DmPTP

redD  redX redWredZredV redT redR redP redN redM redL redK redi  redH redG redE
redY redU redS redQ redO redJ redF

S. albus NRRL B-2362 [Tambjamin BE-18591 (26h)]

tabD tabE tabA app tabR tabW  fabX  tabO tabM tabl  tabH tabV
tabC tabQ taby¥ tabN tabJ tabl

P. tunicata D2 [Tambjamine YP1 (26a)]

tamA tamCtamD famE tamF tamG tamH tamJ famL tamN tamP tamQ tamR tamT
tamB tamK tamM  tamQ tamS

S. marcescens WW4 [Prodigiosin (1a)]

R TN

PigA  pigB pigC pigD pigE  pigF pigH pigl  pigd pigK pigh
pigG pigl  pighl
B mBC (2) [ ] Zyklisierung [ ] unbekannte Funktion
[ ] MAP (3a), 2-UP (27a), DDA (28a), DA (28b) [ ] regulatorische Funktion 1 kb
I Kondensation [ ] homologe Sequenzen 5 kb f————]

Abbildung 80. Gencluster ausgewahlter Tambjamin- und Prodigininproduzenten. [DA = Dodecan-1-amin (28b)].

Auffallend an Tambjamin BE-18591 (26h) ist, dass es sich um das einzige bisher bekannte Tambjamin
handelt, welches von einem Streptomycet produziert wird. TabH aus S. albus NRRL B-2362 ist zwar wie
die Kondensationsenzyme aus P. citrea und P. tunicata D2 an der Tambjamin Biosynthese beteiligt,
jedoch offenkundig ndher mit den Ligasen Prodiginin produzierender Streptomyces Arten verwandt.
Die Verwandtschaft zu Streptomyceten wird sowohl an der Organisation des Genclusters
(Abbildung 80) deutlich, als auch bei Betrachtung des um TabH erweiterten phylogenetischen

Stammbaums der Kondensationsenzyme (Abbildung 81).
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P. citrea (TreaP) AN — U NH,
P. tunicata (TamQ) DDA (28a)
S. albus (TabH) gy ;1 (g;b)
S. longispororuber (McpH)
S. coelicolor (RedH)
S. sp. CNQ-617 (MarH) !\
H 2-UP (27a)

S. griseoviridis (RphH)

H. chejuensis (HapC)

S. marcescens (PigC) B\
P. rubra (*) ” MAP (3a)
l 0.3 |
I Aminosaure- |
austausche

pro Aminosaure

Abbildung 81. Phylogenetischer Baum einer Auswahl an Kondensationsenzymen und den zugehérigen
Organismen, die Prodiginine oder Tambjamine produzieren. Die Edukte der Kondensationsreaktion sind
ebenfalls dargestellt. Der phylogenetische Baum wurde mit dem Online Programm COBALT erstellt und die Suche
nach Kondensationsenzymen zuvor mittels BLAST durchgefiihrt.'®* 1% [Abbildung basierend auf
Dissertationsschrift Dr. Andreas S. Klein.*”). Das Protein aus P. rubra (* = WP_125559948.1) wurde noch nicht
benannt].

Daher kann die Ligase TabH eine interessante Erweiterung des aktuellen Enzymportfolios darstellen
und die heterologe Expression und Untersuchung des Substratspektrums dieses Kondensationsenzym
sollte in Betracht gezogen werden. Zu vermuten ist, dass TabH eine dhnliche aber nicht zu TamQ und
TreaP identische Chemoselekivitdt aufweist und somit den Zugang zu weiteren Prodigininen

ermoglichen kann.

Reinigung der Kondensationsenzyme

Neben der Erweiterung des Enzymportfolios um bisher nicht untersuchte Ligasen, sollte eine Reinigung
und Isolierung der Enzyme TamQ, TreaP und PigC angestrebt werden. Diese Enzyme wurden im
Arbeitskreis bisher nur in Form von Zelllysat oder isolierter Membranfraktion nach heterologer
Expression in E. coli eingesetzt. Eine erfolgreiche Isolierung mit einer hohen Reinheit des Proteins
TamQ oder auch PigC und TreaP sollte schliefRlich das Erhalten einer Kristallstruktur als Ziel haben. Die
Kristallstruktur(en) wiirden zum einen die beobachteten Substratspektren erklaren kénnen und
Rickschlisse auf die Selektivitat zulassen. Andererseits eroffnet sich auf Basis einer Strukturaufklarung
auch die Moglichkeit der gezielten Modifikation der Kondensationsenzyme mittels rationalem
Proteindesign. Eine Optimierung kann auch unter Nutzung ungerichteter Methoden wie
directed evolution, beispielsweise hinsichtlich der Akzeptanz unnatirlicher Derivate die zu jetzigem
Zeitpunkt nicht umgesetzt werden kénnen, erfolgen.3*:3%°1 Neben der Verbesserung der Akzeptanz

vor allem kurzkettiger 2,3-dialkylierter Pyrrole, was von M. Sc. Stefanie Brands (Lehrstuhl fir
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Biotechnologie der RWTH Aachen) bereits untersucht wird, ist dariiber hinaus auch eine Optimierung
im Hinblick auf andere Heteroaromaten wie Indole 102 denkbar. Da in den Masterarbeiten von
M. Sc. David P. Klebl und M. Sc. T. Moritz Weber bereits die Enantioselektivitdit des Enzyms PigC
gegenliber chiralen, zyklischen Pyrrolen 111 und 112 gezeigt (Enantiomereniberschuss von 68-73 %)
und weitergehend untersucht wurde, kann es auf Basis einer Kristallstruktur und in silico
Modellierungen moglich sein zunachst Grinde fir die beobachtete Selektivitat zu finden und diese

unter Umstanden zu verbessern.[248 310, 341, 342, 346]

Eine Strategie zur I6slichen Produktion und Isolierung des Kondensationsenzyms aus P. citrea unter
Nutzung des Vektorsystems pET32a(+) wurde 2019 von Picott et al. vertffentlicht und sollte kiinftig als
Basis fiir weitere Versuche dienen.’’® So wurden in initialen Versuchen zur Isolierung der
Kondensationsenzyme im Rahmen dieser Arbeit die Gene tamQ, treaP und pigC in Anlehnung an die
Klonierungsstrategie®! von Picott et al. in den Vektor pET32a(+) kloniert (Primer HB101-106). Ebenso
konnten Bedingungen fir eine gute Expression von tamQ und treaP gefunden werden (Expression:
Kapitel 8.4.1.2.3; Vektorkarten: Kapitel 9.6.3, Abbildung A 29-Abbildung A 31). Lediglich fir das Enzym
PigC konnte bisher keine Produktion in I&slicher Form erzielt werden (Abbildung 82), sodass sich hier

der Bedarf kiinftiger weiterer Optimierungen zeigt.

B
Pellet CFE
[kDa] M1234MH§‘678‘M T 20 kD
150 rxX a
100 | o=~ w .-
60 ‘ Trx:His,: Thrombin:S-Tag:PigC 116 kDa
Trx:Hiss: Thrombin:S-Tag:TamQ 118 kDa
40 - - - Trx:His;: Thrombin:S-Tag:TreaP 118 kDa
30
20 -
10

Abbildung 82. SDS-PAGE Analyse der Expression von pigC, tamQ und treaP in E. coli BL21(DE3) unter Nutzung
des pET32a(+) Vektors. A: SDS-PAGE nach Expression der Kondensationsenzyme PigC, TamQund TreaP (schwarze
Markierung). [1, 5 = Leervektor; 2, 6 =PigC; 3, 7=TamQ; 4, 8 =TreaP; M = Marker (Roti®-Mark 10-150)].
B: Erwartete GroBen der entsprechenden Proteinkonstrukte. [Trx =Thioredoxin (LOslichkeitstag, weille
Markierung); S-Tag = Tag fiir Reinigung und Detektion].

Da jedoch TamQ und TreaP erfolgreich in I6slicher Form produziert werden konnten, wurde ein erster
Versuch zur Isolierung des Kondensationsenzyms TamQ via IMAC (engl. immobilized metal ion affinity

chromatography) durchgefihrt (Kapitel 8.5.4.2).

31 N-terminal ist das Gen mit Thioredoxin als Loslichkeitstag fusioniert. Zwischen den beiden Elementen befindet
sich zusatzlich ein Hise-Tag, eine Thrombinschnittstelle und die Sequenz fiir einen S-Tag. Das S-Tag-System kann
zur Reinigung des Zielproteins oder zum Nachweis genutzt werden und basiert auf Interaktion des S-Tag-Peptids
mit dem Ribonuklease S-Protein.3*”!
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Fraktionen
kDAl MPUDWM1 23456789 101112M131415161718 M [kDa]
S AASALI
150 _ 150
Lol - - | 190
60 . & 60
30 30
20 . _ 20
10 10

ebbi!dung 83. SDS-PAGE Analyse der lIsolierung des TamQ-Konstrukts (118 kDa) via IMAC. [P = Pellet,
U = Uberstand (1:3 verdiinnt), D = Durchfluss bei Beladen der S3ule (1:3 verdiinnt), W = Eluat bei Waschen der
Sdule (1:3 verdiinnt), 1-18 = aufgefangene Fraktionen (unverdiinnte Proben), M = Marker (Roti®-Mark 10-150)].
Die Bande des Zielproteins konnte in den Fraktionen 13—18 der SDS-PAGE (Abbildung 83) identifiziert
werden und in den entsprechenden Proben via in vitro Assays Enzymaktivitdt nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Die Reduktion der Nebenbanden zeigt eine Verbesserung des Reinheitsgrads,
dennoch sollte in Zukunft die Reinigungsstrategie liberarbeitet und optimiert werden. Denkbar ist eine
vorausgehende Ultrazentrifugation des Lysats, um die Membranfraktion bereits abzutrennen.
Darauffolgend kann z.B. eine Kombination aus Affinitdtschromatograpie,
lonenaustauschchromatographie und abschlieBender GréRenausschlusschromatograpie angewandt
werden, wobei moglicherweise bereits eine Kombination aus zwei Chromtographiemethoden fir eine

erfolgreiche Isolierung ausreichend ist.

Zyklasen als mégliche Erweiterung des Enzymportfolios

Vor allem die Nutzung des Kondensationsenzyms TamQ ermoglichte, wie anfangs beschrieben, den
enzymatischen Zugang zu Undecylprodigiosin (9a) und Derivaten. Bei vielen Stammen, die
Undecylprodigiosin (9a) produzieren, folgt auf die Kondensationsreaktion eine Zyklisierung, die zu
verschiedenartigen Ringstrukturen fihrt. So setzt z.B. die Zyklase RedG aus S. coelicolor A3(2)
Undecylprodigiosin (9a) zum zyklischen Prodiginin Streptorubin B (12) um.[#> 65 1851933481 ym 7ygang
zu zyklischen Prodigininderivaten zu erlangen, wurde die Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenase RedG
bereits in vorangegangenen Arbeiten durch Fusion mit dem Maltose-Binding-Protein erfolgreich 16slich
exprimiert, ebenso wie alle fiir den Elektronentransport notigen Proteine. Dennoch konnte
abschlieRend keine zuverldssige Aussage Uber eine Aktivitat der Zyklase getroffen werden, so dass
zyklische Prodigininstrukturen im Arbeitskreis bisher nicht via Oxygenasen adressierbar waren.!*”) Da
Undecylprodigiosin (9a) nun u.a. durch TamQ enzymatisch herstellbar ist, stellte sich erneut die Frage
nach einer Enzym katalysierten Zyklisierung, sodass im Zuge der Genclusteranalysen der Fokus daher

auch auf verschiedene zu RedG homologe Enzyme gelenkt wurde (Abbildung 84).
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S. griseoviridis 2464-S5 [Roseophilin (19)/Dechlororoseophilin (20)]

phB mhW  rphX  mphD  rphAl rphA3  rphM rphL phK mphd phG3  mph! phH rphG rph oht mhP  phN
rphY rphA2 mphG2  rphG4 phV  rphT phO

S. sp. CNQ-617 [Marineosin A (21)/B (22))

marD marX marWmarZ  marll! marR marP marN mard marl markK  marl marH marG  marA
marY marV marT marQ marQ marJ marE

S. longispororuber (DSM 40667) [Undecylprodigiosin (9a)/Streptorubin A (11)]

weitere Bereiche des Clusters noch nicht sequenziert
mepl mepH  mepG

S. coelicolor A3(2) [Undecylprodigiosin (9a)/Streptorubin B (12)]

redD redX redWredZredY redT redR redP redN redM redL redK redl redH redG redE
redY redU redS redQ redO redJ redF

P. rubra (DSM 6842) und W5 [Cycloprodigiosin (14)]

a b c d e f g h i k { mno

P. tunicata D2 [Tambjamine YP1 (26a)]

tamA tamCtamD tamE tamF tamG tamH tamJ taml tamN  tamP tamQ tamR tamT
tamB tamK  tamM tamQ tamS

P. citrea (DSM 8771) [Tambjamine MYP1 (26b})]

treaA treaCtreaD treaE treaF freaG ftreaH treal treaK freaM treaQ treaP treaQ ireaS
trea)  treal treaN treaR B8191_RS22795

Bl Kondensation [ ] Zyklisierung [ | putative Zyklisierung 1kb — 5kbb——

Abbildung 84. Gencluster ausgewadhlter Tambjamin- und Prodigininproduzenten. Farblich hervorgehoben sind
nur die entsprechenden Gene der Kondensationsenzyme sowie (putativer) Zyklasen.

Dabei fielen vor allem die putativen Zyklasen im Tambjamin Gencluster der Pseudoaltermonadaceae
P. citrea und P. tunicata D2 auf. Der Hinweis auf das Vorhandensein einer Zyklase in P. citrea wurde
ebenfalls durch die Publikation von Picott et al. gegeben, welche den von P. citrea produzierten
Naturstoff als das zyklische Tambjamin MYP1 (26b) identifizierten.**”! Eine weitere Untersuchung oder

Charakterisierung der Zyklasen fand bisher noch nicht statt.

Ebenfalls erst kirzlich entdeckt wurde die Zyklase aus P.rubra, welche die Bildung von
Cycloprodigiosin (14) aus Prodigiosin (1a) katalysiert. Dieses Enzym besitzt jedoch keinerlei Ahnlichkeit
zu Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen wie RedG, sondern &hnelt AGMOs (Kapitel 5.4.8 und
6.2.1.2).%%°! Beij Sequenzvergleichen auf Aminosiureebene mithilfe des BLAST-Algorithmus zeigte sich,
dass die Zyklasen aus P.citrea und P.tunicataD2 eine ca.33%ige Ahnlichkeit zur
Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenase RedG zeigen, jedoch keinerlei Sequenzidentitat mit dem Enzym

aus P. rubra aufweisen (Tabelle 14).11%%

163



Zusammenfassung und Ausblick

Tabelle 14. Ubersicht (iber verschiedene Zyklasen aus Prodiginin- und Tambjamin produzierenden Organismen.

Zyklase Organismus NCBI accession Ahnlichkeit zu Ahnlichkeit zu
number RedG WP_010386914.1
Abdeckung [%]/ Abdeckung [%]/
Identitat [%] Identitat [%]
RedG S. coelicolor A3(2) NP_630017.1 100/100 0/0
MarG S. sp. CNQ-617 AHF22859.1 90/35 0/0
McpG S. longispororuber AEL16995.1 90/33 0/0
RphG S. griseoviridis BAG84256.2 75/65 0/0
TreaC P. citrea WP_010362069.1 96/59 0/0
TamC P. tunicata D2 WP_009837241.1 77/60 0/0
P. rubra WP_010386914.1 0/0 100/100

Auch ein Sequenzvergleich via Clustal Omega, bei dem die Sequenz der gut untersuchten
Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenase NDO aus P. putida mit einbezogen wurde, verdeutlicht, dass es
sich sehr wahrscheinlich auch bei TamC und TreaC um Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen handelt
(Abbildung 85).34%:35% sowohl das CXH-Motiv, die Bindestelle fiir das [2Fe-2S] Rieske-Cluster, als auch
das Sequenzmotiv E/DXXHXXXXH sind hoch konserviert und bei allen Zyklasen aufzufinden. Das
letztgenannte Motiv ist fiir die Bindung des Nicht-Ham-Eisens verantwortlich, wobei der Aspartatrest,

bzw. Glutamatrest im Falle von RedG und Homologen, als Elektroneniibertriger fungiert.[4> 187, 188,19,
351-353]

NDO  (P. putida) .. .RAFLNVCRHRGKTLVSVEAGNAKGFVCSYHGWGE . . . NFVGDAYHVGWTHASST. . .
TreaC (P. citrea) . . . VCLDDRCPHKGVKLSLGQ-QHGDLIACPYHGFQY . , . ESVCEIYHIPFVHKGSA, . ,
TamC (P. tunicata) . . . VCMDDKCPHKGVMLSRGK-QHGDITACPYHGFQF . . ., ESVCEIYHIPFVHKGSA, . .
RphG  (S. griseoviridis) .. .VCQQARCPEKGANLADGR-VMGNSVECPYHGFRF . . . ESTLEFYHITFVHRGHW. . .
McpG (5. longispororuber) -« - VCOSARCPHKGANLADGR-LVGNSVACEYHGERE. . .ESLLEFYHVTFVHRDHW. . .
RedG (8. coelicolor B3(2)) -..VCQGARCPHKGANLGDGR-MKGNTIECPYHGFRY...ESLLEFYHVTYVHRDHW. . .
MarG (5. sp. CNO-617) .. .VCQGARCPEKGAWLGDGR-MKGNAIECPYHGFLF . . . ESVQEFYHVTYVHRDHW. . .

. = B . R - : 2 e~

Abbildung 85. Sequenzvergleich von Zyklasen aus verschiedenen Prodiginin- und

Tambjamin-Biosyntheseclustern mit der  Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenase NDO aus P. putida.
[grin = Rieske-Cluster; blau = Nicht-Ham-Eisen Zentrum; rot = Aminosaure, die als Elektroneniibertréger dient.
Abbildung in Anlehnung an 1],

Da die beiden Zyklasen aus P. citrea und P. tunicata D2 bisher noch nicht nicht erforscht wurden und
auch im Kontext der Prodigininproduktion von Interesse sein koénnten, wurden fir erste
Untersuchungen die codierenden Sequenzen mithilfe von Gibson Assembly® Primern aus den
entsprechenden Genomen amplifiziert (Primerpaare HB93/HB94 und HB95/96) und, analog zur
Klonierung der Kondensationsenzyme, zunachst in den Vektor pET28a(+) eingefligt, wobei jedoch ein
C-terminaler Hisg-tag angefligt wurde (Vektorkarten: Kapitel 9.6.4, Abbildung A 32, Abbildung A 33).
Expressionsstudien (Kapitel 8.4.1.2.3) zeigten eine Uberexpression, allerdings keine Produktion der
Proteine in l6slicher Form (Abbildung 86), sodass wie fiir die Kondensationsenzyme das Vektorsystem
pET32a(+) genutzt wurde (Primerpaare HB113/HB114 und HB115/HB116; Vektorkarten: Kapitel 9.6.5,
Abbildung A 34, Abbildung A 35). Dies erbrachte weiterhin eine starke Uberexpression, allerdings

ebenfalls keine Produktion der Proteine in 16slicher Form (Abbildung 86).
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B
pET28a(+) pET32a(+)
Pellet CFE Pellet CFE
123 456M7 8 9101112M [kDa]
" - Rl B8 TamC:His, 44 kDa
' 150 TreaC:His, 44 kDa
“ B
’ l - J 60 Trx 20 kDa
|-. - | e ¢ 40 Trx:His,: Thrombin:S-Tag:TamC 60 kDa
30 Trx:His,: Thrombin:S-Tag:TreaC 60 kDa
- 20
10

Abbildung 86. SDS-PAGE Analyse der Expression von tamC und treaC (schwarze Markierung) in E. coli BL21(DE3)
unter Nutzung zwei verschiedener Vektorsysteme. [1, 4, 7, 10 = Leervektor; 2,5, 8,11 = Tam(; 3, 6,9, 12 = TreaC;
M = Marker (Roti®-Mark 10-150); Trx = Thioredoxin (L&slichkeitstag, weiBe Markierung); S-Tag=Tag fur
Reinigung und Detektion; 7-12: Zugabe von Ammoniumeisen-lll-citrat (1 mm), L-Cystein (2 mm),
Eisen-ll-sulfat-7-hydrat (1 mm) zum Medium].

Ungeachtet der Tatsache, dass keine |6sliche Expression erreicht werden konnte, wurden erste
Untersuchungen zur Aktivitat der Zyklasen durchgefiihrt (Kapitel 8.6.2). So wurde den Kulturen zum
Zeitpunkt der Induktion in DMSO gel6stes Substrat zugegeben, das Zellpellet nach Zellernte extrahiert
und die roten Extrakte via LC-MS analysiert. Als Substrat wurde Undecylprodigiosin (9a) ausgewahlt,
da das vermutlich natirliche Substrat Tambjamin YP1 (26a) nicht zur Verfligung stand. Ohnehin ist der
Einsatz der Zyklasen im Kontext des Prodiginin-Projekts von Interesse, sodass eine Umsetzung von

Prodigininen zu zyklischen Derivaten im Fokus des Interesses stand. Zukiinftig sollten die Experimente

jedoch auch unter Einsatz des natirlichen Substrats wiederholt werden.

Mithilfe der LC-MS Messungen (Kapitel 9.8.2, Abbildung A 55, Abbildung A 56) der Versuchsansatze
konnte in allen Fallen zundchst das Substrat Undecylprodigiosin (9a) nachgewiesen werden
[Undecylprodigiosin 9a [M+H]* berechnet: 394.58 g/mol; gefunden: 394.40 g/mol] (Abbildung 87 A).
Ein potentielles Zyklisierunsprodukt von Undecylprodigiosin (9a) wirde eine Masse von 391.58 g/mol
betragen. Tatsdchlich konnte bei einem Ansatz [E. coli BL21(DE3)_pET28a(+)::treaC] ein Peak bei
535 nm detektiert werden, dessen Retentionszeit sich von dem zu Undecylprodigiosin (9a)
gehorenden Peak unterschied und auch die Masse des erwarteten Zyklisierungsprodukts konnte
nachgewiesen werden [Zyklisierungsprodukt [M+H]* berechnet: 392.56 g/mol; gefunden:
392.45 g/mol]. Demzufolge scheint das Enzym TreaC in aktiver Form exprimiert worden zu sein und es
konnten starke Indize fiir die Umsetzung des unnatirliche Substrats Undecylprodigiosin (9a) zu einem

zyklischen Derivat aufgezeigt werden.
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Abbildung 87. Zyklisierung von Undecylprodigiosin (9a) katalysiert durch TreaC. A: DAD-Chromatogramm,
Massenchromatogramme und Massenspektren des Assays mit Undecylprodigiosin (9a) als Substrat und dem
Protein TreaC. B:Mogliche Stellen an denen eine durch TreaC katalysierte Zyklisierung von
Undecylprodigiosin (9a) stattfinden kann.

Diese initialen Ergebnisse werfen jedoch neue Fragen auf und weisen auf Experimente hin, die
zukinftig folgen sollten. So stellt sich zunachst die Frage nach der Struktur des Reaktionsprodukts. Auf
Basis der natlrlichen, zyklischen Prodiginin- und Tambjaminstrukturen erscheinen zwei Positionen fiir
eine Zyklisierung wahrscheinlich (Abbildung 87B). Die durch RedG, McpG oder RphG katalysierten
Reaktionen fihren alle zu Prodigininen, bei denen eine Ringbildung zum C-Ring stattfindet, wobei
Unterschiede in der GroRe des gebildeten Rings bestehen.*® TreaC hingegen katalysiert die Reaktion
von Tambjamin YP1 (26a) zur zyklischen Form Tambjamin MYP1 (26b) mit einer Ringknipfung zum
A-Ring.[**”! Aufgrund dieser Tatsache ist auch bei Undecylprodigiosin (9a) eine Zyklisierung zum A-Ring
durch  TreaC denkbar. Die dadurch entstehende Struktur kénnte dann sowohl
Ethylcyclononylprodigiosin (18) als auch Methylcyclodecylprodigiosin (16) entsprechen oder dem
Prodiginin Cyclononylprodigiosin (15) dhneln (Kapitel 5.2.2, Tabelle 1).15%-52

Auch die Frage des Elektronentransports wird durch den Vorversuch aufgeworfen. Das
Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenase-System benoétigt Ublicherweise, neben der Oxygenase selbst, eine
Ferredoxinreduktase, die NAD(P)H zu NADP* oxidiert. Die Ubertragenen Elektronen werden durch ein

Ferredoxin zum Rieske-Cluster transportiert.’®® 351 Da die entsprechenden Ferredoxine bzw.
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Ferredoxinreduktasen aus P. citrea bzw. P. tunicata D2 nicht zusammen mit der Zyklase heterolog in
E. coli exprimiert wurden, muss das Elektronentransportsystem von E. coli selbst genutzt worden sein.
Bei Sequenzvergleichen (Tabelle 15) zeigt sich, dass die in P. citrea und P. tunicata D2 vorhandenen
Ferredoxine und Ferredoxinreduktasen tatsachlich eine hohe Ahnlichkeit zu denen in E. coli aufweisen,
wohingegen keine Sequenzdhnlichkeiten zu Proteinen in S. coelicolor A3(2) gefunden wurden. In
P. putida KT2440 finden sich ebenfalls homologe Ferredoxine und Ferredoxinreduktasen, letztere
sogar mehrfach. Eine Anwendung der Zyklasen in P. putida basierten Systemen kdnnten daher
ebenfalls moglich sein, sollte aber zunachst getestet werden, und kénnte so einen Einbau der Zyklasen

in den bestehenden Mutasynthesestamm P. putida pig-r2 ermaoglichen.

Tabelle 15. Ubersicht iber Homologe der Ferredoxine und der Ferredoxinreduktasen aus P. citrea und
P. tunicata D2 in E. coli und P. putida KT2440.

E. coli str. K-12
substr. MG1655

P. tunicata D2 P. putida KT2440

P. citrea DSM 8771

Ferredoxin EAR29921 NP_417020 NP_743008
Abdeckung [%]/Identitat [%] 100/89 99/73 98/58
EAR30621 NP_418359 NP_746755.1
Ferredoxinreduktase 98/52 100/50 93/38
Abdeckung [%]/Identitat [%] NP_743795.1
93/34

P. citrea DSM 8771 E. coli str. K-12

substr. MG1655

P. putida KT2440

P. tunicata D2
Ferredoxin
Abdeckung [%]/Identitat [%]

ERG20391 NP_417020 NP_743008
100/89 99/74 98/57
ERG20640 NP_418359 NP_746755.1
98/52 100/47 91/39
NP_743795.1
Ferredoxinreduktase 98/31
Abdeckung [%]/Identitat [%] NP_742969.1
53/34
NP_743060.1
55/27

Die Sequenzvergleiche und die anfanglichen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zyklase TreaC in
Kombination mit dem in E. coli vorhandene Elektronentransportsystem funktioniert. Es sollte dennoch
Uberdacht werden, ob eine Coexpression der Ferredoxine und Ferredoxinreduktase aus den
Ursprungsorganismen mit den entsprechenden Zyklasen zu einer Verbesserug der Aktivitat fihren
kann. Die Moglichkeit das ohnehin in E. coli vorhandene Elektronentransportsystem zu nutzen bietet

jedoch den Vorteil der verringerten Klonierungsarbeit und der einfacheren Handhabung.

In Anbetracht der erfolgreich scheinenden Vorversuche im Fall von TreaC, sollte in Betracht gezogen
werden, unter Nutzung des gleichen Versuchsaufbaus erneut die Zyklase RedG aus S. coelicolor A3(2)
zu untersuchen. Ebenso sollten die hier gezeigten Experimente zukiinftig zunachst repliziert und auf

diese Weise die erhaltenen Ergebnisse verifiziert werden. Aufbauend darauf kann ein
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semi-praparativer Ansatz erfolgen, der eine Isolierung des Zyklisierungsprodukts im
Milligramm-MaRstab erlaubt. Nach Isolierung ware es mittels NMR-Analytik moglich nahere
Informationen Uber die Struktur des Reaktionsprodukts zu erlangen und die Frage zu beantworten, ob
die Ringknlpfung am A- oder C-Ring stattgefunden hat oder an ganz anderer Stelle. Ebenso sollte
analysiert werden, ob bei der enzymatischen Zyklisierung ein Stereozentrum entstanden ist und
nachfolgend die absolute Konfiguration bestimmt werden. Eine Synthese von madglichen
Referenzverbindungen kann ebenfalls zur Beantwortung der Frage nach der Struktur beitragen. Die
Totalsynthese von Cyclononylprodigiosin (15) unter Nutzung von Ringschlussmetathese wurde bereits
1999 von Firstner et al. verdffentlicht und konnte entsprechend auf die Synthese eines
Cyclononylprodigiosin (15) Derivats mit einer C11 statt einer C9 n-Alkylkette tibertragen werden.*>*
Ebenso sind diverse (enantioselektive) Totalsynthesen von Metacycloprodigiosin (11, Streptorubin A)
und Butyl-meta-cycloprodigiosin (12, Streptorubin B) sowie Prodigiosin R1 (13) bekannt, die ebenfalls

mogliche Reaktionsprodukte darstellen. 16 4% 355-358]

Desweiteren bietet es sich an, nicht nur Undecylprodigiosin (9a) als Substrat fiir die Zyklase TreaC
einzusetzen, sondern auch dessen Derivate mit langeren und kiirzeren n-Alkylketten am C-Ring. Diese
Substrate sind durch die Arbeiten im Rahmen der vorliegenden Dissertation durch Nutzung von TamQ
enzymatisch zuganglich geworden, kénnen jedoch auch chemisch synthetisiert werden. Ebenso
konnen Prodigiosin (1a) und Derivate als mogliche Substrate untersucht werden. Auch die Testung
weiterer unnatirlicher Substrate, bei denen es sich nicht um Prodiginine oder Tambjamine handelt

sollte in Erwdgung gezogen werden.

Aufgrund der Tatsache, dass die Zyklase aus dem Cycloprodigiosin (14) produzierenden Stamm
P.rubra keine Ahnlichkeiten zu Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenasen besitzt, sondern mit
Alkylglycerol Monooxygenasen verwandt ist, sollte auch dieses Enzym zukiinftig untersucht
werden.?®! Sowohl von Seiten des Proteins an sich, als auch seitens des natiirlichen Substrats
Prodigiosin (1a) und somit der katalysierten Reaktion bietet sich eine vielversprechende Erganzung zu

den Zyklasen aus P. citrea und P. tunicata D2 an.
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Ein Enzym-Baukasten fiir die Produktion maf3geschneiderte Prodiginine
Durch die Erweiterung des Repertoires an Kondensationsenzymen und die Moglichkeit kiinftig auch
Zyklasen in der enzymatischen Prodigininsynthese einzusetzen, ist ein Baukasten dhnliches System zur

Produktion maRgeschneideter Prodiginine denkbar (Abbildung 88).

A
Zyklisierung
Bildung von
Ringstrukturen
CPigC)CI’amCDCI’reaFD G’rea@@am())( ) (PrnC)(PItA)( )
(e} )
B

D
OO
OO —
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Abbildung 88. Baukastensystem zur Herstellung maRgeschneiderter Prodiginine. A: Aktuell und zukinftig zur
Verfligung stehende Enzyme flr die Prodigininsynthese. B: Beispiele fiir Kombinationsmoglichkeiten der Enzyme.
[rot = Kondensationsreaktion (Ligasen) = PigC: S. marcescens, TamQ: P. tunicata D2, TreaP: P. citrea,
MarH: S. sp. CNQ-617; orange = Zyklisierung (Rieske-Nicht-Ham-Eisen-Oxygenase) = TreaC: P. citrea,
TamC: P. tunicata D2; griin = Dekoration (z.B. Halogenasen) = PrnC, PItA: Pseudomonas protegens Pf-5]

Durch die vorliegende Arbeit stehen PigC, TamQ und TreaP als Katalysatoren der
Kondensationsreaktion mit verschiedenen Substratspektren zur Verfiigung. TreaC und potentiell auch
TamC, ebenso wie die Zyklase aus P. rubra kdnnten den Aufbau zyklischer Strukturen ermdglichen
(Abbildung 88 A). Weitere Modifizierungen und Funktionalisierungen stellen den dritten Kasten dar,
der Proteine wie PrnC und PItA aus P. protegens Pf-5 reprasentiert. Beide Enzyme werden im Rahmen
der Dissertation von M. Sc. Jan Gebauer untersucht (unveroffentlichte Ergebnisse). Die natirlichen
Substrate dieser beiden Halogenasen, Pyrrolnitrin bzw. Pyoluteorin, besitzen Pyrrolmotive und

kénnten daher zukiinftig den A-Ring oder den C-Ring der Prodiginine halogenieren. 3> 36C]

Die unterschiedlichen Bausteine lieRen sich beliebig kombinieren (Abbildung 88B), um so das
gewlinschte Prodiginin zu erhalten. Abzuwagen bleibt, ob solch ein System plasmidbasiert realisiert
wird oder ob eine genomische Integration der Gene in einen (bestehenden und/oder weiter
modifizierten) Stamm wie P. putida pig-r2 mehr Vorteile bietet. Der schnellere Zugang und die groRere

Flexibilitdit ware durch einen plasmidbasierten Ansatz gegeben, wohingegen eine genomische
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Integration die hohere Stabilitdt und Robustheit verspricht sowie die Bereitstellung von Cofaktoren

oder Elektronentransportproteinen.

7.2 Biosynthetische Produktion von Prodigiosin (1a) — Optimierung der

Kultivierungsparameter

Mit dem Ziel hohere Prodigiosin (1a) Titer bei Kultivierung des Stammes P. putida pig-r2 zu erhalten
und so groflere Mengen des Naturstoffs bereitstellen zu kénnen, wurde eine Optimierung der
Kultivierungsbedingungen vorgenommen. In Abdnderung zu den in Vorarbeiten etablierten
Bedingungen wurde ein Wechsel von Komplexmedium zu Minimalmedium vorgenommen und sowohl
Kultivierungstemperatur als auch die Glucosekonzentration im Medium variiert. Die Versuche zur

Optimierung wurden mithilfe von Design of Experiments durchgefihrt und evaluiert.

Da beobachtet wurde, dass die Prodigiosin (1a) Produktion hauptsachlich wahrend des exponentiellen
Wachstums des Stammes P. putida pig-r2 erfolgt, konnte durch den Einsatz von Minimalmedien und
niedrige Kultivierungstemperaturen eine Ausdehnung der Wachstumsphase erzielt werden. Diese
Verlangerung des exponentiellen Wachstums flihrte zu einer Erhéhung der Prodigiosin (1a) Titer. Bei
Nutzung des M63 Mediums mit 15.0 g/L Glucose und Kultivierung bei 18°C konnte experimentell im
kleinen MalRstab die hochste Prodigiosin (1a) Menge mit 334 + 41 mg/Lkurer erzielt werden
(Abbildung 89).

M63

20.0 %

15.0 4

Temperatur [°C]
10.0

Glucose [g/L]

Designpunkte Prodigiosin (1a) [mg/L]

X = Anzahl Replikate 364

T
18 20 23 29 35 37

Abbildung 89. 2D-Darstellung der Response Surface Graphen als Ergebnis der Optimierung der
Kultivierungparameter fur das Medium M63. Die Optimierung wurde mittels Design of Experiments unter
Verwendung des Central Composite Designs mithilfe der Software Design Expert (StatEase, Inc.) durchgefihrt.
[Die Rotfarbung reprasentiert die Menge an Prodigiosin (1a). Die Werte wurden auf mg pro Liter Kulturvolumen
hochgerechnet. Als numerische Parameter wurde die Glucosemenge zwischen 2.5-20 g/L und die Temperatur
zwischen 18-37 °C variiert].

Der Stamm P. putida pig-r2 wurde aufbauend auf den Ergebnissen der Kultivierungsoptimierung im
groReren Malistab kultiviert. Die Fermentation im 1.5 L MaRstab unter Nutzung der optimiertern

Kultivierungsbedingungen ergab eine Menge von 145 mg/Lguir an Prodigiosin (1a).
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Basierend auf diesen Ergebnissen sollten kiinftig unter Nutzung der von Dipl.-Ing. Carl Brehl
(AVT.BioVT, RWTH Aachen) etablierten online Messung von Prodigiosin (1a)
Kultivierungstemperaturen < 18°C evaluiert werden, ebenso wie verschiedene Kohlenstoffquellen.
Glyerin, Fructose oder Succinat kdnnten beispielsweise als alternative C-Quellen eingesetzt werden.
Hier ist zu analysieren, ob sich ein Wechsel der Kohlenstoffquelle positiv auf die Prodigiosin (1a) Titer
auswirkt. Zusatzlich sollte geprift werden, ob Limitationen der Stickstoffquelle oder anderer
Spurenelemente bestehen oder, ob wahrend der Kultivierung eine Sauerstofflimitierung vorliegt.
Mogliche Limitierungen konnen so kinftig vermieden werden und mutmaRlich zu hoheren
Prodigiosin (1a) Titern flhren. Da jedoch das pig-Cluster in einem der rRNA Operons von P. putida
lokalisiert ist und duRere Faktoren wie Nahrstoffmangel oder Stress die Expression beeinflussen
koénnen, ist moglicherweise auch das gezielte Herbeifiihren eines Mangels fiir eine Erhohung der

Prodigiosin (1a) Titer vorteilhaft.[215 317319

Die Optimierung der Kultivierungsparameter wurde bisher nur fir den Stamm P. putida pig-r2
durchgefiihrt. Aquivalente Untersuchungen sollten auch fiir den Mutasynthesestamm
P. putida pig-r2 ApigD erfolgen, unter der Annahme, dass auch im Falle dieses Stamms eine Variation
der Kultivierungsbedingungen zu hoéheren intrazellularen MBC (2) Titern fiihren kann und somit zu

einer Verbesserung der Ausbeuten in der Mutasynthese.

Uber die Optimierung der Kultivierungsparameter hinaus sollte eine systematische Untersuchung der
in situ Produktentfernung durchgefiihrt werden. Die Art des Schaumstoffmaterials sowie die
Geometrie und die Abmessungen des Schaumstoffs sind Parameter, die im Hinblick auf eine

strukturierte Analyse evaluiert werden sollten.

7.3 Bioaktivitat von Prodigininen

Die Bioaktivitat verschiedener Prodigininderivate wurde zunachst im Hinblick auf die antibiotische
Wirkung untersucht, wobei Gber Gram-positive und Gram-negative Bakterien hinaus Testungen mit
eukaryotischen Systemen durchgefiihrt wurden. Wahrend die Gram-positiven Bakterienstdmme
B. subtilis 168 und C. glutamicum die Prodiginine 1a, 1f, 58b und 110a—110d am wenigsten tolerieren
konnten, zeigten die Gram-negativen Bakterien E. coli BL21(DE3) und P. putida KT2440 die hochste
Toleranz. Das Wachstum der untersuchten eukaryotischen Organismen, den Hefen, P. pastoris und
S. cerevisiae wurde durch die Prodiginine 1a, 1f, 58b und 110a—-110d ebenfalls eingeschrankt. Somit
lassen sich die beiden Hefen in Bezug auf ihre Sensitivitdt gegenliber Prodigininen zwischen
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien einordnen. P. putida KT2440 wies weiterhin die beste
Toleranz von Prodigininen auf und bestatigt damit erneut die vorteilhafte Wahl von P. putida KT2440

als Produktionsorganismus und Mutasynthese Wirt.

Neben biotechnologisch relevanten Organismen erfolgten Testungen der Prodiginine 1a, 1b, 1i, 1j,
58b, 58g, 58f und 110c gegeniber funf fakultativ humanpathogenen Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien und dem Modellorganismus C. glutamicum. Diese Untersuchungen wurden

von M. Sc. Jennifer Hage-Hiilsmann am Institut fir Enzymtechnologie (Heinrich-Heine-Universitat
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Disseldorf) durchgefiihrt. Eine Wachstumsinhibierung der Gram-negativen Organismen S. marcescens
und P. aeruginosa konnte nicht beobachtet werden, hingegen wurden C. glutamicum, S. aureus,
S. epidermis und E. faecium im mikromolaren Bereich im Wachstum gehindert. Basierend auf diesen
Ergebnissen kdnnte eine weiterfiihrende Untersuchung von anderen fakultativ humanpathogenen
Organismen, insbesonders von Hefen und Gram-positiven Bakterien durchgefiihrt werden, ebenso wie
Testungen der Prodiginine gegeniliber obligat humanpathogenen Mikroorganismen oder klinischen

Isolaten.

Uber antibiotische Testungen hinausgehend, erfolgte auch die Analyse der Bioaktivitit gegeniiber
humanen MCF7 Brustkrebszellen. Die physiologischen Tests zur Modulation der Autophagie wurden
von Dr. Sonja Sievers und Dr. Luca Laraia am COMAS in der Abteilung fiir Chemische Biologie des
Max-Planck-Instituts fiir Molekulare Physiologie in Dortmund durchgefiihrt. Als bisher wirksamster
Inhibitor der Autophagie stellte sich das Prodiginin 1c heraus (ECso = 150 nM). Prodiginin 1c war zudem
wirksamer als das synthetische Prodiginin Obatoclax (23) und der gebrauchliche Autophagieinhibitor
Chloroquin (25). Die Akkumulation der Autophagosomen durch Inhibierung der Fusion von
Autophagosomen und Lysosmen durch die getesten Prodiginine 1a, 1c, 1f, 1j und 58b konnte via
Fluoreszensmikroskopie verfolgt werden und die Ergebnisse durch Western-Blot Experimente weiter
bestatigt werden. Auch eine Inhibition des Zellwachstums und letztlich Apoptose der

MCF7 Brustkrebszellen konnte nachgewiesen werden.

Basierend auf den ersten Ergebnissen und der Tatsache, dass Prodiginin 1c die beste Wirksamkeit
zeigte, wurden zusatzlich zu den zuvor untersuchten Prodigininen die Prodigosin (1a) Derivate 1b, 1i,
58g und 114 in einer zweiten Testreihe untersucht, um den Einfluss der Kettenlange am C-Ring der
Prodignine weitergehend zu analysieren. Ebenso wurden auch die zyklischen Prodiginine 110a—-110d
getestet. Eine Verlangerung oder Verkiirzung der n-Alkylkette brachte jedoch keine Verbesserung der
Aktivitat, sodass Prodiginin 1c weiterhin die starkste Autophagieinhibierung bewirkt (Abbildung 90).
Jedoch zeigte Prodiginin 1i (ECso = 0.12 um) ahnliche Wirksamkeit wie Prodiginin 1c (ECsp = 0.11 pum)
bei Inhibition der Autophagie.
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Abbildung 90. Ubersicht der Aktivitat verschiedener Prodigininderivate in Bezug auf die Autophagieinhibierung.
Dargestellt sind die Ergebnisse der zweiten Testreihe, welche die Prodiginine 1a—1c, 1i, 58g, 110a-110d, 114 und
das synthetische Prodigininderivat Obatoclax (23) umfasst. Die hochste Aktivitdt wies das Prodiginin 1c auf,
wohingegen Prodiginin 114 keinerlei Aktivitat zeigte. [Der MBC (2)-Teil der Prodiginine wird aufgrund der
besseren Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.]

Die starkste Wirkung innerhalb der untersuchten zyklischen Prodiginine wies Prodiginin 110c auf,
wohingegen das Prodiginin 110d die schwachste Autophagieinhibierung aufzeigte. Das hydroxylierte

Prodiginin 114 konnte die Autophagieprozesse nicht modulieren.

Aus den bisherigen Ergebnissen lasst sich eine Struktur-Wirkungs-Beziehung sowohl in Bezug auf die
n-Alkylkettenldnge als auch auf die RinggrofRe der zyklischen Prodiginine 110a—110d erkennen. Ebenso
zeigt sich deutlich, dass eine Funktionalisierung der Alkylkette in Form einer Hydroxygruppe die
biologische Wirkung der Autophagieinhibition unterbindet. Zukiinftige Untersuchungen kdnnten
einerseits, abgeleitet von den beiden bisher aktivsten Prodigininen 1c und 1i, die Relevanz der

Methylgruppe in 2-Position aufklaren (Abbildung 91).
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Abbildung 91. Mogliche neue Prodigininstrukturen fir erweiterte Untersuchungen der

Struktur-Wirkungs-Beziehungen im Kontext der Autophagieinhibition. A: Prodigininstrukturen 101c und 101d,
die sich aus den bisher aktivsten Prodigininen 1c und 1i ableiten. B: Prodigininstrukturen 115 und 116 die vom
aktivsten zyklischen Prodiginin 110c abgeleitet werden kénnen. [Der MBC (2)-Teil der Prodiginine wird aufgrund
der besseren Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.]

Andererseits bietet sich die Moglichkeit an, zyklische Prodiginine wie Prodiginin 115 und 116 zunachst
in racemischer, spater in enantiomerenreiner Form auf deren Wirkung hin zu untersuchen. Der
synthetische Zugang zu den racemischen Verbindungen 115 und 116 ist durch die Masterarbeiten von
M. Sc. David P. Klebl und M. Sc. T. Moritz Weber bereits gegeben und kdnnte kiinftig durch kinetische

Racematspaltung durch Einsatz von PigC in enantiomerenangereicherter oder enantiomerenreicher

Form moglich sein.[248 310!

Ein weiterer und neuer Aspekt der Bioaktivitdt von Prodigininen konnte durch eine Kooperation mit
Prof. Dr. Florian M. W. Grundler, Dr. A. Sylvia S. Schleker und Dr. Samer S. Habash (Institut fir
Nutzpflanzenwissenschaften und Ressourcenschutz, Abteilung Molekulare Phytomedizin der
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitdat Bonn) im Kontext des BioSC FocusLabs CombiCom
beleuchtet werden, bei der verschiedene Prodiginine von Dr. Samer S. Habash auf deren fungizide und
nematizide Wirkung hin untersucht wurden. Die getesteten Prodiginine wurden von
Dr. Andreas S. Klein, M. Sc. David P. Klebl, M. Sc. Tim Moritz Weber und im Rahmen der vorliegenden
Arbeit [(Prodigiosin (1a)] hergestellt.

Nematoden sind ubiquitar vorkommende vielzellige Fadenwiirmer, unter denen es einige parasitare
Arten gibt, die u.a. viele (Nutz)pflanzen schadigen, und so starke ErnteeinbuBen verursachen
konnen.B®Y Um Ernteverluste zu minimieren, sind neben dem Einsatz resistenter Pflanzen auch
chemische, biologische und anbautechnische MaRnahmen im Einsatz.!3623%¢1 Als Alternative zu
althergebrachten chemisch synthetisierten Pestiziden, deren Einsatz diverse Risiken und Gefahren mit
sich bringen kann und welche in vielen Landern einschlieBlich in Deutschland keine Zulassung haben,
konnten mikrobiell hergestellte Sekunddarmetabolite dienen und eine Quelle fiir neue Verbindungen

darstellen, die als Agrochemikalien weiterentwickelt werden kdnnten.
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Die Wirkung von Prodigiosin (1a) gegen verschiedene Pflanzenpathogene wurde zuvor in der Literatur
beschrieben und gezeigt, dass dieser Naturstoff die Sporenkeimung des Pilzes Botrytis cinerea, dem

Verursacher der Grauschimmelfdule, inhibiert.%”

Ebenso wurde bereits eine Wirkung von
Prodigiosin (1a)-enthaltendem Uberstand von S. marcescens gegeniiber den juvenilen Stadien der
pflanzenpathogenen Nematoden Radopholus similis und Meloidogyne javanica sowie die Inhibition
des Schliipfens der Eier beschrieben.%®! Daher wurden Prodigiosin (1a) sowie verschiedene Derivate
von Dr. SamerS. Habash in diversen Experimenten auf deren Wirkung gegeniliber Nematoden,
Pflanzen und Pilze untersucht. Zu den untersuchten Nematoden =zdhlte zum einen der
Modellorganismus C. elegans und zum anderen Heterodera schachtii, ein Pflanzenparasit, der u.a.
Zuckerriiben befdllt.?®®! Neben Nematoden wurden auch die Pilze Phoma lingam und
Sclerotinia sclerotiorum getestet, welche die Pflanzenkrankheiten Wurzelhals- und Stangelfdule
respektive WeiRstangeligkeit bei verschiedenen Nutzpflanzen verursachen und daher ebenfalls zu den
Pflanzenpathogenen zdhlen und teilweise die gleichen Pflanzenwirte infizieren wie auch
H. schachtii.®”® Bei den Untersuchungen der pflanzenschiddigenden Nematoden und Pilze wurde eine
wachstumsinhibierende Wirkung von Prodigiosin (1a) und den verschiedenen Derivaten auf diese
Organismen festgestellt, wobei die Starke des Effekts zum einen konzentrationsabhangig war und zum
anderen mit der Struktur der Prodiginine variierte. So wurden MICso-Werte im Bereich von
0.1-125421 um  bestimmt bzw. extrapoliert. Neben der Wirkung auf Nematoden und
pflanzenpathogene Pilze wurde auch der Einfluss von Prodigininen auf das Wachstum der Pflanze
A. thaliana analysiert sowie der Einfluss von Prodigininen auf den Parasitismus von H. schachtii an

A. thaliana. Hier konnten sehr aussichtsreiche Ergebnisse erzielt werden.

Ausgehend von den vielversprechenden Ergebnissen dieser Kooperationsarbeit bieten sich weitere
Untersuchungen im Kontext von SAR-Studien an. Dabei sollte der Fokus zunachst auf die Synthese von
Derivaten der Prodiginine gelegt werden, bei denen in den bisherigen Testungen die starkste Wirkung

erreicht werden konnte.
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8 Experimentalteil

8.1 Allgemeines

8.1.1 Gerate und Software

Die in Tabelle 16 aufgefiihrten Gerate, sind regelmalliig verwendete Gerdte fur molekular- und
mikrobiologische sowie proteinbiochemische Methoden. Spezielle Gerdte werden in den
entsprechenden Methoden gesondert benannt. Gerate zur Analyse chemischer Verbindungen werden

in Kapitel 8.2.1 beschrieben, wohingegen die verwendete Software in Tabelle 17 aufgefiihrt ist.

Tabelle 16. Ubersicht Giber in dieser Arbeit verwendete Gerate.

Gerat

Beschreibung

Hersteller

Agarosegelelektrophorese

300 V Netzgerat

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Agarosegelkammern

peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Chromatographiesystem
(Proteine)

AKTA™ Purifier

GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

Elektroporator

MicroPulser Electroporator

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland

Fotoapparat

Canon EQOS 1000D, digitale
Spiegelreflexkamera mit EF-S 60 mm
f/2.8 USM Makroobjektiv

Canon Deutschland GmbH,
Krefeld, Deutschland

Canon EOS 6D Mark 11, digitale
Spiegelreflexkamera mit Canon EF 24—
105 mm f/4L IS USM Objektiv

Canon Deutschland GmbH,
Krefeld, Deutschland

Geldokumentationssystem

INTAS GeliX Imager

INTAS Science Imaging
Instruments GmbH, Goéttingen,
Deutschland

Gelelektrophorese fir
SDS-PAGE

Gelelektrophoresesystem fiir
Invitrogen precast SDS-PAGE-gels
(XCell SureLock™ Mini-Cell
Electrophoresis System)

Invitrogen GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Bio-Rad Mini-Protean® Tetra System

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland

Heilluftgeblase

Steinel HG3002LCD Typ 3458

Steinel VertriebGmbH,

Herzebrock-Calrholz, Deutschland

Heizschrank

Jouan Innovens 234 EU1

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA

Magnetrihrer mit Heizplatte

Heidolph MR 3001 K, kombiniert mit
EKT HeiCon Kontaktthermometer

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Mikrobioreaktor

m2p-labs BiolLector®

m2p-labs GmbH, Baesweiler,
Deutschland

PCR-Cycler VWR Doppio VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Biometra TProfessional Basic Gradient ~ Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland
pH-Meter Mikroprozessor-pH-Meter 764 Knick Elektronische Messgerdte
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pH-Elektrode

NORDANTEC pH-Elektrode 1J44C

NORDANTEC GmbH,
Bremerhaven, Deutschland

Photometer NanoDrop 2000c, Thermo Fischer Scientific,
Kleinvolumenphotometer Waltham, MA, USA
Tecan Infinite® M1000 PRO, Tecan Group AG, Mannedorf,
Miktrotiterplatten Schweiz
Shimadzu UV-1800; temperierbar, Shimdazu, Duisburg, Deutschland
Kivetten
Pipetten Eppendorf Research, 0.1-2.5 uL Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Eppendorf Research, 1-10 uL Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Eppendorf Research, 10-100 pL Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Eppendorf Research, 100—1000 uL Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Gilson Pipetman, 0.5-5 mL Gilson, Middleton, WI, USA
Pumpen Vaccubrand RZ 6 Drehschieberpumpe Vaccubrand GmbH & Co. KG,

Wertheim, Deutschland

DIVAC 1.2L Membranpumpe

Leybold GmbH, Koln, Deutschland

Rotationsverdampfer

Blichi Rotavapor® R-210
Rotationsverdampfer mit Biichi B-491
Heizbad und Biichi V-700
Membranpumpe

Biichi Labortechnik GmbH, Essen,
Deutschland

Blichi Rotavapor® R-114
Rotationsverdampfer mit Biichi B-480
Heizbad und Biichi V-700
Membranpumpe

Biichi Labortechnik GmbH, Essen,
Deutschland

Schittler und Inkubatoren

BioCote Stuart rotator SB2,
Rotorschiittler in 37°C Konstantraum
fur Kulturréhrchen

BioCote Ltd, Wolverhampton, UK

Edmund Biihler TiMix, Schittler mit
Inkubationshaube fiir Reaktionsplatten

Edmund Biihler GmbH,
Hechingen, Deutschland

Eppendorf MixMate PCB-11,
Schittelblock fiir Reaktionsplatten

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Thermomixer compact,
beheizter Schittelblock fir 1.5-2 mL
Reaktionsgefale

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Heidolph Unimax 1010,
Plattformschttler fir Flussigkulturen;
mit Heidolph Inkubator 1000,
Inkubationshaube

Heidolph Instruments,
GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Hettich Benelux MKR23,
beheizter/gekiihlter Schittelblock fur
1.5-50 mL ReaktionsgefaRe

New Brunswick™ Innova® 42R

Hettich Benelux B.V.,
Geldermalsen, Niederlande

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Spritzenpumpe

KDS Legato® 100

KD Scientific Inc., Holliston, MA,
USA

Synthesemikrowelle

CEM Discover Labmate

CEM GmbH, Kamp-Lintfort,
Deutschland

Ultraschallbad

Sonorex RK 100H

Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

UV-Lampe

Prinz UV-Testlampe fiir Netzbetrieb

PRINZ Verlag GmbH, Passau,
Deutschland
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Waagen

Sartorius MC1, Laborwaage

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Sartorius LA1200S, Feinwaage

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Sartorius 2004MP, Ultrafeinwaage

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Zellaufschluss

Sonopuls HD2070, verschiedene
HorngrofRen (1.5-50 mL)

Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

Zentrifugen

Beckman Coulter Optima L-80 XP,
Ultrazentrifuge

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Beckman Coulter Type 50.2 Ti Rotor,
Festwinkelzentrifugationsrotor

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Eppendorf Centrifuge 5242R, geklhlte
Zentrifuge mit Festwinkelrotor fir
ReaktionsgefalRe (1.5 + 2 mL)

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5810R, gekihlte
Zentrifuge mit Festwinkelrotor fur
ReaktionsgefaRe (15 + 50 mL)

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Concentrator 5301,
Vakuumzentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Sorvall F10S-4x1000,
Festwinkelzentrifugationsrotor

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA

Sorvall F9S,
Festwinkelzentrifugationsrotor

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA

Sorvall RC6+, gekihlte Standzentrifuge

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA

Tabelle 17. Ubersicht tiber in dieser Arbeit verwendete Software.

Software Verwendung Hersteller
Adobe lllustrator CS 5.1 Erstellung von Vektorgrafiken Adobe Systems
Adobe Photoshop CS 5.1 Bearbeitung von Fotografien Adobe Systems

ChemBioDraw 16.0 & 18.0
CloneManager 9.4 Professional

CorelDRAW 2018
CorelPHOTO-PAINT 2018
Design Expert 11 & 12

Easyfig*?

ensochemlab 7.0.5

Image)33

MestReNova 10.0

Microsoft Excel 2010 & 2016
Microsoft PowerPoint

2010 & 2016

Microsoft Word 2010 & 2016
OriginPro 9.0G & 2018

Zeichnen von Strukturformeln
Planung von
Klonierungsstrategien
Erstellung von VektorgrafOiken
Bearbeitung von Fotografien
Experimentaldesign und
Auswertung

Vergleichende Darstellung von
Genclustern

Elektronisches Laborjournal
Densitometrie

Analyse von NMR Daten
Auswertung von Datensatzen
Erstellung von Prasentationen

Erstellung von Textdokumenten
Lineare und nicht-lineare
Regression

PerkinElmer Informatics
Scientific & Educational Software

Corel Corporation
Corel Corporation
StatEase, Inc.

Freeware!?5¢]

enso Software GmbH
Freeware!?®!

Mestrelab Research S.L.
Microsoft Corp.
Microsoft Corp.

Microsoft Corp.
OriginLab Corp.

32 November 2019: https://mjsull.github.io/Easyfig/
33 November 2019: https://imagej.net/index.php?title=Welcome&oldid=38266
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8.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen fiir Luftpolsterpipetten (0.1-1000 pL), Reaktionsgefalie
(1.5 mL, 2 mL, 15 mL, 50 mL), Petrischalen (92 x 16 mm) sowie Semimikroktivetten (Polystyrol) wurden
von neolab Migge GmbH (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Sterile Einwegspritzen der Injekt® Serie
(Polypropylen/Polyethylen) wurden von B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland) erworben,
wahrend sterile Spritzenfilter (0.20 um, Celluloseacetatmembran) und Spritzenfilter mit regenerierter
Cellulose (Sartorius Minisart RC4, 0.45 um) von VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
verwendet wurden. Sterile Flaschenaufsatzfilter (0.2 um, 250 mL, Polyethersulfon) wurden von
SARSTEDT AG & Co. KG (NGimbrecht, Deutschland) erworben.
Dinnschichtchromatographie (DC)-Platten mit Kieselgel 60 [Polygram®SIL G/UV3sq;  spezifische
Oberfliche (BET) =500 m?/g, mittlere Porenweite 60 A, spezifisches Porenvolumen 0.75 mL/g,
PartikelgroBe 5-17 um] und DC-Platten mit Aluminiumoxid [Polygram®Alox N/UVass; spezifische
Oberfliche (BET)=200 m?/g, mittlere Porenweite 60A) wurden von Macherey-Nagel (Diiren,
Deutschland) bezogen. Fir die praparative Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (PartikelgréRe
40-63 pum) und neutrales Aluminiumoxid (Aktivitatsstufe I, PartikelgroRe 50-200 um, spezifische
Oberfliche (BET) = 130 m?/g) von Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) verwendet. Mikrotiterplatten
(Nunclon®; Polystyrol, flacher Boden) wurden von Nunc™ Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA) und Deep-Well Platten (Polypropylen, Losungsmittelresistent, konischer Boden) von
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) erworben. FlowerPlates (MTP-48-B, 48 Well) wurden von
m2p labs GmbH (Baesweiler, Deutschland) bezogen und EP-102 Elektroporationskivette von

cell projects Ltd (Harrietsham, UK).

8.1.3 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe,
Deutschland), Sigma-Aldrich/Fluka (Steinheim, Deutschland), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot,
Deutschland), TCI Europe (Zwijndrecht, Belgien), Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland) und
VWR International (Radnor, PA, USA) erworben. Organische Losungsmittel wurden kommerziell

erworben und vor Benutzung destilliert, um Stabilisatoren zu entfernen.

8.1.4 Enzyme

Die Phusion Hot Start Il DNA-Polymerase (2 U/uL), Phire Hot Start Il DNA-Polymerase, T4 DNA-Ligase,
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs, jeweils 10 mm) und alle Restriktionsendonukleasen wurden
bei Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) erworben. Tag DNA-Ligase (40000 U/mL) und
T5-Exonuklease (10000 U/mL) wurden von New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main,
Deutschland) bezogen. Die Herculase Il Fusion DNA Polymerase wurde von Agilent (Santa Clara, CA,
USA) bezogen. Proteinase K (> 600 mAU/mL) wurde von Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)

erworben.
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8.1.5 Oligonukleotide und Plasmide

Alle Oligonukleotide wurden als Lyophilisat von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) erhalten und
in dest. H,O geldst, um eine 100 mM Losung zu erhalten. Eine Ubersicht iiber die genutzten
Oligonukleotide und deren Sequenzen ist in Tabelle 18 zu finden. Synthetische Gene wurden bei
GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA) im Vektor pUC57 oder pET28a(+) bestellt und wurden zuvor
flr P. putida Codon harmonisiert (redH_synth) bzw. Codon optimiert (marH_synth). Im Falle von
mcpH_synth wurden manuell in P. putida und E. coli seltene Codons sowie Sacl und Xhol Schnittstellen
innerhalb des Gens durch Einfligen stummer Mutationen entfernt (Vektorkarten, Sequenzen:
Kapitel 9.6). Alle synthetischen Gene sind mit dem Suffix ,,_synth” gekennzeichnet. Alle Plasmide, die
in dieser Arbeit verwendet und/oder erstellt wurden sowie deren Genotyp und Herkunft sind in

Tabelle 19 gelistet.
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Tabelle 18. Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Alle Sequenzen sind in
5'—3'-Richtung angegeben und die Suffixe ,,_fw" (engl. forward) und ,,_rv“ (engl. reverse) zeigen die Orientierung
der Primer bei Anlagerung an den sense- bzw. antisense-Strang an. Nicht bindende Nukleotide fiir die Mutagense
sind fett gedruckt. Die mit dem Zielgen Uberlappenden Sequenzen bei Gibson Assembly® Primern sind
unterstrichen. Es ist weiterhin vermerkt fir welche Methode die Primer eingesetzt wurden.
[A/S = Analyse/Sequenzierprimer;  GA = Gibson Assembly®; N = Nested PCR;  OE = Overlap Extension PCR
QC = QuikChange®]

Name Oligonukleotid®* # 5'—3'-Sequenz Methode
HBO3_ga_redH_CM_fw HBO3 GTGCCGCGCGGCAGCCAATGGACACGCACGTC GA
AGC
HBO4_ga_redH_CM_rv HBO4 AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCAGTCGGTGGT GA
GGCTCC
HBO5_ga_mcpH_CM_fw HBO5 GTGCCGCGCGGCAGCCAATGACGACGAAGGCG GA
ACC
HB06_ga_mcpH_CM_rv HBO6 AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCAGCCCTCCACG GA
ACCTC
HBO07_ga_tamQ_CM_fw HBO7 GTGCCGCGCGGCAGCCAATGATTAACGCTGCGA GA
TG
HBO8_ga_tamQ_CM_rv HBO8 AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTITAACTTTCCTTA GA
TCTAAAACTACG
HB09_ga_redH HBO9 GTGCCGCGCGGCAGCCAATGGACACGCACGTC GA
AGCGACACGAC
HB10_ga_redH HB10 AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCAGTCGGTGGT GA
GGCTCCGGCCG
HB15_redH_seq_fw HB15 TCACCAGCCGCTTCGTC A/S
HB16_redH_seq_rv HB16 TCATCCGGGTCAGGTCGAG A/S
HB17_ga_treaP_CM_fw HB17 GTGCCGCGCGGCAGCCAATGACAGTTAACTCTC GA
TGGCTAT
HB18 ga_treaP_CM_rv HB18 AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTTAATCTTCCTTA GA
TTTACAATTATTAGAC
HB19 tamQ_seq_fw HB19 ACCGCAATCCTTATGGCG A/S
HB20_tamQ_seq_rv HB20 TCTGCGGCCAACTGCTC A/S
HB21_tamQ_seq_rv HB21 ACAAGATGTGGAGTGGAC A/S
HB22_mcpH_seq_fw HB22 ACGTCGGCCTGCACATG A/S
HB23_mcpH_seq_rv HB23 TGCGTCGTGGACAGCAG A/S
HB24_mcpH_nested_fw HB24 ATGACGACGAAGGCGACCAC N
HB25_mcpH_nested_rv HB25 TCAGCCCTCCACGACCTCGA N
HB28_mcpH_nested_fw HB28 TCGGCATCAACTCGGCGAC N
HB29_mcpH_nested_rv HB29 TCGGTCCGCAGAATCGGATAC N
HB32_tamQ_seq_fw HB32 ACAGCAGGCGTTATACACC A/S
HB33_mcpH_T255C_fw HB33 GACGACACCGCCACGGGTC OE
HB34_mcpH_A686G_fw HB34 CTCCTCCGCGCCGCG OE
HB35_mcpH_A686G_rv HB35 CGCGGCGCGGAGGAG OE
HB36_mcpH_A842G_fw HB36 TGGCCCCGCGGGCTCCAT OE
HB37_mcpH_A842G_rv HB37 ATGGAGCCCGCGGGGCCA OE
HB38_mcpH_A1463G_fw HB38 GGCGACTGCGCGGCG OE
HB39_mcpH_A1463G_rv HB39 CGCCGCGCAGTCGCC OE
HB40_mcpH_T2037AG2039A_fw HB40 GGAGATCTGGAGCGAGACGCAG OE
HB41_mcpH_T2037AG2039A_rv HB41 CTGCGTCTCGCTCCAGATCTCC OE
HB42_mcpH_T2070C_fw HB42 GGTCAAGGAGATCATCGAGGCG OE
HB43_mcpH_T2070C_rv HB43 CGCCTCGATGATCTCCTTGACC OE
HB44_mcpH_T255C_rv HB44 GACCCGTGGCGGTGTCGTC OE
HB69_treaP_seq_fw HB69 TTAGCGAAGCAGCCTTTC A/S

34 1m Verlaufe der experimentellen Phase der Doktorarbeit fand eine Umbenennung des Kondensationsenzyms
TreaC in TreaP statt [vgl. (Tabelle 20)]. Die Namen aller Primer in dieser Arbeit wurden an die neue Benennung
angepasst, auch wenn sie im Laborbuch unter alter Benennung aufgefuhrt sind.
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HB70_treaP_seq_rv HB70 ATACCGCATGGCAACTGG A/S

HB79_qc_treaP_C1595T_fw HB79 TCAGTGCGAAATGGTTGGGCGATAAAAGTA Qc

HB80_qc_treaP_C1595T rv HB80 TACTTTTATCGCCCAACCATTTCGCACTGA Qc

HB93_ga_tamC_fw HB93 AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAC  GA
ATGATCCCTAATCAATGGTATG

HB94_ga_tamC_rv HB94 ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGATGTACTTC  GA
TTCAATGCCGATA

HB95 ga_treaC_fw HB95 AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAC  GA
ATGATCCCTAATCAATGGTATG

HB96_ga_treaC_rv HB96 ATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTAATTTC  GA
TTCAATACCAATGATTT

HB97_seq_redH_fw HB97 ACGACGAGAAGCTGGAGG A/S

HB98_seq_redH_fw HB98 ACCTGACCCGCATGTCG A/S

HB99 seq_marH_fw HB99 GACTACTTCGTGCTGGACG A/S

HB100_seq_marH_fw HB100 CGAACGCATGTCGTCGTCG A/S

HB101_ga_pET32a_pigC_fw HB101 ACGACGACGACAAGGCAATGAATCCTACCCTGG  GA
TGGTT

HB102_ga_pET32a_pigC_rv HB102 TTGTCGACGGAGCTCGCTAGCCATCGGCACGTT  GA
C

HB103_ga_pET32a_tamQ_fw HB103 ACGACGACGACAAGGCAATGATTAACGCTGCG  GA
ATG

HB104_ga_pET32a_tamQ_rv HB104 TTGTCGACGGAGCTCGTTAACTTTCCTTATCTAA  GA
AACTACG

HB105_ga_pET32a_treaP_fw HB105 ACGACGACGACAAGGCAATGACAGTTAACTCTC  GA
TGG

HB106_ga_pET32a_treaP_rv HB106 TTGTCGACGGAGCTCGTTAATCTTCCTTATTTAC  GA
AATTATTAGA

HB113_ga_pET32a_tamC_fw HB113 ACGACGACGACAAGGCAATGATCCCTAATCAAT  GA
GGTAT

HB114 ga_pET32a_tamC_rv HB114 TTGTCGACGGAGCTCGTTAATGTACTTCTTCAAT  GA
GCCGATA

HB115_ga_pET32a_treaC_fw HB115 ACGACGACGACAAGGCAATGATCCCTAATCAAT  GA
GGTATG

HB116_ga_pET32a_treaC_rv HB116 TTGTCGACGGAGCTCGCTAGTTAATTTCTTCAAT  GA
ACCAATG

HB_AAR_ga_marH_fw — GTGCCGCGCGGCAGCCAATGACCACCCACGCCA GA
CCGA

HB_AAR_ga_marH_rv — AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCAGAGCTCCGA  GA
GTTTTCCACC

HB_AAR_ga_redH_fw — GTGCCGCGCGGCAGCCAATGGACACGCACGTG  GA
TCGGAC

HB_AAR_ga_redH_rv — AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCAGAGCTCGTC  GA
GGTGGTGG

AARO1_seq_marH_fw — CCAGCACGACACCATCCT A/S

T7 — TAATACGACTCACTATAGGG A/S

PRSET-RP — ATGCTAGTTATTGCTCAGC A/S

pPIGC_3_seq1® — TCATGTTTACCCAAGATCCG A/S

PPIGC_3_seq2™ — TGCAAGGCTACGTCTATCT A/S

pPIGC_3_seq3®! — AACTGGTCACCGTCCTG A/S

pPIGC_3_seq4l! — TATCAGCCCAGGATGAAA A/S

pPIGC_3_seq5! — GCCGATATCGATTTCAGCG A/S

pPIGC_3_seq6™ — TTGGCCGGATGAAGCTG A/S

o] Die Primer wurden von Dr. Andreas S. Klein designt und zur Verfiigung gestellt.
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Tabelle 19. Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Plasmide.

Plasmid Genotyp Herkunft/Referenz

pET28a(+) lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, Kan®, pBR322 Novagen
Ori

pET32a(+) lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla (Amp~), Novagen
pBR322 Ori

pET28a(+)::pigC lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanF, 117,197 dort als pPigC_3
pBR322 ori, pigC bezeichnet

pET28a(+)::tamQ lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanF, diese Arbeit
pBR322 ori, tamQ

pET28a(+)::treaPl lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, Kan®, diese Arbeit
pBR322 ori, treaP

pET28a(+)::tamC lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanF, diese Arbeit
pBR322 ori, tamC

pET28a(+)::treaCl lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, Kan®, diese Arbeit
pBR322 ori, treaC

pET28a(+)::redH lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanR®, diese Arbeit
pBR322 ori, redH

pET28a(+)::mcpH! lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanF, diese Arbeit
pBR322 ori, mcpH

pET28a(+)::mcpH_synth  lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, KanF, GenScript USA Inc.
pBR322 ori, mcpH_synth

pET28a(+)::marH_synth  lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, Kan®, (259

pBR322 ori, marH_synth

pET32a(+)::pigC lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla (Amp~), diese Arbeit
pBR322 ori, pigC

pET32a(+)::tamQ lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla (Amp~), diese Arbeit
pBR322 ori, tamQ

pET32a(+)::treaPl lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla (AmpR), diese Arbeit
pBR322 ori, treaP

pET32a(+)::tamC lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla (Amp~), diese Arbeit
pBR322 ori, tamC

pET32a(+)::treaC? lacl, T7 Prom, T7 Term, f1 ori, bla (AmpR), diese Arbeit
pBR322 ori, treaC

pUC57::redH_synth bla (AmpR), lacz, rep (pPMB1), redH_synth GenScript USA Inc.

pUC57::marH_synth bla (AmpR), lacz, rep (pPMB1), marH_synth GenScript USA Inc.

pG-KJE8 araB Prom, dnaK, dnaJ, grpE, rrnBT1T, Term, TaKaRa Bio Inc. (Kusatsu,

p15A ori, tet?, Pzt-1 Prom, groES, groEL, CmfF, Prafektur Shiga, Japan)
araC Repressor

pGro7 araB Prom, groES, groEL, pACYC ori, Cm~, TaKaRa Bio Inc. (Kusatsu,
araC Repressor Prafektur Shiga, Japan)

pG-Tf2 Pzt-1 Prom, groES, groEL, tig, tet?, CmR, p15A  TaKaRa Bio Inc. (Kusatsu,
ori Prafektur Shiga, Japan)

pTf16 araB Prom, tig, p15A ori, CmR, araC Repressor  TaKaRa Bio Inc. (Kusatsu,

Prafektur Shiga, Japan)

[el'v/g|. Tabelle 20.
b1 \Wurde nur mit Punktmutationen erhalten (vgl. Kapitel 9.6, Abbildung A 24).
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Tabelle 20. Benennungen des Kondensationsenzyms und der Zyklase aus P. citrea.

Kondensationsenzym Zyklase aus P. citrea

aus P. citrea

Benennung des Gens/Enzyms in dieser Arbeit treaP/TreaP treaC/TreaC
Benennung des Gens/Enzyms in Laborbuch bis 01.02.2019 | treaC/TreaC —
Benennung des Gens/Enzyms in Laborbuch ab 01.02.2019 | treaP/TreaP treaC/TreaC

8.1.6 Mikroorganismen

Tabelle 21. Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen.

Mikroorganismus Genotyp Herkunft/Referenz  Verwendung

E. coli BL21(DE3) F-ompT gal dcm lon hsdSB(rB~  B74 Proteinexpression
mB~) A(DE3 [lacl lacUV5-T7p07
ind1 sam7 nin5]) [malB*]K
12(AS)
E. coli DH5a F~ ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) B72 Klonierung
U169 recAl endAl hsdR17 (rK-,
mK*) phoA supE44 A~ thi-1
gyrA96 relAl

E. coli Machl ArecA1398 endAl tonA (373] Klonierung
®80AlacM15 AlacX74 hsdR(rk~
mK*)

E. coli Rosetta™2(DE3) F~ ompT lon gal dcm hsdSB(rB~ Novagen Proteinexpression
mB~)(DE3) pRARE2 (CamF)

P. pastoris, DSM 70382 Wildtyp (3741 Toxizitdts-Assays

(K. phaffii)

P. citrea (DSM 8771) Wildtyp (1441 Genomisolierung

P. putida pig-r2® r, m*, TREX-LpigR GmF® 205, 212] Naturstoffproduktion

P. putida pig-r2 ApigD'® r, m*, pig Cluster, TREX-LpigR 205, 212] Mutasynthese
ApigD GmR SmF

P. tunicata D2 Wildtyp (3751 Genomisolierung

(DSM 14096)

S. cerevisiae YO0000 Wildtyp (MATa, his3D1, leu2D0, 378 Toxizitdts-Assays

(BY4741) lys2D0, ura3D0)

S. coelicolor A3(2) Wildtyp (3771 Genomisolierung

(DSM 40783) (neue

Bezeichnung:

S. violaceoruber)

S. longispororuber Wildtyp (378] Genomisolierung
(DSM 40667)

eI Dje Benennung der Stimme erfolgte analog zu den publizierten Veréffentlichungen.[t7 197, 205, 247]
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8.2 Synthesevorschriften

8.2.1 Allgemeine chemische Methoden

8.2.1.1L6ésungsmittel

Petrolether (PE), EtOAc, Diethylether und Dichlormethan wurden vor Gebrauch mithilfe von
Rotationsverdampfern destilliert. Alle anderen Losungsmittel wurden ohne weitere Reinigung
verwendet. Die absoluten Losungsmittel Tetrahydrofuran, Dichlormethan, Diethylether und Toluol
wurden durch eine Losungsmitteltrocknungsanlage (MB-SPS-800; M. Braun Inertgas-Systeme GmbH,
Garching, Deutschland) bereitgestellt. Bei Analysen mittels GC-MS, NMR, IR, LC-MS und HRMS (engl.
high-resolution mass spectrometry) wurden nur LOosungsmittel mit der geforderten Reinheit

verwendet.

Zur Extraktion von Prodigininen wurde acides Ethanol verwendet, welches aus Ethanol (p.a.) versetzt

mit 4% (v/v) 1 N HCI besteht.

8.2.1.2 Reaktionsdurchfiihrung, Reaktionskontrolle und praparative Chromatographie

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Reaktionen unter inerten Bedingungen in zuvor
ausgeheizten Glasgeraten unter Schutzgasatmosphéare (Argon oder Stickstoff) durchgefihrt. Die
Glaswaren wurden Uber Nacht im Trockenschrank (120°C) ausgeheizt und bei Arbeiten unter
Schlenk-Bedingungen zusatzlich mit einem Heillluftgebldse erhitzt. Inerte Reaktionen wurden in
Schlenk-Kolben und unter Nutzung der Schlenk-Technik durchgefiihrt. Zur Reaktionskontrolle wurde
die DC unter Verwendung von DC-Folien mit Kieselgel 60 oder mit Aluminiumoxid (8.1.2) genutzt.
Verbindungen wurden durch UV-Licht sichtbar gemacht und/oder durch Anfarben mit KMnO4 Losung
[1.5g KMnOg, 10 g K,COs3, 1.25 mL 10% (v/v) NaOH, 200 mL H,0] oder p-Anisaldehyd L&sung (3 mL
p-Anisaldehyd, 6 mL konz. H,SO4, 300 mL konz. Essigsaure). Nach Anfarben der DC-Folien wurden
diese anschlieend unter Nutzung eines HeilSluftgeblases entwickelt. Die Entfernung von
Losungsmitteln erfolgte mittels Rotationsverdampfern bei einer Badtemperatur von 40°C. Fiur die
praparative Saulenchromatographie wurden Glassaulen gefiillt mit Kieselgel 60 oder neutralem
Aluminiumoxid (8.1.2) genutzt. Die Elution der Verbindungen erfolgte mit verschiedenen

Losungsmittelgemischen.

8.2.1.3 Massenspektrometrie

GC (Gaschromatographie)-MS Messungen wurden mit einem Trace 1310 Gaschromatographen
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) gekoppelt mit einem 1sQ™ Qb
Single Quadrupole Massenspektrometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) durchgefuhrt. Die
Temperaturen des Injektors und des Detektors lagen konstant bei 250°C bzw. 230°C. Als Tradgergas
wurde Helium verwendet. Zur chromatographischen Trennung war der Gaschromatograph mit einer
Optima 5MS Saule (30 m x 0.25 mm, 0.25 uM; Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) ausgestattet.
Das folgende Temperaturprogramm wurde verwendet: 1 min, 60 °C; 60-185°C (15 °C/min); 185-280°C

(120°C/min); 5 min, 280°C. Die lonisation der Analyte im Massenspektrometer erfolgte durch
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ElektronenstoRionisation bei 70eV. Die Proben fiir GC-MS Messungen wurden in

Methyl-tert-butylether (MTBE) gelost.

Hochauflésende Massenspektren wurden vom Zentralinstitut fiir Engineering, Elektronik und Analytik
(ZEA-3) des Forschungszentrum Jiilich GmbH durchgefiihrt oder am HHU Center of Molecular and
Structural Analytics (HHUCeMSA), dem gemeinsamen Analytikzentrum der Wissenschaftlichen
Einrichtung Chemie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Flr die Aufnahme der Spektren wurde
im Falle des ZEA-3 ein Fouriertransformation-lonenzyklotronresonanz-Massenspektrometer
(FT-ICR-MS) eingesetzt und die in Methanol gelosten Proben mittels Elektronensprayionisation (ESI)
ionisiert. Die Messungen am HHUCeMSA erfolgten mit einem UHRQTOF maXis 4G
(Bruker Corporation, Billerica, MA, USA), wobei die in Methanol gelosten Proben ebenfalls per ESI

jonisiert wurden.

8.2.1.4 NMR-Spektroskopie und Quantitative NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme aller NMR-Datensitze erfolgte an einem Advance/DRX 600 NMR Spektrometer
(Bruker Corporation, Billerica, MA, USA). Die Messungen erfolgten bei 297 K in CDCl; oder DMSO-ds
bei 600 MHz bzw. 151 MHz. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben und relativ zu
den charakteristischen Signalen von CDCls [*H: §(CDCl3) = 7.26 ppm und 3C: §(CDCls) = 77.2 ppm],
DMSO-ds [*H: §(DMSO-ds) = 2.50 ppm und 13¢C: §(DMSO-ds) = 39.5 ppm] oder  TMS
[*H: 8(TMS) = 0.00 ppm und 3C: §(TMS) = 0.0 ppm]. Neben 'H- und 3C-Spektren wurden zusatzlich
DEPT (engl. distortionless enhancement by polarization transfer)-135° Puls-, 'H-'H-COSY (engl.
correlation spectroscopy), H-3C-HSQC (engl. heteronuclear single quantum coherence) und
IH-13C-HMBC (engl. heteronuclear multiple bond correlation) Spektren aufgenommen und zur
Zuordnung der Signale verwendet. Die Multiplizitaten der Signale wurden als Singulett (s), Dublett (d),
Triplett (t), Quartett (g), Multiplett (m), zentriertes Multiplett (mc) und breites Singulett (brs)

bezeichnet. Die Kopplungskonstanten (/) sind in Hz angegeben.

Zur Bestimmung der Reinheit von Substanzen wurden quantitative NMR-Messungen durchgefiihrt
unter Verwendung von 4-Methoxyphenol als internem Standard. Die Peakflache der Methoxygruppe
bei 3.76 ppm (*H-NMR) wurde als Referenz genutzt und die Masse des Analyten iiber die nachfolgende

Gleichung berechnet.

NStandard MProdukt IProdukt

Mprodukt™ Mstandard *
NProdukt |VIStandard IStandard

Formel 1. Formel zur Berechnung der Masse eines Analyten bei quantitativer NMR-Analyse (m = Masse,
N = Anzahl der signalerzeugenden Protonen, M = molare Masse, | = Integral des Signals).

8.2.1.5Infrarot(IR)-Spektroskopie
IR-Spektren wurden auf einem SpectrumTwo IR Spektrometer (Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA)
aufgenommen. Die Messungen erfolgten mittels ATR-IR (engl. attenuated total reflection) und die

Absorptionsbanden jedes Spektrums wurden als Wellenzahlen ¥ (1/cm) aufgefihrt. Flissigkeiten
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wurden direkt vermessen, wahrend Feststoffe in Chloroform geldst und aufgetragen wurden. Die

Messung wurde nach Verdampfen des Losungsmittels begonnen.

8.2.1.6 LC-MS Analyse

Die Analyten wurden mit einer Agilent 1100 LC-MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
ausgestattet mit einem Diodenarraydetektor (DAD) und API (engl. atmospheric pressure jonisation)
Elektronenspray Massendetektor analysiert. Die Substanzen wurden auf einer reversed phase Atlantis
T3 S&ule (1 m x 3 mm, 3 um) getrennt. Wasser und Methanol mit jeweils 0.1% (v/v) Ameisensaure
wurden als mobile Phase verwendet, wobei folgender Gradient verwendet wurde: 0.00 min:
Wasser/Methanol (90:10); 4.00 min: Wasser/Methanol (40:60); 6.00 min: Methanol. Nach 10 min
wurde das Programm gestoppt. Flussrate und Sdulentemperatur wurden konstant bei 0.6 mL/min bzw.
30°C gehalten. Die Detektionswellenlangen des DAD betrugen A =510 nm, 520 nm, 530 nm, 540 nm,
3D-Feld (A = 190-800 nm). Die Analyten wurden in Methanol gel6st und 10 pL jeder Probe injiziert. Die
MS Detektion erfolgte im positiven Modus in einem Bereich von m/z = 100-1000. Die Substanzen

wurden Uber ihr UV-Absorptionsspektrum und das Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis identifiziert.

8.2.1.7 Schmelzpunktbestimmung
Die Schmelzpunktbestimmung erfolgte an einem Blichi Melting Point B-540 Gerat
(Biichi Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland).

8.2.2 Synthese von Pyrrolen

Die Pyrrolsynthesen erfolgten alle unter Schutzgasatmosphdre und moglichst unter Lichtausschluss,
um Polymerbildung zu verhindern. Alle in dieser Arbeit hergestellten und genutzten Pyrrole sind in
Tabelle 3 aufgefiihrt. Wie Tabelle 3 zu entnehmen ist, wurden die Pyrrole 3c—3e, 3g, 3j, 3k, 27b, 57b,
57d und 82b-82d nicht im Rahmen dieser Arbeit hergestellt, sondern von Dr. Andreas Klein

erhalten [17,197, 247, 248]
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Tabelle 22. Ubersicht {iber die in dieser Arbeit verwendeten Pyrrole. Alle in grau markierten Pyrrole wurden von
Dr. Andreas S. Klein synthetisiert und zur Verfligung gestellt. Alle anderen Pyrrole sind im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt worden, im Rahmen gemeinsamer Arbeiten mit Dr. Andreas S. Klein entstanden oder im Rahmen
studentischer Arbeiten. Details hierzu sind in der Tabellenunterschrift zu finden.

Monopyrrol R?! R? (CH2)n Syntheseroute  Gesamtausbeute [%]
3plabl Methyl Methyl — A 36!
3jlbel Methyl Ethyl — A 30!
3¢l Methyl n-Propyl — A 590
3d Methyl n-Butyl — A 480
33! Methyl n-Pentyl — A 37
3el® Methyl n-Hexyl — A 490l
3flab] Methyl n-Octyl — A 420]
3gl Methyl n-Decyl — A 36/l
3hl@b! Methyl n-Dodecyl — A 38!
3k Methyl 2-Propenyl — A 210!
3jlel Methyl 4-Pentenyl — Al 45[ae]
57fbel Ethyl Methyl — A 26
57glbcl Ethyl n-Propyl — A 4[b]
57al"! Ethyl n-Pentyl — A 7!
57elb n-Propyl Ethyl — A 1310
57b' n-Butyl n-Propyl — A 148!
57clb! n-Pentyl n-Butyl — A 5500
57d® n-Hexyl n-Pentyl — A 350
82elfbl — — 5 A 1]
82c!" — — 6 A 441
82b!" — - 7 A 3611
823! — — 8 A 230
82d (¢! — — 12 A 2011
56¢b! H Ethyl — B 210
56d®P! H n-Propy! — B 36!
56b(®P! H n-Pentyl — B 130!
56el"] H n-Hexyl — B 750!
56f0 b H n-Octyl — B 40!
56al*’! H n-Undecyl — B 20
56gld H n-Dodecyl — B 48]
56h!bc] H n-Tetradecyl — B 520
56ilb H n-Hexadecy! — B 83bl
27bl Methyl H — C 490
27§ n-Propyl H — C 2
27elM n-Pentyl H — C 5lhl
27dM n-Octyl H — C 19
27alb7 n-Undecyl H — C 2-110M
27cM n-Tetradecyl H — C 191h
27gM n-Hexadecyl H — C 17

(el Klein et al.[**”!

bl |m Rahmen dieser Arbeit synthetisiert.

[l Brass et al.'7”!

[d) 7-Octen-2-on, das Edukt der Trofimov-Reaktion, wurde zuvor aus 6-Heptensiure synthetisiert.
[e] Gesamtausbeute wurde ausgehend von 6-Heptenséure berechnet.

! Klein et al.?*”)

81 Wurde von M. Sc. David P. Klebl, im Rahmen seiner Masterarbeit synthetisiert.[2*?!

' Wurde von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit synthetisiert.2>*

[l Synthese wurde von Dr. Andreas S. Klein im Rahmen seiner Dissertation etabliert.[!”!
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8.2.2.1Vorschrift A: Synthese der 2,3-Dialkylpyrrole 3a, 3b, 3f, 3h, 3i, 57a, 57c, 57e, 57f und
der zyklischen 2,3-alkylierten Pyrrole 82a, 82e

RZ2" ",
R T O
R 1 R? N~ R
R \)\R1 H
84 83 3a-b, 3f, 3h, 3i,
57a, 57c, 57ef,
82a, 82e

Schema 33. Allgemeines Reaktionsschema der Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen und zyklischen 2,3-alkylierten
Pyrrolen nach Vorschrift A.

Die 2,3-dialkylierten Pyrrole 3a, 3b, 3f, 3h, 3i, 57a, 57c, 57e, 57f und die zyklischen 2,3-alkylierten
Pyrrole 82a, 82e wurden nach Vorschrift A entsprechend den Synthesevorschriften von Klein et al. und

der Dissertationsschrift von Dr. Andreas S. Klein synthetisiert.[*”- 17]

Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von Ketoximen 83

HONH, - HClI,
o Pyridin N‘OH
% I
R? R?
\)LR1 EtOH, Ruckfluss, \)\R1
2h
84 83

Gemédrsertes Hydroxylaminhydrochlorid (1.5 Aq.), Keton® (84, 1.0 Aq.) und Pyridin (0.8 Ag.) wurden in
unvergalltem Ethanol (0.5 mL/mmol Keton) unter normaler Atmosphare fur 2 h unter Ruckfluss erhitzt.
Die Reaktionsmischung wurde nach Abbruch der Reaktion und Abkiihlen mit EtOAc extrahiert
(3x 25 mL). Die vereinten organischen Phasen wurden mehrmals mit 1 N HCl und Wasser gewaschen,
tiber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die Ketoxime3® 83
wurden ohne weitere Reinigung in der folgenden Synthese eingesetzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte

iber DC und Anfarben mit einer KMnQ,4 Lésung.!t7- 197 247]

35 Allen Ketonen wurde die allgemeine Molekiilnummer 84 zugeordnet. Die Art der eingesetzten Ketone kénnen
den einzelnen folgenden Abschnitten zur Analytik der Pyrrole entnommen werden.

36 Da es sich um ein Intermediat der Pyrrolsynthese handelt, wurde allen Ketoximen die allgemeine
Molekilnummer 83 zugeordnet.
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Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese der 2,3-dialkylierten Pyrrole 3a, 3b, 3f, 3h, 3i, 573,
57c, 57e, 57f und der zyklischen 2,3-alkylierten Pyrrole 82a, 82e nach Trofimov.[?*°!

NoH 1,2-Dichlorethan, R2 .
KOH Y
2 ] '
IR\)\R1 — . U\R1"l:
DMSO, 90100 °C, N
4h
83 3a-b, 3f, 3h, 3i,
57a, 57c, 57e-f,
82a, 82e

Ketoxim (83, 1.0 Ag.), KOH (5.0 Ag.), DMSO (2.13 mL/mmol Ketoxim) und Wasser (13.7 uL/mmol
Ketoxim) wurden unter Schutzgasatmosphare in einem Dreihalskolben auf 90-100°C erhitzt. Der
Reaktionskolben wurde mit Aluminiumfolie umhdllt, um den Reaktionsansatz vor Licht zu schitzen.
Mithilfe einer Spritzenpumpe wurde 1,2-Dichlorethan (3.5 Ag.) in DMSO (0.21 mL/mmol Ketoxim)
Uber einen Zeitraum von 2 h zugegeben. Nach der Hélfte der Zugabe wurde eine zweite Portion KOH
(5.0 Aqg.) zur Reaktionsmischung gegeben. Der Reaktionsansatz wurde nach Ende der 1,2-Dichlorethan
Zugabe noch fiir weitere 2 h geriihrt. Anschliefend wurde die Reaktion durch Zugabe von Eiswasser
abgebrochen und der Ansatz mit Diethylether (3x 25 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die
saulenchromatographische Reinigung [Kieselgel; PE/Dichlormethan bzw. PE/EtOAC (verschiedene
Verhéltnisse) + 1% (v/v) Triethylamin (TEA)] ergab die Monopyrrole 3a, 3b, 3f, 3h, 3i, 57a, 57c, 57e,
57f, 82a und 82e als leicht gelbes Ol oder Feststoff. Die Reaktionskontrolle erfolgte iiber DC und

Anfirben mit p-Anisaldehyd Losung.[*7- 197, 2471

2,3-Dimethyl-1H-pyrrol (3b)
. 3 1 Entsprechend Vorschrift A fir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde das
(/_\Q Pyrrol3b aus  2-Butanon (2.60mL, 29.0 mmol) hergestellt und nach
’ 2z " saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 75:25+ 1% (v/v) TEA] als
leicht gelbes Ol (983 mg, 10.3 mmol, 36 %) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): § = 2.04
3b (s, 3H, 1”-H), 2.19 (s, 3H, 1'-H), 6.00 (m¢, 1H, 4-H), 6.59 (m¢, 1H, 5-H), 7.71 (brs, 1H, 1-NH);
B3C-NMR (151 MHz, CDCl3): § = 11.0 (C-1"), 11.1 (C-1), 110.1 (C-4), 114.2 (C-3), 114.9 (C-5), 123.7 (C-2);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3377, 2921, 1683, 1464, 1246, 1101, 1058, 943, 898, 831, 707, 638, 547;
MS (EI, 70 eV): m/z = 95 [(M)*], 94, 80, 67, 51; tg = 4.4 min.

N
H
1

Die Analytik Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[*”- 379

190



Experimentalteil

3-Ethyl-2-methyl-1H-pyrrol (3i)

. 3 o Entsprechend Vorschrift A fir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde das
A/_\Q Pyrrol3i aus 2-Pentanon (2.00g, 23.2mmol) hergestellt und nach

5

2 saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 85:15+ 1% (v/v) TEA] als
leicht gelbes Ol (752 mg, 6.89 mmol, 30%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls):

3i & [ppm] = 1.20 (t, 3J2+1 = 7.6 Hz, 3H, 2"-H), 2.22 (s, 3H, 1’-H), 2.46 (q, 3J1-2» = 7.6 Hz, 2H,
1"-H), 6.08 (m¢, 1H, 4-H), 6.62 (m¢, 1H, 5-H), 7.71 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls):
& [ppm] =11.1 (C-1'), 15.7 (C-2"), 19.1 (C-1"), 108.4 (C-4), 115.0 (C-5), 121.3 (C-3), 123.0 (C-2);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3376, 2962, 1453, 1103, 951, 899, 832, 697, 547; MS (El, 70 eV): m/z = 109
[M*], 94, 80, 67, 53; tg = 5.2 min.

N
H
1

Die NMR-, IR- und MS-Daten stimmen mit der Literatur Gberein.3%

2-Methyl-3-pentyl-1H-pyrrole (3a, 2-Methyl-3-amyl-1H-pyrrol, MAP)
" Entsprechend Vorschrift A fiir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1),
wurde das Pyrrol 3a aus 2-Octanon (3.00 mL, 19.2 mmol) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 75:25 + 1% (v/v) TEA]
als leicht gelbes Ol (1.1 g, 7.2 mmol, 37%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls):
§=0.91 (t, ¥s,4 = 6.8 Hz, 3H, 5"-H), 1.28-1.40 (m, 4H, 3"-, 4"-H), 1.55 (m., 2H,
3a 2"-H), 2.19 (s, 3H, 1"-H), 2.39 (t, 31> = 7.7 Hz, 2H, 1"-H), 6.03 (t, *Jas = 2.8 Hz,
3Jay=2.8Hz, 1H, 4-H), 6.60 (t, *)s54=2.7Hz, *Js1=2.7Hz, 1H, 5-H), 7.71 (brs, 1H, 1-NH);
3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & = 11.2 (C-1), 14.3 (C-5"), 22.8 (C-4"), 26.0 (C-1"), 31.2 (C-2"), 31.9 (C-3"),
109.0 (C-4), 114.9 (C-5), 119.9 (C-3), 123.3 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3382, 2925, 2857, 1695,
1465, 1377, 1266, 1060, 1021, 830, 707; MS (EI, 70 eV): m/z =151 [(M)*], 108, 94, 80, 67, 50 ;

tr = 8.5 min.

Die Analytik Daten stimmen mit der Literatur iberein.[*” 1

2-Methyl-3-octyl-1H-pyrrol (3f)
-

g~ Entsprechend Vorschrift A fiir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen
(8.2.2.1), wurde das Pyrrol 3f aus 2-Undecanon (1.78 mL, 8.60 mmol)
hergestellt und nach saulenchromatographischer Reinigung
[PE/Dichlormethan, 75:25+ 1% (v/v) TEA, dann PE/EtoAc,
90:10 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelbes Ol (702 mg, 3.63 mmol, 42%)
3f erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 0.89 (t, *Js»7- = 7.0 Hz, 3H, 8"-H),
1.22-1.38 (m, 10H, 3"-, 4"-, 5"-, 6", 7"-H), 1.53 (m¢, 2H, 2"-H), 2.19 (s, 3H, 1'-H), 2.39 (t, 3J1~2» = 7.7 Hz,
2H, 1"-H), 6.02 (t, *Jas = 2.8 Hz, %J41=2.8, 1H, 4-H), 6.60 (t, *Js4 = 2.7 Hz, 3J51 = 2.7 Hz, 1H, 5-H), 7.70
(brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): 6§ =11.2 (C-1’), 14.3 (C-8"), 22.8, 26.1 (C-1"), 29.5, 29.7,
29.8,31.5(C-2"),32.1,109.0 (C-4), 114.9 (C-5), 119.9 (C-3), 123.3 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3379,
2922, 2853, 1464, 1378, 1109, 900, 831, 710, 669, 544; MS (El, 70 eV): m/z = 193 [(M)*], 178, 136, 108,
94, 80, 53; tr = 10.8 min.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur iberein.!*” 7]
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3-Dodecyl-2-methyl-1H-pyrrol (3h)

3h
11"-H), 1.52 (m, 2H, 2"-H), 2.18 (s, 2H, 1-H), 2.38 (t, *J1» 2~ = 7.7 Hz, 2H, 1"-H), 6.02 (m,, 1H, 4-H), 6.59
(t, %54 =2.7 Hz, *Js1 = 2.7 Hz, 1H, 5-H), 7.71 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCl5): 6 = 11.2 (C-1’),
14.3 (C-12"), 22.8, 26.1 (C-1"), 29.5, 29.8, 29.8, 29.9, 31.5 (C-2"), 32.1, 109.0 (C-4), 114.9 (C-5), 119.9
(C-3), 123.3 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3381, 2922, 2852, 1724, 1465, 1378, 1277, 1111, 901, 831,
709, 544; MS (El, 70 eV): m/z = 249 [(M)*], 234, 220, 206, 192, 178, 164, 150, 136, 122, 108, 94, 67, 52;
tr = 12.5 min.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur iberei

2-Ethyl-3-methyl-1H-pyrrol (57f)

Entsprechend  Vorschrift A fir die  Synthese von
2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde das Pyrrol3h aus
2-Pentadecanon (2.50g, 11.0 mmol) hergestellt und nach
saulenchromatographischer  Reinigung [PE/Dichlormethan,
75:25 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelbes Ol (1.1 g, 4.2 mmol, 38%)
erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 0.89 (t, /15711~ = 6.9 Hz,
3H, 12"-H), 1.24-1.36 (m, 18H, 3"-, 4", 5"-, 6"-, 7"-, 8"-,9"-, 10"-,

n. [17,197]

1" Entsprechend Vorschrift A fiir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde das

4/ 3\ . Pyrrol 57f aus 3-Pentanon (2.44mlL, 23.2mmol) hergestellt und nach
3 H 2 saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 85:15+ 1% (v/v) TEA] als
1 2 Jeicht gelbes Ol (634 mg, 5.81 mmol, 26%) erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls):
57f 8 [ppm] =1.22 (t, 3J1-= 7.7 Hz, 3H, 2'-H), 2.07 (s, 3H, 1”-H), 2.61 (q, 3J1» = 7.6 Hz, 2H,

1'-H), 6.03 (m, 1H, 4-H), 6.61 (m¢ 1H, 5-H), 7.76 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls):
6 [ppm] =10.9 (C-1"), 14.2 (C-2'), 19.1(C-1"), 110.2 (C-4), 113.4 (C-3), 114.9 (C-5), 129.7 (C-2);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] =3380, 2966, 1466, 1107, 1061, 1018, 898, 831, 716, 695, 638, 547;
MS (EI, 70 eV): m/z = 109 [M*], 94, 80, 67, 53; tg = 5.0 min.

Die *C-NMR-Daten stimmen mit der Literatur tiberein.38

2-Ethyl-3-propyl-1H-pyrrol (57g)
-

Entsprechend Vorschrift A fir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde
das Pyrrol 57g aus 3-Heptanon (2.58 mL, 18.5 mmol) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 85:15 + 1% (v/v) TEA] als
leicht gelbes Ol (109 mg, 790 pmol, 4%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls):

57g & [ppm] = 0.96 (t, 3J3-2+ = 7.2 Hz, 3H, 3"-H), 1.20 (t, 3J».1' = 7.6 Hz, 3H, 2"-H), 1.57 (m,,

2H, 2”-H), 2.39 (t, 312+ = 7.7 Hz, 2H, 1”-H), 2.60 (q, 31> = 7.6 Hz, 2H, 1’-H), 6.03 (m,,

1H, 4-H), 6.62 (t, 3Js4 = 2.7 Hz, 3J51 = 2.7 Hz, 1H, 5-H), 7.75 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCl5):

6 [ppm] = 14.3 (C-3"), 14.6 (C-2'), 19.0 (C-1'), 24.8 (C-2"), 28.1 (C-1"), 109.0 (C-4), 115.0 (C-5), 118.9

(C-3), 129.5 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3383, 2961, 2928, 1464 1109, 1066, 1007, 902, 832, 714,

544; MS (El, 70 eV): m/z =137 [M*], 122, 108, 93, 80, 67; tzg = 6.7 min; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon):
Berechnet fiir CoH16N (M + H)" = 138.12773, gefunden = 138.12772.
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2-Ethyl-3-pentyl-1H-pyrrol (57a)
5" Entsprechend Vorschrift A fiir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1),
wurde das Pyrrol 57a aus 3-Nonanon (2.50 mL, 14.5 mmol) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [PE/EtOAc, 98:2 + 1% (v/v) TEA] als leicht
gelbes Ol (163 mg, 986 umol, 7%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 0.90
(me, 3H, 5”-H), 1.20 (m¢, 3H, 2'-H), 1.28-1.39 (m¢, 4H, 3"-, 4”-H), 1.54 (m, 2H, 2"-H),
57a 2.39(t, 312 = 7.2 Hz, 2H, 1"-H), 2.59 (q, ¥1.2 = 7.6 Hz, 2H, 1'-H), 6.03 (m¢, 1H, 4-H),
6.61 (me, 1H, 5-H), 7.76 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & = 14.3 (C-5"), 14.6 (C-2), 19.0
(C-1"), 22.8 (C-3"), 25.9 (C-1"), 31.4 (C-2"), 32.0 (C-4"), 108.9 (C-4), 115.0 (C-5), 119.1 (C-3), 129.4 (C-2);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3384, 2959, 2925, 2854, 1465, 1377, 1110, 1064, 1010, 900, 831, 713, 477;
MS (El, 70 eV): m/z = 165 [M*], 150, 136, 122, 108, 93, 80, 67, 51; tg = 9.1min.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur iberein.l*” 7]

3-Ethyl-2-propyl-1H-pyrrol (57e)

. Entsprechend Vorschrift A fir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde

das Pyrrol57e aus 4-Heptanon (1.62g, 14.2 mmol) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [PE/EtOAC, 90:10 + 1% (v/v) TEA] als leicht
gelbes Ol (260mg, 1.89 mmol, 13%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls):

57e 8 [ppm] = 0.96 (t, 3J3,2 = 7.4 Hz, 3H, 3'-H), 1.18 (t, /51~ = 7.6 Hz, 3H, 2"-H), 1.58 (m,,
2H, 2'-H), 2.44 (q, *J172» = 7.6 Hz, 2H, 1"-H), 2.54 (t, ®J1,» = 7.6 Hz, 2H, 1'-H), 6.04 (m,, 1H, 4-H), 6.62 (t,
3Js4=2.7 Hz, 3Js1 = 2.7 Hz, 1H, 5-H), 7.73 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.1
(C-3"), 16.0 (C-2"), 19.1 (C-1"), 23.6 (C-2’), 28.0 (C-1"), 108.2 (C-4), 115.1 (C-5), 121.1 (C-3), 127.8 (C-2);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm]=3382, 2960, 1457, 1109, 1071, 899, 832, 713, 548;
MS (El, 70 eV): m/z =137 [M*], 122, 108, 93, 80, 67; tr=6.6 min; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon):
Berechnet flr CoHigN (M + H)" = 138.12773, gefunden = 138.12772.

3-Butyl-2-pentyl-1H-pyrrol (57c)

Entsprechend Vorschrift A fir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1),
wurde das Pyrrol 57c aus 6-Undecanon (2.50 mL, 12.2 mmol) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 90:10 + 1% (v/v) TEA]
als leicht gelbes Ol (1.3 g, 6.7 mmol, 55%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls):
§=0.90 (t, 343 = 6.8 Hz, 3H, 4"-H), 0.93 (t, 354 = 7.4 Hz, 3H, 5'-H), 1.27-1.43 (m,
6H, 3"-, 4'-, 3"-H), 1.45-1.61 (m, 4H, 2'-, 2"-H), 2.39 (t, /1~ » = 7.8 Hz, 2H, 1"-H), 2.54
(t, 3Jy2=7.8Hz, 2H, 1'-H), 6.02 (t, 3Jas=2.8Hz, “Js1=2.8Hz, 1H, 4-H), 6.60 (t, 3J54=2.7 Hz,
3Js1= 2.7 Hz, 1H, 5-H), 7.73 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): 6 = 14.2 (C-4"), 14.2 (C-5'), 22.7
(C-3"), 22.8 (C-4'), 25.7 (C-1"), 25.9 (C-1'), 30.1 (C-2"), 31.8 (C-3’), 33.9 (C-2"), 108.8 (C-4), 115.0 (C-5),
119.5 (C-3), 128.3 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3384, 2956, 2926, 2856, 1688, 1459, 1378, 1112,
1078, 902, 831, 708, 473; MS (El, 70 eV): m/z = 193 [M"], 150, 136, 108, 94, 80, 53; tg = 10.3 min.

57¢c

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur iberein.l*” 7]
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1,4,5,6-Tetrahydrocyclopenta[b]pyrrol (82¢e)
s 3 4 . Entsprechend Vorschrift A fiir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde das
L/_\Q Pyrrol 82e aus Cyclopentanon (4.50mL, 50.8 mmol) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 1:1+1% (v/v) TEA] als
orangebrauner Feststoff (44 mg, 0.41 mmol, 1%) erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls):
82e & [ppm] = 2.42 (tt, 3Js4=7.1 Hz, 3Js6=7.1 Hz, 2H, 5-H), 2.62 (t, 3ss = 7.0 Hz, 2H, 4-H),
2.68 (t, *Je5=7.1 Hz, 2H, 6-H), 5.99 (dd, */52=3.0 Hz, %51 =2.0 Hz, 1H, 3-H), 6.68 (dd, 3,3 = 3.0 Hz,
4J,1 = 2.7 Hz, 1H, 2-H), 7.82 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 25.2 (C-6), 25.3 (C-4),
29.4 (C-5), 104.0 (C-3), 120.2 (C-2), 126.7 (C-3a), 136.5 (C-6a); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3373, 2946,
2853, 1674, 1576, 1489, 1451, 1337, 1300, 1132, 1061, 1036, 918, 828, 706; MS (El, 70 eV):
m/z =107 [M?], 106, 80; tg = 7.5 min.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur iberein.}”247]

4,5,6,7,8,9-Hexahydro-1H-cycloocta[b]pyrrol (82a)

s Entsprechend Vorschrift A fir die Synthese von 2,3-Dialkylpyrrolen (8.2.2.1), wurde

3 3: ® das Pyrrol82a aus Cyclooctanon (2.00g, 15.9 mmol) hergestellt und nach

) /N\9a 4 7 saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan, 90:10 + 0.5% (v/v) TEA]

H ° als leicht braunes Ol (539 mg, 3.61 mmol, 23%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls):

! & [ppm] = 1.44 (m, 4H, 7-, 6-H), 1.64 (m, 4H, 8-, 5-H), 2.60 (m¢, 2H, 4-H), 2.70 (m,,
82a

2H, 9-H), 5.96 (m., 1H, 3-H), 6.57 (t, ®J2,3 = 2.7 Hz, )1 = 2.7 Hz, 1H, 2-H), 7.70 (brs, 1H,
1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): § [ppm] = 25.1 (C-4), 25.7", 25.7", 26.1 (C-7), 29.8 (C-8), 30.9 (C-5),
109.4 (C-3), 114.4 (C-2), 119.2 (C-3a), 128.6 (C-9a); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3331, 2914, 2846, 1724,
1452, 1438, 1362, 1233, 1201, 1103, 1066, 974, 951, 901, 883, 860, 842, 778, 746, 722, 695, 669, 607,
576, 504; MS (El, 70 eV): m/z = 149 [M"*], 120, 106, 93, 80, 64, 53; tr = 9.4 min.

" Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die Analytik Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[*7- 382
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8.2.2.2Vorschrift B: Synthese der 3-Alkylpyrrole 56a—56i

o} o) 1
Alkyl Alkyl R
B -0 0 g7 g
H H H

1 |
Tos Tos
4 90 91 92 56a-56i

Schema 34. Allgemeines Reaktionsschema der Synthese der 3-Alkylpyrrole 56a—56i nach Vorschrift B.

N-Tosylpyrrol (90)

a) NaH; THF,
0 °C, 10 min,

(/ \5 RT, 30 min (/ \5
N ' l;l
H b) p-Tosylchlorid; THF, Tos

RT, 3 h
4 90

Unter Schutzgasatmosphire und bei 0°C wurde langsam 1H-Pyrrol (4, 3.50 mL, 50.5 mmol, 1.00 Aq.)
in einem Zeitraum von 10 min zu einer Lésung aus Natriumhydrid (2.42 g, 101 mmol, 2.00 Aq) in
trockenem Tetrahydrofuran (THF, 16 mL) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 30 min bei
Raumtemperatur gerihrt und im Anschluss in trockenem THF (8 mL) geldstes p-Tosylchlorid (9.62 g,
50.5 mmol, 1.00 Aq.) zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir weitere 3 h bei Raumtemperatur
gerthrt, danach durch Zugabe von Wasser bei 0°C vorsichtig gequencht und mit Dichlormethan
extrahiert (3x 30 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung [Kieselgel;
PE/Dichlormethan (75:25)+ 1% (v/v) TEA] ergab N-Tosylpyrrol (90) als hellen Feststoff (3.70g,
16.7 mmol, 30%). Der Reaktionsfortschritt wurde tiber DC und Anfarben mit p-Anisaldehyd Losung

verfolgt.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] =2.40 (s, 3H, 7'-H), 6.28 (t, 3J32=2.3 Hz, 33, = 2.3 Hz,
*Ja3=2.3Hz, 3Jas=2.3Hz, 2H, 3-, 4-H), 7.15 (t, %53=2.3 Hz, 3Js4=2.3 Hz, “),4=2.3 Hz,
Js3=2.3Hz, 2H, 2-, 5-H), 7.28 (d, *J3,»=8.1Hz, 3Js;¢ =8.1 Hz, 2H, 3'-, 5'-H), 7.74 (d,
3)y3y = 8.4 Hz, 3Jg s = 8.4 Hz, 2H, 2'-, 6'-H); *C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 21.7 (C-7'),
113.6 (C-3, C-4), 120.9 (C-5, C-2), 127.0 (C-6', C-2), 130.1 (C-5/, C-3), 136.3 (C-1'), 145.1
(C-4"); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 1595, 1459, 1359, 1309, 1168, 1057, 1033, 934, 812, 754,
102, 671, 597, 587, 539; MS (El, 70 eV): m/z = 221 [M], 188, 155, 128, 111, 91, 7865, 50;
tr =11.5 min.

Die Analytikdaten stimmen mit der Literatur (iberein.™”)
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Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von 3-Acyl-N-tosylpyrrolen 91

(o)

a) AICl3, Acylchlorid:; Alkyl
[\) CH,Cly, RT, 20 min 7\
N -
Tos b)90,0° Tos
¢)RT, 3h
90 91

Die 3-Acyl-N-tosylpyrrole 91 wurden wie von Klein et al. beschrieben nach einer modifizierten

Vorschrift von Katrizky et al. und Huffmann et al. hergestellt.!*?7: 383 384]

Zu einer Lésung aus trockenem AIClz (3.0Aq.) in trockenem Dichlormethan (3.3 mL/mmol
N-Tosylpyrrol) wurde bei Raumtemperatur und unter Schutzgasatmosphire langsam das
entsprechende Acylchlorid (2.0 Aq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 20 min bei
Raumtemperatur geriihrt, dann eine Lésung aus N-Tosylpyrrol (90, 1.0Aq.) in trockenem
Dichlormethan (2.2 mL/mmol N-Tosylpyrrol) bei 0°C zugetropft. Der Ansatz wurde fur weitere 3 h bei
Raumtemperatur gerihrt und durch Zugabe von Eiswasser vorsichtig gequencht. Das Produkt wurde
mit Dichlormethan (3x 15 mL) extrahiert, die vereinten organischen Phasen Gber MgSO, getrocknet
und im Anschluss das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde ohne
weitere Reinigungsschritte in der nachsten Synthese eingesetzt. Der Reaktionsfortschritt wurde Gber

DC und Anfarben mit p-Anisaldehyd Losung verfolgt.

Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von 3-Acylpyrrolen 92

(0] (0]
Alkyl Alkyl

]\ 5 N NaOH / \

N —_— N

1 H

Tos 1,4-Dioxan, 80 °C,

1.5h
91 92

Die 3-Acylpyrrole 92 wurden wie in Klein et al. beschrieben nach einer modifizierten Vorschrift von

Kakushima et al. hergestellt.[*7,385]

Eine Lésung aus 3-Acyl-N-tosylpyrrol (1.0 Ag.) in 1,4-Dioxan (3.3 mL/mmol 3-Acyl-N-tosylpyrrol) und
5 N NaOH (3.3 mL/mmol 3-Acyl-N-tosylpyrrol) wurde fur 1.5 h bei 80°C unter Schutzgasatmosphére
gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung mit Dichlormethan (3x 10 mL) und EtOAc
(1x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigungsschritte
in der nachsten Synthese eingesetzt. Der Reaktionsfortschritt wurde Gber DC und Anfarben mit

p-Anisaldehyd Losung verfolgt.
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Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von 3-Alkylpyrrolen 56a-56i

0
Alkyl R
]\ LiAIH, (/ \g
N — > N
THF, Ruckfluss,
3h
92 56a—i

Die 3-Alkylpyrrole 56a—56i wurden wie in Klein et al. beschrieben nach einer modifizierten Vorschrift

von He et al. hergestellt.*°7: 38!

Unter Schutzgasatmosphire und bei 0°C wurde vorsichtig LiAlHs (2.0 Aq.) zu einer Lésung aus
3-Acylpyrrol (1.0 Aqg.) in trockenem THF (4.0 mL/mmol 3-Acylpyrrol) gegeben. Die Reaktionsmischung
wurde fiir 1.5 h unter Riickfluss erhitzt, dann bei 0°C eine zweite Portion LiAlH4 (2.0 Aqg.) zugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde fiir weitere 1.5 h unter Rickfluss erhitzt und im Anschluss durch vorsichtige
Zugabe von gesattigter Na;S04-Losung bei 0°C gequencht. Das Produkt wurde mit EtOAc (3% 25 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Ulber MgSO, getrocknet und das Losemittel am
Rotationsverdampfer  entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung [Kieselgel,
PE/Dichlormethan (verschiedene Verhiltnisse) + 1% (v/v) TEA] ergab die 3-Alkylpyrrole 56a—56i als
leicht gelbes Ol oder Feststoff. Die Reaktionskontrolle erfolgte iiber DC und Anfirben mit

p-Anisaldehyd Losung.

3-Ethyl-1H-pyrrol (56¢)

. r 5 Entsprechend Vorschrift B flir die Synthese von 3-Alkylpyrrolen (8.2.2.2), wurde das
4
I\ Pyrrol 56c aus N-Tosylpyrrol (90, 1.0 g, 4.5 mmol) und Acetylchlorid (0.64 mL, 9.0 mmol)
5 2
H hergestellt und nach sadulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan,
1

80:20 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelbes Ol (91 mg, 0.96 mmol, 21%) erhalten.

56¢ 'H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] =1.21 (t, 3y =7.6Hz, 3H, 2-H), 2.54 (q,
3J1 = 7.5 Hz, 2H, 1'-H), 6.12 (m¢, 1H, 4-H), 6.59 (m¢, 1H, 2-H), 6.73 (m, 1H, 5-H), 7.99 (brs, 1H, 1-NH);
BBC-NMR (151 MHz, CDCls): § [ppm] = 15.3 (C-2’), 20.0 (C-1/), 108.2 (C-4), 114.3 (C-2), 117.7 (C-5),
126.3 (C-3); IR (ATR-Film): v [1/cm] = 3400, 2961, 2928, 2857, 1717, 1462, 1378, 1279, 1127, 1067,
930, 887, 763, 704, 665, 548; MS (EI, 70 eV): m/z = 95 [M*], 80, 67, 53; tz = 4.5 min.

Die Analytik Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[t7 197,387
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3-Propyl-1H-pyrrol (56d)

. 3 Entsprechend Vorschrift B fuir die Synthese von 3-Alkylpyrrolen (8.2.2.2), wurde das

4 3 2 Pyrrol 56d aus N-Tosylpyrrol (90, 1.00 g, 4.52 mmol) und Propionsaurechlorid (847 uL,
5 /N\ 2 9.04 mmol) hergestellt und nach sdulenchromatographischer Reinigung
'1" [PE/Dichlormethan, 80:20 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelbes Ol (179 mg, 1.64 mmol,

36%) erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.98 (t, 3J3» = 7.4 Hz, 3H, 3'-H),

1.58-1.67 (m, 2H, 2'-H), 2.49 (t, *Jv» = 7.8 Hz, 2H, 1'-H), 6.11 (m,, 1H, 4-H), 6.59 (mq,
1H, 2-H), 6.73 (¢, 1H, 5-H), 7.99 (brs, 1H, 1-NH); *C-NMR (151 MHz, CDCls): § [ppm] = 14.2 (C-3'), 24.5
(C-2"), 29.3 (C-1'), 108.7 (C-4), 115.0 (C-2), 117.7 (C-5), 124.6 (C-3); IR (ATR-Film): v [1/cm] = 3394,
2957, 2928, 2871, 1738, 1456, 1377, 1217, 1061, 960, 888, 767, 710, 633, 539; MS (El, 70 eV):
m/z =109 [M*], 92, 80, 65, 53; tg = 5.6 min.

56d

Die Analytik Daten stimmen mit der Literatur tiberein.[*7 388

3-Pentyl-1H-pyrrol (56b)

5 Entsprechend Vorschrift B fir die Synthese von 3-Alkylpyrrolen (8.2.2.2), wurde
das Pyrrol 56b aus N-Tosylpyrrol (90, 1.0 g, 4.5 mmol) und Pentansaurechlorid
(1.1 mL, 9.0 mmol) hergestellt und nach sdulenchromatographischer Reinigung
[PE/Dichlormethan, 75:25 + 1% (v/v) TEA] als gelbes Ol (83 mg, 0.60 mmol, 13 %)
erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.91 (m,, 3H, 5’-H), 1.31-1.40 (m,

56b 4H, 3'-, 4'-H), 1.59 (m, 2H, 2'-H), 2.49 (t, 3J1.» = 7.8 Hz, 2H, 1’-H), 6.10 (m¢, 1H, 4-H),
6.58 (mc, 1H, 2-H), 6.73 (m¢, 1H, 5-H), 7.99 (brs, 1H, 1-NH); *C-NMR (151 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.3
(C-5), 22.7 (C-4'), 27.1 (C-1'), 31.1 (C-2'), 31.9 (C-3), 108.7 (C-4), 114.9 (C-2), 117.7 (C-5), 124.8 (C-3);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3395, 2956, 2925, 2855, 1739, 1466, 1378, 1217, 1060, 959, 887, 766, 707,
637, 539; MS (El, 70 eV): m/z = 137 [M*], 94, 80, 67, 53; t = 7.8 min.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur tiberein.!*7-197: 388]

3-Hexyl-1H-pyrrol (56e€)
5 Entsprechend Vorschrift B fir die Synthese von 3-Alkylpyrrolen (8.2.2.2),
wurde das Pyrrol 56e aus N-Tosylpyrrol (90, 1.30g, 5.88 mmol) und

Hexansaurechlorid  (1.60mL, 11.8 mmol) hergestellt  und nach

saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan,
75:25 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelbes Ol (395 mg, 2.61 mmol, 88%) erhalten.
56e 'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 0.90 (t, 3Jg,5 = 6.4 Hz, 3H, 6'-H), 1.27-1.41

(m, 6H, 3"-, 4'-, 5'-H), 1.59 (m, 2H, 2'-H), 2.49 (t, 31> = 7.8 Hz, 2H, 1"-H), 6.11 (m,, 1H, 4-H), 6.58 (m,,
1H, 2-H), 6.73 (¢, 1H, 5-H), 7.98 (brs, 1H, 1-NH); *C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.3 (C-6'), 22.8
(C-5'), 27.1 (C-1'), 29.4 (C-3"), 31.3 (C-2’), 32.0 (C-4'), 108.7 (C-4), 114.9 (C-2), 117.7 (C-5), 124.8 (C-3);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3404, 2957, 2925, 2856, 1721, 1464, 1378, 1278, 1127, 1069, 960, 769, 741,
705, 556; MS (El, 70 eV): m/z = 151 [M"], 122, 94, 80, 67, 53; tz = 8.8 min.

Die *C-NMR Daten stimmen mit der Literatur Gberein.[7 388!
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3-Octyl-1H-pyrrol (56f)

7 ~ Entsprechend Vorschrift B fur die Synthese von 3-Alkylpyrrolen (8.2.2.2),

56f

wurde das Pyrrol 56f aus N-Tosylpyrrol (90, 1.00g, 4.52 mmol) und
Octansaurechlorid  (1.54 mL, 9.04 mmol) hergestellt und nach
sdulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan,
80:20 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelber Feststoff (321 mg, 1.79 mmol, 40%)
erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 0.89 (t, /g7 = 6.8 Hz, 3H,

8'-H), 1.21-1.41 (m, 10H, 3'-, 4", 5'-, 6'-, 7'-H), 1.59 (m., 2H, 2'-H), 2.49 (t,
3y, = 7.8 Hz, 2H, 1'-H), 6.10 (m,, 1H, 4-H), 6.58 (m, 1H, 2-H), 6.72 (M., 1H, 5-H), 7.98 (brs, 1H, 1-NH);
13C-NMR (151 MHz, CDCl3): § [ppm] = 14.3 (C-8'), 22.8 (C-7'), 27.1 (C-1), 29.5, 29.7", 29.7", 31.4 (C-2'),
32.1(C-6'), 108.7 (C-4), 114.9 (C-2), 117.7 (C-5), 124.8 (C-3); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3395, 2923, 2853,
1738, 1465, 1377, 1217, 1062, 958, 887, 767, 708, 638, 539; MS (EI, 70 eV): m/z = 179 [M*], 150, 122,

94, 80, 67, 53; tr = 10.5 min.

“Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur Gberei

3-Undecyl-1H-pyrrol (56a)

1"

56a

n.[17,197)

Entsprechend Vorschrift B fiir die Synthese von 3-Alkylpyrrolen
(8.2.2.2), wurde das Pyrrol 56a aus N-Tosylpyrrol (90, 1.00 g,
4.52 mmol) und Undecansadurechlorid (1.88 mL, 9.04 mmol)
hergestellt und nach saulenchromatographischer Reinigung
[PE/Dichlormethan, 85:15 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelber Feststoff
(196 mg, 0.885 mmol, 20%) erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls):
6 [ppm] = 0.89 (t, */11,10 = 7.0 Hz, 3H, 11’-H), 1.24-1.39 (m, 16H, 3"-,
4-, 5'-, 6-, 7'-, 8-, 9'-, 10-H), 1.59 (m. 2H, 2'-H), 2.49 (t,

3Jiy = 7.8 Hz, 2H, 1'-H), 6.10 (m¢, 1H, 4-H), 6.58 (m,, 1H, 2-H), 6.73 (m, 1H, 5-H), 7.98 (brs, 1H, 1-NH);
13C-.NMR (151 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.3 (C-11'), 22.8, 27.1 (C-1'), 29.5, 29.7", 29.7°, 29.8", 29.8",
29.9,31.4 (C-2'), 32.1, 108.7 (C-4), 114.9 (C-2), 117.7 (C-5), 124.8 (C-3); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3396,
2922, 2852, 1738, 1465, 1377, 1217, 1062, 887, 768, 708, 638, 544; MS (El, 70 eV): m/z = 221 [M"],
178, 150, 122, 108, 94, 80, 67, 53; tz = 11.9 min; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fiir C1sHsN
(M + H)*=222.22163, gefunden = 222.22171.

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur iberein.™” 7]
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3-Dodecyl-1H-pyrrol (56g)

Entsprechend Vorschrift B fur die Synthese von 3-Alkylpyrrolen
(8.2.2.2), wurde das Pyrrol 56g aus N-Tosylpyrrol (90, 600 mg,
2.71 mmol) und Dodecansaurechlorid (1.19g, 5.42 mmol)
hergestellt und nach saulenchromatographischer Reinigung
[PE/Dichlormethan, 75:25+ 1% (v/v) TEA] als leicht gelber
Feststoff (295 mg, 1.25 mmol, 48%) erhalten.
1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.90 (t, 3J12.11 = 7.0 Hz, 3H,
12'-H), 1.21-1.42 (m, 18H, 3'-, 4’-,5'-, 6'-, 7'-, 8-, 9'-, 10’-, 11'-H),
1.59 (m¢, 2H, 2'-H), 2.50 (t, 3Jy > = 7.8 Hz, 2H, 1’-H), 6.11 (m,, 1H, 4-H), 6.58 (m,, 1H, 2-H), 6.73 (m, 1H,
5-H), 7.97 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.3 (C-12’), 22.9, 27.1 (C-1'), 29.5,
29.7%, 29.7%, 29.8%, 29.8", 29.9, 31.4 (C-2'), 32.1, 108.7 (C-4), 114.9 (C-2), 117.7 (C-5), 124.8 (C-3);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3398, 2922, 2852, 1465, 1062, 768, 708, 543; MS (El, 70 eV): m/z = 235 [M"],
192, 122, 94, 80,67, 53; tr=11.4 min; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fiir CigHsoN
(M + H)"=236.23728, gefunden = 236.23731.

569

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die 'H-und > C-NMR-Daten stimmen mit der Literatur tiberein.[38

3-Tetradecyl-1H-pyrrol (56h)
Entsprechend  Vorschrift B fir die Synthese von
3-Alkylpyrrolen (8.2.2.2), wurde das Pyrrol56h aus
N-Tosylpyrrol (90, 1.20 g, 5.42 mmol) und
Tetradecansaurechlorid (2.95 mL, 10.9 mmol) hergestellt
und nach saulenchromatographischer Reinigung
[PE/Dichlormethan, 75:25 + 1% (v/v) TEA] als leicht gelber
Feststoff (733 mg, 2.78 mmol, 52%) erhalten.
56h 1H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 0.90 (t, ¥/1413 = 6.9 Hz,
3H, 14'-H), 1.21-1.39 (m, 22H, 3'-, 4'-,5'-, 6'-, 7'-, 8'-,9'-, 10’-, 11'-, 12'-, 13'-H), 1.59 (m,, 2H, 2'-H), 2.49
(t, 31> = 7.8 Hz, 2H, 1’-H), 6.11 (m, 1H, 4-H), 6.58 (mc, 1H, 2-H), 6.73 (m, 1H, 5-H), 7.97 (brs, 1H, 1-NH);
13C.NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.3 (C-14"), 22.9, 27.1 (C-1'), 29.5, 29.7", 29.7°, 29.8", 29.8",
29.9,31.4 (C-2'),32.1, 108.7 (C-4), 114.9 (C-2), 117.7 (C-5), 124.8 (C-3); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3396,
2914, 2847, 1464, 1067, 959, 774, 759, 705, 652, 561, 530; MS (El, 70 eV): m/z = 263 [M*], 220, 122,
94, 81, 67, 53, ; tk=12.0min; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fir CigH3sN
(M + H)"=264.26858, gefunden = 264.26856.

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.
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3-Hexadecyl-1H-pyrrol (56i)

56i

Entsprechend Vorschrift B flir die Synthese von
3-Alkylpyrrolen (8.2.2.2), wurde das Pyrrol 56i aus
N-Tosylpyrrol (90, 1.20¢g, 5.42 mmol) und
Hexadecansaurechlorid (3.29 mL, 10.9 mmol)
hergestellt und nach saulenchromatographischer
Reinigung [PE/Dichlormethan, 75:25 + 1% (v/v) TEA] als
leicht gelber Feststoff (1.32g, 4.53 mmol, 83%)
erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 0.90 (t,
31615 = 6.9 Hz, 3H, 16'-H), 1.23-1.38 (m, 26H, 3"-, 4'-,

5'-, 6,7~ 8-9- 10, 11'-, 12'-, 13'-, 14'-, 15'-H), 1.59 (m¢, 2H, 2"-H), 2.49 (t, *J1> = 7.8 Hz, 2H, 1"-H),
6.11 (m,, 1H, 4-H), 6.58 (m, 1H, 2-H), 6.73 (m,, 1H, 5-H), 7.97 (brs, 1H, 1-NH); 3*C-NMR (151 MHz,
CDCl3): & [ppm] = 14.3 (C-16"), 22.9, 27.1 (C-1'), 29.5, 29.7°, 29.7", 29.8", 29.8", 29.9, 31.4 (C-2'), 32.1,
108.7 (C-4), 114.9 (C-2), 117.7 (C-5), 124.8 (C-3); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3395, 2914, 2847, 1463,
1428, 1147, 1067, 960, 776, 762, 729, 706, 652, 562, 530; MS (El, 70 eV): m/z = 291 [M"], 248, 122, 94,
81, 53; tg=12.7 min; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fiir CyHssN (M + H)" =292.29988,

gefunden = 292.29983.

“Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

8.2.2.3Vorschrift C: Synthese der 2-Alkylpyrrole 27a, 27c-27g

[\ 1 \  Alkyl [\
L D 0
H H o H

4 89 27a, 27c-279g

Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von 2-Acylpyrrolen 89

Acylchlorid,
(/_\> Zink 1 \\_ Alkyl
N —_— N
H Diethylether, H 0
RT, 4 h
4 89

Die 2-Alkylpyrrole 27a, 27¢-27g wurden wie in der Dissertationsschrift von Dr. Andreas S. Klein und

der Bachelorarbeit von B. Sc. Annabel Arens beschrieben nach einer modifizierten Vorschrift von

Yadavetal. und Lvetal. hergestellt.t” 249 250 259 Dje 2-Acylpyrrole 27a, 27¢-27g wurden von

B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit synthetisiert.?>"!
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1H-Pyrrol (4, 1.00 Aq.), das entsprechende Acychlorid (0.75 Aq bzw. 1.00 Ag.*’) und Zinkpulver
(2.00 Ag.) wurden unter Schutzgasatmosphire und bei 0°C zu Diethylether (1.5 mL/mmol 1H-Pyrrol)
gegeben und anschlieBend fiir 4 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Zinkpulver wurde Gber Watte und
Celite abfiltriert und die Reaktion im Anschluss durch Zugabe einer gesattigten NaHCOs-Losung
gequencht. AnschlieBend wurde mit EtOAc (3x 25 mL) extrahiert und mit Wasser gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden (iber MgSO,; getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in der nachsten Synthese

eingesetzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte Gber DC und Anfarben mit p-Anisaldehyd Lésung.

Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von 2-Alkylpyrrolen 27a, 27c-27g

1\ Alkyl LiAIH, @\w
N
H

N S
H 0O THF, Riickfluss,

3h
89 27a, 27¢c-27g

Die 2-Alkylpyrrole 27a, 27c-27g wurden durch Reduktion mit LiAlH4 analog zur allgemeinen Vorschrift
zur Synthese von 3-Alkylpyrrolen 56 (8.2.2.2) hergestellt. Abweichend wurden insgesamt mehr
Aquivalente LiAlH4 eingesetzt (6 Aq. statt 4 Aq.). Die sdulenchromatographische Reinigung [Kieselgel;
PE/Dichlormethan (verschiedene Verhéltnisse) + 1% (v/v) TEA] ergab die 2-Alkylpyrrole 27a, 27¢c-27g
als leicht gelbes Ol oder Feststoff. Die Reaktionskontrolle erfolgte iiber DC und Anfirben mit

p-Anisaldehyd Losung.

2-Propyl-1H-pyrrol (27f)
43 Entsprechend Vorschrift C fiir die Synthese von 2-Alkylpyrrolen (8.2.2.3), wurde das
5 @2\1/\ 3" Pyrrol 27f aus 1H-Pyrrol (4, 1.50 mL, 21.5 mmol) und Propions&urechlorid (1.41 mL,
1 16.2 mmol) hergestellt und nach sdulenchromatographischer Reinigung
[PE/Dichlormethan, 75:25 + 1% (v/v) TEA] als farbloses Ol (39.6 mg, 0.362 mmol,
2%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.97 (t, /32 = 7.4 Hz, 3H, 3'-H),
1.65 (M¢, 2H, 2'-H), 2.58 (t, 3J1 > = 7.6 Hz, 2H, 1’-H), 5.92 (m, 1H, 3-H), 6.13 (m¢, 1H, 4-H), 6.67 (m, 1H,
5-H), 7.90 (brs, 1H, 1-NH); *C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.1 (C-3’), 23.1 (C-2'), 30.0 (C-1'),
105.1 (C-3), 108.4 (C-4), 116.1 (C-5), 132.8 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3380, 2959, 2932, 2872,
1567, 1465, 1118, 1097, 1023, 884, 782, 709, 561; MS (El, 70 eV): m/z = 109 [M*], 80; tg = 5.0 min.

27f

Die *C-NMR Daten stimmen teilweise mit der Literatur (iberein.3?%

37 |m Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Annabel Arens wurde die Synthese angepasst und nur 0.75 Ag. statt
1 Aqg. des entsprechenden Siurechlorids eingesetzt.?>” Lediglich bei 2-UP (27a) wurde 1 Aq. des Saurechlorids
verwendet.

202



Experimentalteil

2-Pentyl-1H-pyrrol (27e)

4_3 . 4 Entsprechend Vorschrift C fiir die Synthese von 2-Alkylpyrrolen (8.2.2.3), wurde
5 @2\1/\3/\ d das Pyrrol 27e aus 1H-Pyrrol (4, 1.50 mL, 21.6 mmol) und Pentans&urechlorid
I;I (.97 mL, 16.2 mmol) hergestellt und nach saulenchromatographischer
27e Reinigung [PE/EtOAc, 99:1+ 1% (v/v) TEA] als leicht gelbes Ol (103 mg,

0.75 mmol, 5%) erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm]=0.90 (t,
3J5. 4= 7.0 Hz, 3H, 5'-H), 1.32-1.38 (m, 4H, 3'-H, 4’-H), 1.60-1.67 (m, 2H, 2'-H), 2.60 (t, *J1;» = 7.8 Hz, 2H,
1'-H), 5.92 (m, 1H, 3-H), 6.13 (m,, 1H, 4-H), 6.67 (m, 1H, 5-H), 7.90 (brs, 1H, 1-NH); *C-NMR (151 MHz,
CDCls): & [ppm] = 14.2 (C-5'), 22.6 (C-4'), 27.9 (C-1'), 29.5 (C-2'), 31.7 (C-3'), 105.0 (C-3), 108.4 (C-4),
116.1 (C-5), 133.0 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3381, 2956, 2927, 2857, 1567, 1467, 1119, 1096,
1024, 884, 784, 711, 563; MS (El, 70 eV): m/z = 139 [M"], 80; tr = 7.1 min.

Die 'H- und *C-NMR-Daten stimmen mit der Literatur Giberein.*Y

2-Octyl-1H-pyrrol (27d)
8 Entsprechend Vorschrift C fiir die Synthese von 2-Alkylpyrrolen (8.2.2.3),

4 3 . 8

. i\ 2 7T wurde das Pyrrol 27d aus 1H-Pyrrol (4, 1.50 mL, 21.6 mmol) und
H S Octansaurechlorid (2.77 mL, 16.2 mmol) hergestellt und nach
! saulenchromatographischer Reinigung [PE/Dichlormethan,
27d 75:25+ 1% (v/v) TEA] als leicht gelber Feststoff (545 mg, 3.04 mmol,

19%) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.89 (t, 3Jg'7 = 6.9 Hz, 3H, 8'-H), 1.22-1.40 (m,
10H, 7"-H, 6'-H, 5'-H, 4'-H, 3’-H), 1.62 (m,, 2H, 2'-H), 2.60 (t, 3/1,2» = 7.8 Hz, 2H, 1’-H), 5.92 (m,, 1H, 3-H),
6.14 (me, 1H, 4-H), 6.67 (mc, 1H, 5-H), 7.89 (brs, 1H, 1-NH); *C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.3
(C-8'), 22.8, 27.9 (C-1'), 29.4, 29.6", 29.6", 29.8, 32.0, 105.0 (C-3), 108.4 (C-4), 116.1 (C-5), 133.0 (C-2);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3381, 2955, 2924, 2853, 1466, 1119, 1093, 1024, 884, 784, 711; MS (El,
70 eV): m/z = 207, 179 [M*], 133, 115, 80, 78, 73, 56, 53; tz = 9.7 min.

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die H- und die *C-NMR Daten stimmen mit der Literatur tiberein.*%

2-Undecyl-1H-pyrrol (27a)

Entsprechend Vorschrift C fir die Synthese von 2-Alkylpyrrolen

(8.2.2.3), wurde das Pyrrol 27a aus 1H-Pyrrol (4, 2.00 mL,
28.8 mmol) und Undecansdurechlorid (6.37 mL, 28.8 mmol)

hergestellt und nach sdulenchromatographischer Reinigung

27a [PE/EtOAc, 99:1+1% (v/v) TEA] als leicht gelber Feststoff
(355 mg, 1.60 mmol, 11%) erhalten. H-NMR (600 MHz, CDCl3): § [ppm] = 0.89 (t, /1110 = 7.6 Hz, 3H,
11'-H), 1.20-1.40 (m, 16H, 10’-H, 9'-H, 8'-H, 7'-H, 6'-H, 5'-H, 4'-H, 3'-H), 1.62 (m, 2H, 2'-H), 2.60 (t,
3J19=7.7 Hz, 2H, 1'-H), 5.92 (m,, 1H, 3-H), 6.14 (m,, 1H, 4-H), 6.67 (m,, 1H, 5-H), 7.90 (brs, 1H, 1-NH);
3C-NMR (151 MHz, CDCls): § [ppm] = 14.3 (C-11'), 22.8,27.9(C-1'), 29.5,29.6", 29.6",29.7,29.8", 29.8",
29.8", 32.1, 105.0 (C-3), 108.4 (C-4), 116.1 (C-5), 133.0 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3364, 3355,

203



Experimentalteil

2918, 2848, 1463, 1095, 1022, 781, 728, 718, 577; MS (EI, 70 eV): m/z = 208, 207, 191, 147, 133, 96,
73, 75; tz = 11.0 min.

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die 'H-, 3°C-NMR, IR- und MS-Daten stimmen mit der Literatur Gberein.[7-39

2-Tetradecyl-1H-pyrrol (27c)

12 14 Entsprechend Vorschrift C fir die Synthese von
2-Alkylpyrrolen (8.2.2.3), wurde das Pyrrol 27c aus
1H-Pyrrol (4, 1.50 mL, 21.6 mmol) und

Tetradecansaurechlorid (4.41 mL, 16.2 mmol) hergestellt

und nach sdulenchromatographischer  Reinigung
[PE/Dichlormethan, 75:25+ 1% (v/v) TEA] als
cremefarbener Feststoff (822mg, 3.12mmol, 19%) erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCls):
S [ppm] = 0.89 (t, *J14.13 = 7.0 Hz, 3H, 14’-H), 1.20-1.40 (m, 22H, 13"-H, 12"-H, 11’-H, 10"-H, 9'-H, 8'-H,
7'-H, 6'-H, 5'-H, 4'-H, 3'-H), 1.62 (m, 2H, 2'-H), 2.60 (t, 3J1 > = 7.7 Hz, 2H, 1'-H), 5.92 (m,, 1H, 3-H), 6.13
(me, 1H, 4-H), 6.67 (mc, 1H, 5-H), 7.89 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.3
(C-14"),22.9,27.9 (C-1'), 29.5,29.6%, 29.6", 29.7, 29.8", 29.8", 29.9, 32.1, 105.0 (C-3), 108.4 (C-4), 116.1
(C-5), 133.0 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3364, 3352, 2916, 2847, 1472, 1463, 1025, 776, 728, 718,
578; MS (El, 70 eV): m/z = 263 [M*], 94, 81, 80; tr = 11.8 min.

27c

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die 'H-NMR Daten stimmen mit der Literatur (iberein.3%!

2-Hexadecyl-1H-pyrrol (27g)

14 1% Entsprechend Vorschrift C fiir die Synthese von
2-Alkylpyrrolen (8.2.2.3), wurde das Pyrrol 27g aus
1H-Pyrrol (4, 1.50 mL, 21.6 mmol) und

Hexadecansaurechlorid (4.92 mL, 16.2 mmol)

hergestellt und nach sdulenchromatographischer

Reinigung [PE/Dichlormethan, 75:25 + 1% (v/v) TEA]
als weiRer Feststoff (804 mg, 2.76 mmol, 17 %) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.89 (t,
31615 = 7.0 Hz, 3H, 16'-H), 1.20-1.39 (m, 26H, 15'-H, 14’-H, 13’-H, 12-H, 11'-H, 10’-H, 9'-H, 8'-H, 7'-H,
6'-H, 5'-H, 4'-H, 3'-H), 1.62 (m, 2H, 2'-H), 2.59 (t, *J1-2 = 7.8 Hz, 2H, 1’-H), 5.91 (m, 1H, 3-H), 6.13 (m,,
1H, 4-H), 6.66 (m, 1H, 5-H), 7.89 (brs, 1H, 1-NH); **C-NMR (151 MHz, CDCl3): 8 [ppm] = 14.3 (C-16’),
22.9,27.9 (C-1'), 29.5, 29.6", 29.6", 29.7, 29.8", 29.8", 29.9, 32.1, 105.0 (C-3), 108.4 (C-4), 116.1 (C-5),
133.0 (C-2); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3364, 3351, 2915, 2847, 1472, 1463, 1093, 1024, 777, 729, 718,
578; MS (El, 70 eV): m/z = 207, 94, 81, 80; tg = 12.5 min, HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fiir
Ca0H37N (M + H)* = 292.2996, gefunden = 292.2999.

279

" Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.
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8.2.3 Synthese von Boc-MBC (75) und MBC (2)
N-[(5-Brom-3-methoxy-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-N-diethylamin (79)

00— a) POBr3, Diethlyformamid; O0—
ﬁ CHyCly, 0 °C, 30 min —
(o) N o Br \N ~
H b)78; 0 °C - RT, N
RT —> Riickfluss, 3 h, ( 1\
RT, 16 h
78 c) 1 N NaOH 79

N-[(5-Brom-3-methoxy-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-N-diethylamin(79) wurde wie in Domrése et al.

beschrieben nach einer Vorschrift von Dairi et al. und Haynes et al. hergestellt.!*” 168 205, 233]

Die Reaktion wurde in einem Schlenk-Kolben unter Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Zu einer
Lésung aus Diethylformamid (5.91 mL, 53.0 mmol, 3.00 Aqg.) in trockenem Dichlormethan (20 mL)
wurde bei 0°C langsam in trockenem Dichlormethan (3.4 mL/mmol 4-Methoxy-3-pyrrolin-2-on)
geldstes POBrs (12.7 g, 44.2 mmol, 2.50 Aq.) getropft und fiir 30 min geriihrt. Der Reaktionsansatz
wurde stark gelb und ein weilRer Feststoff fiel aus (Vilsmeier Komplex). Im Anschluss wurde eine Lésung
aus 4-Methoxy-3-pyrrolin-2-on (78, 2.00 g, 17.7 mmol, 1.00 Aq.) in trockenem Dichlormethan (15 mL)
bei 0°C zugetropft, danach wurde die Reaktionsmischung langsam auf Raumtemperatur erwarmt und
anschlieBend fir 3 h unter Rickfluss erhitzt. Nach Abklhlen auf Raumtemperatur wurde der
dunkelbraune Reaktionsansatz noch fiir 16 h gerthrt. Durch Zufiigen von Eiswasser (200 mL) wurde
die Reaktion gestoppt und der pH-Wert des Reaktionsgemischs mit 1 N NaOH auf pH 7-8 eingestellt.
Nach Zugabe von ca. 80 mL EtOAc wurde der Reaktionsansatz filtriert, um Feststoffe zu entfernen. Im
Anschluss wurde der Reaktionsansatz mit EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
gesattigter NaCl-Losung gewaschen, liber MgS04 getrocknet und das Losungsmittel anschlieRend am
Rotationsverdampfer entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung [Kieselgel; PE/EtOAc
(80:20) + 1% (v/v) TEA] ergab N-[(5-Brom-3-methoxy-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-N-diethylamin (79,
3.34 g, 12.9 mmol, 73%) als hellbraunes Ol, das bei Raumtemperatur als Feststoff auskristallisierte. Die

Reaktionskontrolle erfolgte Gber DC und Anfarben mit p-Anisaldehyd Losung.

70 1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm]=1.29 (m. 6H, 14-H, 12-H), 3.39 (q,

— 8

54_ 3 3./11,12/13,14 =7.2 HZ, 2H, 11-H/13-H), 3.76 (S, 3H, 8-H), 4.12 (q, 3./11,12/13,14 =7.1 HZ,
2 9

s Br S\ 2H, 11-H/13-H), 5.59 (s, 1H, 4-H), 6.99 (s, 1H, 9-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCls):

1 13(T<?\1 " 6 [ppm] = 12.6 (C-12/C-14), 14.7 (C-12/C-14), 44.7 (C-11/C-13), 51.2 (C-11/C-13),

w581 (C-8), 96.6 (C-4), 120.9 (C-2), 133.8 (C-5), 138.7 (C-9), 165.5 (C-3);

79 IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2974, 2938, 1737, 1627, 1525, 1486, 1447, 1406, 1381,

1351, 1325, 1275, 1185, 1107, 1075, 1058, 991, 944, 907, 858, 801, 774, 718, 676, 642, 565, 525, 478;

MS (EI, 70 eV): m/z = 258 [M*], 244, 229, 215, 202, 179, 163, 149, 134, 123, 107, 91, 80, 72, 56;
tr =12.3 min.

Die 'H-NMR- und *C-NMR Daten stimmen mit der Literatur tiberein.[t7 168 233, 234]
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tert-Butyloxycarbonyl-5’-formyl-4’-methoxy-1H,1'H-(2,2'-bipyrrol) (75, Boc-MBC)

-

O— a) Pd(PPh3)4, N-Boc-Pyrrol MIDA Ester (81), o

- 79, Na,CO3 A
Br \N ~ ’ \ NH (0]
N\\ 1,4-Dioxan/Wasser [9:1 (v/V)], _
Toluol, 90 °C, 1 h
( ’ ! SN
b) KsPOs4; 90 °C, 4 h Boc

79 75

Boc-MBC (75) wurde nach einer modifizierten Vorschrift von Domrése etal. durch eine

Suzuki-Kupplung hergestellt.2%%!

Vor Beginn der Reaktion wurden ausreichende Mengen Toluol und eine Mischung aus
1,4-Dioxan/Wasser [9:1 (v/v)] 1 h mit Stickstoff begast, um Sauerstoff zu entfernen. Die Reaktion
wurde in einem Schlenk-Kolben unter Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Zu einer Losung aus
Tetrakis(triphenylphosphine)-palladium(0) (0.558 g, 0.480 mmol, 0.05Aq., 5.00 mol-%) in Toluol
(4 mL) wurden N-Boc-1H-Pyrrol-2-boronsdure MIDA Ester (81, 4.91g, 14.5 mmol, 1.50 Ag.) und
N-[(5-Bromo-3-methoxy-4H-pyrrol-2-yliden)methyl]-N-diethylamin (79, 2.50 g, 9.65 mmol, 1.00 Aq.)
gelost in 1,4-Dioxan/Wasser [9:1 (v/v), 73 mL] gegeben. Nach Zugabe von Na,COs (3.07 g, 28.9 mmol,
3.00 Aq.) wurde die Reaktionsmischung auf 90°C erhitzt. Nach 1 h wurde KsPO,4 (4.10 g, 19.3 mmol,
2.00Aq.) zugegeben und nach einer weiteren Stunde eine zweite  Portion
Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (0.558 g, 0.480 mmol, 0.050 Aq., 5.00 mol-%). Die
Reaktionsmischung wurde fir weitere 1.5 h bei 90°C gerihrt, danach wurde durch Zugabe von
Wasser (100 mL) und 2 N HCI (ca. 15 mL) die Reaktion abgebrochen. Das Palladiumsalz wurde durch
Filtration Gber Watte und Celite entfernt und der Reaktionsansatz im Anschluss mit Dichlormethan
extrahiert (3x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgS0O, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde auf Celite aufgezogen.
Saulenchromatographische Reinigung [Kieselgel; PE/EtOAc (80:20) + 1% (v/v) TEA] ergab
Boc-MBC (75, 1.50 g, 5.18 mmol, 54 %) als leicht orange-braunen Feststoff. Die Reaktionskontrolle
erfolgte Gber DC und Anfarben mit p-Anisaldehyd Losung.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.61 (s, 9H, 9-, 10-, 11-H), 3.89 (s, 3H, 7'-H),
6.08 (d, “3,1-=2.6 Hz, 1H, 3'-H), 6.25 (m, 1H, 4-H), 6.67 (dd, 3J34=3.7 Hz,
%J35= 1.7 Hz, 1H, 3-H), 7.33 (dd, *Js4 = 3.4 Hz, “J/s3 = 1.8 Hz, 1H, 5-H), 9.53 (s, 1H,
8'-H), 10.70 (brs, 1H, 1’-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 28.1 (C-9,
C-10, C-11), 58.1 (C-7'), 85.9 (C-8), 94.9 (C-3'), 111.6 (C-4), 117.0 (C-3), 118.4
(C-5), 124.7 (C-5), 126.1 (C-2), 130.4 (C-2'), 149.8 (C-6), 174.5 (C-8');

75 IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3207, 2977, 1744, 1598, 1546, 1504, 1429, 1389, 1365,
1304, 1284, 1230, 1189, 1170, 1159, 1138, 1082, 1067, 1015, 918, 878, 843, 821, 768, 732, 692, 640,
586, 536, 497; MS (El, 70 eV): m/z =190 [(M-CsH90,)*], 173, 161, 143, 131, 119, 108, 91, 76, 65, 52;
tr=13.2 min.

Die Analytik Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[t7 134 23]
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4-Methoxy-1H,1'H-(2,2'-bipyrrol)-5-carbaldehyd (2, MBC)

0/
2,2,2-Trifluorethanol { AN \0
' NH
MW, 100 W — 50 W, —
90-120 °C, 5 min X NH
75 2

MBC (2) wurde wie in Brass et al. beschrieben hergestellt.!””)

In einem geschlossenen Mikrowellen ReaktionsgefiR wurde Boc-MBC (75, 1.00 g, 3.44 mmol, 1.0 Aq.)
in 2,2,2-Trifluorethanol (10 mL) fir 5 min bei 90-120°C (anfangs 100 W, dann auf 50 W gesenkt) in
einer CEM Discover Labmate Synthesemikrowelle (CEM GmbH, Kamp-Lintfort, Deutschland) erhitzt.
Nach Abklhlen des Reaktionsgemischs auf Raumtemperatur, wurde das fein kristalline Produkt
mithilfe einer Saugflasche mit Biichner-Trichter und einem Whatman™ Filterpapier (Grad 3, 6 um
Porendurchmesser) mit EtOAc gewaschen. Die Losungsmittelreste wurden am Rotationsverdampfer
entfernt und MBC (2, 476 mg, 2.50 mmol, 73%) wurde in Form von feinen dunkelgriinen Kristallen

erhalten.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 3.83 (s, 3H, 7-H), 6.12 (m,, 1H, 4'-H), 6.26
(d, Y31 = 2.6 Hz, 1H, 3-H), 6.74 (s, 1H, 3'-H), 6.90 (m., 1H, 5'-H), 9.30 (s, 1H, 8-H),
11.23 (brs, 1H, 1'-NH), 11.41 (brs, 1H, 1-NH);
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 58.3 (C-7), 91.4 (C-3), 108.8 (C-3’), 109.8
(C-4'), 117.8 (C-5), 120.9 (C-5), 123.8 (C-2'), 133.7 (C-2), 159.2 (C-4), 172.1 (C-8);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3191, 1594, 1545, 1504, 1421, 1344, 1301, 1234, 1155,
1116, 1040, 1012, 973, 829, 809, 769, 739, 694, 625, 603, 586, 462.

Die H- und 3C-NMR Daten stimmen mit der Literatur iberein.[t7- 189
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8.2.4 Synthese von Prodigininen

R? 1) HCI (1.25 M in MeOH);
o (/—g\ MeOH, 0 °C, 15 min;
+ SR 0°C >RT, 1h
H >
2) NH3 o, [25 % (vIV)]
75 3a—c, 3f 3i, 3) HCI (1 M in Diethylether) 1la—c, 1f 1i,
27a, 27c¢, 27d, 9a, 9c, 9d,
57b-g, 82d 58b-58g, 110d

13-77 %

Die Prodiginine 1a—1c, 1f, 1i, 9a, 9c¢, 9d, 58b—58g und 110d wurden wie in Brass et al. beschrieben nach
einer modifizierten Vorschrift von Dairi et al. hergestellt.'””- 224 Die Prodiginine 9a, 9¢, 9d wurden von

B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit hergestellt.[?>

Die Reaktion wurde in einem Schlenk-Kolben unter Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Zu einer
Lésung aus Boc-MBC (75, 1 Aq.) und dem entsprechenden Pyrrol 3a-3c, 3f, 3i, 82d, 27a, 27c, 27d oder
57b-57g (1.5 Aq.) in trockenem Methanol (20 mL/mmol Boc-MBC) wurde bei 0°C HCl in Methanol
(1.25 M, 1.3 Aq. oder 1.25%, 1.3 Aq.)3 zugetropft, woraufhin die Lésung sofort dunkelrot wurde. Der
Reaktionsansatz wurde flr 15 min bei 0°C geriihrt, danach 1 h bei Raumtemperatur. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von wenigen Tropfen wassriger Ammoniak-Losung (25 % (w/w) gequencht, bis
der Reaktionsansatz eine orangene Farbe zeigte, und im Anschluss erfolgte eine Extraktion mit
Dichlormethan (3x 10 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung
gewaschen, Uber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die
saulenchromatographische Reinigung [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N)
(Gradient) anschlieRend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc (Gradient)] ergab die
Prodiginine 1a—1c, 1f, 1i, 9a, 9¢, 9d, 58b—58g, 110d, 9a, 9c und 9d als dunkelroten Feststoff oder Ol.
Das Produkt wurde in einer geringen Menge Diethylether aufgenommen, wenige Tropfen HCI (1 M in
Diethylether) zugegeben und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, so dass von den

entsprechenden Prodigininen das Hydrochlorid gebildet wurde.

38 Es wurde sowohl 1.25 M als auch 1.25% HCl in Methanol verwendet bei gleichbleibenden Aquivalenten. Es
konnte bisher kein Einfluss auf die Ausbeute festgestellt werden.
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5-[(4,5-Dimethyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (1b)

Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen (8.2.4),
wurde das Prodiginin 1b aus Boc-MBC (75) und 2,3-
Dimethyl-1H-pyrrol (3b) hergestellt und nach sdulenchromatographischer
Reinigung [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N)
(Gradient von 99.5:0.5 bis 97.5:2.5) anschlieBend neutrales
1b Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc (Gradient von 90:10 bis 50:50)] und

Ausfdllung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (28.9mg, 108 umol, 31%) erhalten.
'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.01 (s, 3H, 6"-H), 2.50 (s, 3H, 7"-H), 3.95 (s, 3H, 7-H), 6.03 (d,
“J31=2.0 Hz, 1H, 3-H), 6.31 (m,, 1H, 4'-H), 6.62 (m, 1H, 3"-H), 6.86 (s, 1H, 8-H), 6.87 (m, 1H, 3'-H), 7.19
(m¢, 1H, 5'-H), 12.52 (brs, 1H, 1’-NH), 12.61 (brs, 1H, 1-NH), 12.65 (brs, 1H, 1”-NH); *C-NMR (151 MHz,
CDCl5): 6 [ppm] = 10.7 (C-6"), 12.4 (C-7"), 58.8 (C-7), 93.0 (C-3), 111.8 (C-4'), 116.0 (C-8), 117.2 (C-3’),
120.8 (C-5), 122.3 (C-2’), 123.0 (C-4"), 125.1 (C-2"), 126.9 (C-5'), 129.3 (C-3"), 147.1 (C-5"), 147.8 (C-2),
165.9 (C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2922, 1725, 1634, 1602, 1575, 1545, 1511, 1449, 1412, 1366,
1249, 1135, 1066, 1042, 954, 887, 837, 803, 744, 708, 651, 611, 594, 542, 465; HRMS (ESI-FTMS,
positiv-lon): Berechnet fiir C;gH17N30 (M + H)* = 268.1444, gefunden = 268.1446.

5-[(4-Ethyl-5-methyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (1i)
Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen (8.2.4),

wurde das Prodiginin 1i aus Boc-MBC (75) und
3-Ethyl-2-methyl-1H-pyrrol (3i) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;

Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis

98.5:1.5) anschlieBend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc

1i

(Gradient von 95:5 bis 0:100)] und Ausféallung als Hydrochlorid als tiefroter
Feststoff (25.0 mg, 185 umol, 77%) erhalten. H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm]=1.14 (t,
3J70 6= 7.6 Hz, 3H, 7"-H), 2.38 (m¢, 2H, 6"-H), 2.50 (s, 3H, 8"-H), 3.92 (s, 3H, 7-H), 6.02 (m., 1H, 3-H),
6.28 (M, 1H, 4'-H), 6.64 (m., 1H, 3"-H), 6.84—6.89 (m, 2H, 3'-, 8-H), 7.16 (m., 1H, 5'-H), 12.49 (brs, 1H,
1'-NH), 12.57 (brs, 1H, 1-NH), 12.64 (brs, 1H, 1”-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.4 (C-8"),
14.4 (C-7"), 18.7 (C-6"), 58.8 (C-7), 92.9 (C-3), 111.8 (C-4'), 115.9, 117.1, 120.7 (C-5), 122.3 (C-2'), 125.1
(c-2"), 126.8 (3"), 127.7 (C-5'), 129.8 (C-4"), 146.4 (C-5"), 147.7 (C-2), 165.8 (C-4);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2969, 1725, 1634, 1602, 1575, 1542, 1511, 1450, 1354, 1315, 1248, 1122,
1068, 1041, 988, 956, 879, 838, 804, 743, 710, 650, 593; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fiir
C11H19N30 (M + H)* = 282.1601, gefunden = 282.1604.
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5-[(5-Methyl-4-propyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (1c)
Mutasynthese: Entsprechend der Vorschrift fiir Mutasynthese im
praparativen Malstab (8.6.8) wurde das Prodiginin 1c aus
2-Methyl-3-propyl-1H-pyrrol (3c) hergestellt und nach
sdulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis
99:1)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (10.5 mg,
35.5 umol, 7%) erhalten.[%”)

1c

Chemische Synthese: Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen (8.2.4), wurde
das Prodiginin 1c aus Boc-MBC (75) und 2-Methyl-3-propyl-1H-pyrrol (3c) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N)
(Gradient von 99.5:0.5 bis 98:2)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (14.0 mg,
47.4 umol, 20%) erhalten.

H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.94 (t, 3J/g"7 = 7.3 Hz, 3H, 8"-H), 1.57 (m., 2H, 7"-H), 2.38 (t,
3J7+ = 7.6 Hz, 2H, 6"-H), 2.55 (s, 3H, 9"-H), 4.00 (s, 3H, 7-H), 6.08 (d, “/1 = 1.9 Hz, 1H, 3-H), 6.35 (m,,
1H, 4'-H), 6.68 (d, “J3,1~ = 2.6, 1H, 3"-H), 6.92 (ddd, *J3,4 = 3.7 Hz, “J3,5 = 2.4 Hz, *J3,1- = 1.2 Hz, 1H, 3'-H),
6.95 (s, 1H, 8-H), 7.23 (m. 1H, 5-H), 12.57 (brs, 1H, 1-NH), 12.73 (brs, 2H, 1-, 1"-NH);
3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.5 (C-9”), 13.8 (C-8"), 23.3 (C-7"), 27.5 (C-6"), 58.7 (C-7), 92.8
(C-3), 111.7 (C-4'), 116.0 (C-8), 117.0 (C-3"), 120.7 (C-5), 122.3 (C-2'), 125.1 (C-2"), 127.0 (C-5), 128.3
(C-4"), 128.5 (C-3"), 147.0 (C-5"), 147.7 (C-2), 165.8 (C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3157, 3100, 2959,
2926, 1724, 1635, 1607, 1575, 1542, 1513, 1451, 1416, 1338, 1279, 1263, 1250, 1157, 1135, 1083,
1067, 1043, 987, 960, 901, 831, 838, 816, 783, 745 736, 697, 665; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon):
Berechnet fiir C1sH22N3O (M + H)* = 296.17574, gefunden = 296.17565.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur tiberein.!*”!

5-[(5-Methyl-4-pentyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (1a,
Prodigiosin)

Biosynthese: Entsprechend der Vorschrift fir die biosynthetische
Produktion von Prodigiosin (1a) (8.6.5) und der Extraktion und
Reinigung (8.6.6) wurde Prodigiosin (1a) unter Nutzung des
Stammes P. putida pig-r2 hergestellt und nach

saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel,
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7N) (Gradient von
99.5:0.5 bis 98.5:1.5)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter
Feststoff [18 mg/L (M63 Medium, 18°C, 16 g/L Glucose, Fernbachkolben), 29 mg/L (M63 Medium,
18°C, 16 g/L Glucose, Fernbachkolben, in situ Produktentfernung), 145 mg/L (Fermentation, 8.6.9)]

erhalten.

Chemische Synthese: Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen (8.2.4), wurde

Prodigiosin (1a) aus Boc-MBC (75) und 2-Methyl-3-pentyl-1H-pyrrol (3a) hergestellt und nach
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saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N)
(Gradient von 99.5:0.5 bis 99:1)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (49.1 mg,
150 pumol, 44 %) erhalten.

H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 0.90 (t, 3/106» = 7.0 Hz, 3H, 10"-H), 1.32 (m, 4H, 8"-, 9"-H), 1.54
(me, 2H, 7"-H), 2.39 (t, ¥Jg 7 = 7.6 Hz, 2H, 6"-H), 2.54 (s, 3H, 11”-H), 4.00 (s, 3H, 7-H), 6.07 (d,
“J31=1.9 Hz, 1H, 3-H), 6.35 (M., 1H, 4-H), 6.68 (d, *J3+1+ = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 6.91 (ddd, /5.4 = 3.8 Hz,
4Jy5 = 2.4 Hz, %J3,1 = 1.4 Hz, 1H, 3'-H), 6.95 (s, 1H, 8-H), 7.22 (m,, 1H, 5'-H), 12.56 (brs, 1H, 1'-NH), 12.71
(brs, 2H, 1-, 1”-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.6 (C-11"), 14.2 (C-10"), 22.6 (C-9”), 25.5
(C-6"), 29.9 (C-7"), 31.6 (C-8"), 58.9 (C-7), 93.0 (C-3), 111.9 (C-4'), 116.1 (C-8), 117.2 (C-3'), 120.8 (C-5),
122.4 (C-2'), 125.3 (C-2"), 127.1 (C-5'), 128.5 (C-3"), 128.6 (C-4"), 147.1 (C-5"), 147.8 (C-2), 165.9 (C-4);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3157, 3100, 2953, 2924, 2854, 1738, 1635, 1605, 1576, 1545, 1509, 1468,
1455, 1413, 1385, 1352, 1279, 1264, 1250, 1199, 1136, 1083, 1066, 1042, 989, 956, 890, 879, 835, 808,
785, 745, 716, 698, 681, 648, 607, 595, 484, 462.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur iiberein.!*” 20

5-[(5-Methyl-4-octyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (1f)
Mutasynthese: Entsprechend der Vorschrift fiir Mutasynthese
im prdparativen MaRstab (8.6.8) wurde das Prodiginin 1f aus
2-Methyl-3-octyl-1H-pyrrol (3f)  hergestellt und  nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von
99.5:0.5 bis 99:1)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter
Feststoff (3.80 mg, 10.4 pmol, 2%) erhalten.[**”]

Chemische Synthese: Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen (8.2.4), wurde
das Prodiginin 1f aus Boc-MBC (75) und 2-Methyl-3-octyl-1H-pyrrol (3f) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N)
(Gradient von 99.5:0.5 bis 98:2)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (11.0 mg,
30.1 umol, 13 %) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.88 (t, 3/13%15" = 6.9 Hz, 3H, 13"-H), 1.24-1.33 (m,, 11H, 8"-, 9"-,
10"-,11"-, 12"-H), 1.53 (m¢, 2H, 7"-H), 2.39 (t, *Je7», = 7.6 Hz, 2H, 6"-H), 2.54 (s, 3H, 14"-H), 4.00 (s, 3H,
7-H), 6.08 (m¢, 1H, 3-H), 6.35 (M, 1H, 4'-H), 6.68 (m, 1H, 3”-H), 6.92 (m, 1H, 3'-H), 6.95 (s, 1H, 8-H),
7.23 (me, 1H, 5-H), 12.56 (brs, 1H, 1’-NH), 12.72 (brs, 2H, 1-, 1”-NH); 3C-NMR (151 MHz,
CDCl3): & [ppm] = 12.5 (C-14"), 14.1 (C-13"), 22.7, 25.4 (C-6"), 29.3, 29.3, 29.4, 30.1 (C-7"), 31.9, 58.7
(C-7), 92.8 (C-3), 111.7 (C-4"), 116.0 (C-8), 117.0 (C-3'), 120.7 (C-5), 122.3 (C-2’), 125.1 (C-2"), 126.9
(C-5'), 128.4 (C-3"), 128.5 (C-4"), 147.0 (C-5"), 147.7 (C-2), 165.8 (C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3162,
3100, 2955, 2921, 2852, 1635, 1607, 1577, 1544, 1512, 1456, 1413, 1387, 1354, 1328, 1279, 1264,
1251, 1144, 1135, 1107, 1066, 1043, 1000, 988, 958, 887, 838, 813, 745, 718, 697, HRMS (ESI-FTMS,
positiv-lon): Berechnet fiir C;3H3;N30 (M + H)* = 366.25399, gefunden = 366.25400.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur Giberein.!*”
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5-[(5-Ethyl-4-methyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (58f)

Entsprechend der Vorschrift fiir die Synthese von Prodigininen (8.2.4),
wurde das Prodiginin 58f aus Boc-MBC (75) und
2-Ethyl-3-methyl-1H-pyrrol (57f) hergestellt und nach

saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;

Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis
98:2) anschlieBend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc (Gradient
von 100:0, 90:10 bis 80:20)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter
Feststoff (81.0 mg, 290 umol, 84%) erhalten. H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm]=1.32 (t,
3Jg 7= 7.6 Hz, 3H, 8"-H), 2.02 (s, 3H, 6"-H), 2.87 (m,, 2H, 7"-H), 3.93 (s, 3H, 7-H), 6.02 (d, *J31 = 2.0 Hz,
1H, 3-H), 6.29 (m, 1H, 4’-H), 6.61 (d, 4J3-1» = 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 6.86 (m¢, 2H, 3'-, 8-H), 7.17 (m¢, 1H, 5'-H),
12.55 (brs, 2H, 1'-, 1”-NH), 12.69 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 10.7 (C-6"),
13.9 (C-8"), 20.3 (C-7"), 58.8 (C-7), 92.9 (C-3), 111.8 (C-4'), 116.0 (C-8), 117.2 (C-3'), 120.9 (C-5), 122.2,
122.3, 125.0 (C-2"), 126.9 (C-5'), 129.7 (C-3"), 1479 (C-2), 152.6, 1659 (C-4);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2957, 2926, 1725, 1629, 1602, 1574, 1543, 1511, 1462, 1376, 1269, 1230,
1155, 1133, 1069, 1040, 981, 956, 880, 835, 816, 742, 649, 600; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon):
Berechnet flr C17H19N50 (M + H)" = 282.1601, gefunden = 282.1599.

58f

“Im NMR ist deutlich erkennbar, dass noch Lésungsmittel im Produkt enthalten war, daher wird die
tatsachliche Ausbeute unter dem hier angegebenen Wert liegen.

5-[(5-Ethyl-4-propyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (58g)

Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen (8.2.4),
wurde das Prodiginin 58g aus Boc-MBC (75) und
2-Ethyl-3-propyl-1H-pyrrol (57g) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;

Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis

99:1) anschlieBend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc
(Gradient von 100:0, 90:10 bis 98:5)] und Ausfallung als Hydrochlorid
als tiefroter Feststoff (39.0 mg, 130 umol, 52 %) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.94 (t,
3Jg 7= 7.3 Hz, 3H, 8"-H), 1.35 (t, J10-6» = 7.6 Hz, 3H, 10"-H), 1.56 (m¢, 2H, 7"-H), 2.37 (t, *Jg- 7+ = 7.7 Hz,
2H, 6"-H), 2.89 (q, ¥Jo»10 = 7.6 Hz, 2H, 9"-H), 3.96 (s, 3H, 7-H), 6.04 (m,, 1H, 3-H), 6.31 (m,, 1H, 4'-H),
6.65 (d, “J3-1- = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 6.88 (m., 1H, 3'-H), 6.91 (s, 1H, 8-H), 7.19 (m., 1H, 5'-H), 12.58 (brs,
2H, 1'-, 1”-NH), 12.76 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.0 (C-8"), 14.4 (C-10"),
20.2 (C-9"), 23.7 (C-7"), 27.5 (C-6"), 58.8 (C-7), 93.0 (C-3), 111.8 (C-4'), 116.1 (C-8), 117.3 (C-3'), 120.9
(C-5), 122.3 (C-2"), 125.3 (C-2"), 127.0 (C-5"), 127.5 (C-4"), 128.7 (C-3"), 148.0 (C-2), 152.5 (C-5"), 165.9
(C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2926, 1737, 1626, 1596, 1541, 1507, 1354, 1266, 1228, 1130, 1039,
987, 955, 880, 815, 733, 597; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fiir CioH23N3sO
(M + H)* = 310.1914, gefunden = 310.1916.

589
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5-[(4-Ethyl-5-propyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (58e)

Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen (8.2.4),
wurde das Prodiginin 58e aus Boc-MBC (75) und
3-Ethyl-2-propyl-1H-pyrrol (57e) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel,
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis

98.5:1.5) anschlieBend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc

(Gradient von 95:5, 50:50 bis 0:100)] und Ausfallung als Hydrochlorid als
tiefroter Feststoff (54.0 mg, 150 umol, 51%) erhalten. 'H-NMR (600 MHz, CDCl3): § [ppm] = 1.00 (t,
3J10v9» = 7.4 Hz, 3H, 10”-H), 1.18 (t, 37 ¢ = 7.5 Hz, 3H, 7”-H), 1.80 (mc, 2H, 9"-H), 2.43 (m,, 2H, 6"-H),
2.85 (t, *Jg79» = 7.6 Hz, 2H, 8"-H), 3.97 (s, 3H, 7-H), 6.05 (d, “J3,1 = 2.0 Hz, 1H, 3-H), 6.31 (m, 1H, 4"-H),
6.68 (d, 431+ = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 6.88 (ddd, 3J3 4 = 3.9 Hz, 4J3.5 = 2.5 Hz, /3.1 = 1.4 Hz, 1H, 3'-H), 6.91
(s, 1H, 8-H), 7.18 (m, 1H, 5'-H), 12.60 (brs, 2H, 1’-, 1"-NH), 12.77 (brs, 1H, 1-NH); *C-NMR (151 MHz,
CDCls): 6 [ppm] = 14.0 (C-10"), 14.7 (C-7"), 18.6 (C-6"), 23.2 (C-9"), 28.6 (C-8"), 58.7 (C-7), 92.9 (C-3),
111.8 (C-4'), 116.0 (C-8), 117.1 (C-3'), 120.8 (C-5), 122.3 (C-2’), 125.3 (C-2"), 126.8 (C-5'), 127.9 (C-3"),
129.6 (C-4"), 147.8 (C-2), 150.9 (C-5"), 165.8 (C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2962, 2930, 2870, 1629,
1602, 1544, 1509, 1358, 1265, 1137, 1042, 991, 959, 838, 779; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon):
Berechnet fiir C;9H24N30 (M + H)* = 310.19139, gefunden = 310.19127.

58e

5-[(5-Butyl-4-propyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (58b)
Entsprechend der Vorschrift fiir die Synthese von Prodigininen (8.2.4),
wurde das Prodiginin 58b aus Boc-MBC (75) und
2-Butyl-3-propyl-1H-pyrrol (57b) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel; PE/Dichlormethan
(Gradient von 75:25, 50:50 bis 25:75)] und Ausfallung als Hydrochlorid
als tiefroter Feststoff (24 mg, 64 umol, 41%) erhalten.

58b

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm]=0.96 (t, 3J12v11-=7.3 Hz,
3Jg 7= 7.3 Hz, 6H, 8"-, 12"-H), 1.44 (m., 2H, 11”-H), 1.59 (mc, 4H, 7"-H), 1.75 (m¢, 2H, 10”-H), 2.39 (t,
3Jer 7+ = 7.6 Hz, 2H, 6"-H), 2.89 (t, 3Jo10- = 7.7 Hz, 2H, 9”-H), 4.00 (s, 3H, 7-H), 6.08 (d, “/51 = 2.0 Hz, 1H,
3-H), 6.34 (m., 1H, 4'-H), 6.69 (d, Y31~ = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 6.91 (ddd, 334 = 3.8 Hz, “J3.5 = 2.5 Hz,
5Jy1 = 1.4 Hz, 1H, 3'-H), 6.95 (s, 1H, 8-H), 7.21 (m., 1H, 5-H), 12.63 (brs, 2H, 1'-, 1”-NH), 12.83 (brs, 1H,
1-NH); ¥C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 13.9 (C-8"”, C-12"), 22.7 (C-11"), 23.5 (C-7"), 26.6 (C-9"),
27.4(C-6"), 32.0 (C-10"), 58.7 (C-7), 92.8 (C-3), 111.7 (C-4'), 116.0 (C-8), 117.0 (C-3'), 120.8 (C-5), 122.3
(C-2"), 125.3 (C-2"), 126.9 (C-5'), 127.9 (C-4"), 128.6 (C-3"), 147.8 (C-2), 151.7 (C-5"), 165.8 (C-4);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2925, 2855, 1742, 1630, 1574, 1546, 1509, 1464, 1363, 1263, 1244, 1157,
1137, 1067, 1042, 992, 961, 838, 748; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fiir Cy1HasN3O
(M + H)* =338.22269, gefunden = 338.22262.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur tiberein.!*”
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5-[(4-Butyl-5-pentyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2"-bipyrrol-HCI (58c)

Entsprechend der Vorschrift flir die Synthese von Prodigininen (8.2.4),
wurde das Prodiginin 58¢c aus Boc-MBC (75) und
3-Butyl-2-pentyl-1H-pyrrol (57c) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;

Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis

98.5:1.5) anschlieRend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc

58¢c (Gradient von 95:5, 50:50 bis 0:100)] und Ausfallung als Hydrochlorid
als tiefrotes Ol (49.0 mg, 130 pmol, 39 %) erhalten. *H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 0.86-0.97 (m,
6H, 14"-, 9"-H), 1.31-1.42 (m, 6H, 12"-, 13"-, 8"-H), 1.52 (mc, 2H, 7"-H), 1.75 (m., 2H, 11"-H), 2.38 (t,
3Jg 7= 7.7 Hz, 2H, 6"-H), 2.85 (t, 31011+ = 7.9 Hz, 2H, 10"-H), 3.95 (s, 3H, 7-H), 6.03 (d, /31 = 1.9 Hz, 1H,
3-H), 6.29 (m, 1H, 4'-H), 6.64 (d, *J3»1- = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 6.86 (m, 1H, 3'-H), 6.88 (s, 1H, 8-H), 7.16
(m,, 1H, 5-H), 12.58 (brs, 2H, 1-, 1”-NH), 12.75 (brs, 1H, 1-NH); 3C-NMR (151 MHz,
CDCls): & [ppm] = 14.0, 14.1, 22.5, 22.5, 25.1 (C-6"), 26.8 (C-10"), 29.6 (C-11"), 31.8, 32.6 (C-7"), 58.8
(C-7), 92.9 (C-3), 111.8 (C-4"), 116,0 (C-8), 117.2 (C-3), 120.8 (C-5), 122.3 (C-2’), 125.3 (C-2"), 126.8
(C-5'), 128.0 (C-4"), 128.5 (C-3"), 147.8 (C-2), 151.5 (C-5"), 165.8 (C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2954,
2928, 2859, 1629, 1602, 1573, 1544, 1509, 1359, 1246, 1136, 1065, 992, 960, 838; HRMS (ESI-FTMS,
positiv-lon): Berechnet flr C,3H3;N30 (M + H)* = 366.25399, gefunden = 366.25386.

5-[(5-Hexyl-4-pentyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (58d)
Entsprechend der Vorschrift fiir die Synthese von Prodigininen
(8.2.4), wurde das Prodiginin58d aus Boc-MBC(75) und
2-Hexyl-3-pentyl-1H-pyrrol (57d) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel,
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von
99.5:0.5 bis 98.5:1.5) anschlieBend neutrales Aluminiumoxid,

58d n-Pentan/EtOAc (Gradient von 95:5, 50:50 bis 0:100)] und
Ausfillung als Hydrochlorid als tiefrotes Ol (88.0 mg, 220 pmol, 65%) erhalten. *H-NMR (600 MHz,
CDCl3): 6 [ppm] =0.89 (m, 6H, 16”-, 10"-H), 1.28-1.37 (m, 8H, 14", 8"-, 9"-H), 1.42 (m,, 2H, 13"-H),
1.55 (mc, 2H, 7"-H), 1.77 (mc, 2H, 12"-H), 2.39 (t, 3Je- 7 = 7.7 Hz, 2H, 6"-H), 2.86 (t, 3J11712 = 7.9 Hz, 2H,
11”-H), 3.95 (s, 3H, 7-H), 6.04 (d, *J3.1 = 1.9 Hz, 1H, 3-H), 6.29 (mc, 1H, 4'-H), 6.65 (d, “/31- = 2.6 Hz, 1H,
3"-H), 6.85-6.90 (m, 2H, 3'-, 8-H), 7.17 (m., 1H, 5-H), 12.59 (brs, 2H, 1’-, 1”-NH), 12.74 (brs, 1H, 1-NH).;
13C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.1, 14.1, 22.6, 22.7, 25.3 (C-6"), 26.9 (C-11"), 29.3 (C-13"), 29.9
(C-12"), 30.1 (C-7"), 31.6, 31.6, 58.8, 92.9, 111.7 (C-4'), 115.9 (C-8), 117.1 (C-3'), 120.8 (C-5), 122.3
(C-2), 125.3 (C-2"), 126.8 (C-5'), 128.0 (C-4"), 128.5 (C-3"), 147.8 (C-2), 151.4 (C-5"), 165.8 (C-4);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2927, 2954, 2859, 1633, 1603, 1603, 1544, 1508, 1412, 1352, 1143, 1066,
994, 960, 749; HRMS (ESI-FTMS, positiv-lon): Berechnet fir CiysHsgN3O (M + H)"=394.28529,
gefunden = 394.28521.
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2-{[4-methoxy-1H,1'H-(2,2'-bipyrrol)-5-yllmethylene}-4,5,6,7,8,9,10,11,12,13-decahydro-2H-

cyclododeca[b]pyrrol-HCI (110d)

Mutasynthese: Entsprechend der Vorschrift flir Mutasynthese im

praparativen Malstab (8.6.8) wurde das Prodiginin 110d aus
4,5,6,7,8,9,10,11,12,13-Decahydro-1H-cyclododeca[b]pyrrol (82d)

hergestellt und die erhaltene Menge mithilfe des

Extinktionskoeffizienten auf 0.6 mg/L Kultur bestimmt.

110d ' Chemische Synthese: Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese
von Prodigininen (8.2.4), wurde das Prodiginin 110d aus Boc-MBC (75) und 4,5,6,7,8,9,10,11,12,13-
Decahydro-1H-cyclododeca[b]pyrrol (82d) hergestellt und nach sdulenchromatographischer
Reinigung [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis 97:3] und
Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (11.9 mg, 31.4 umol, 13 %) erhalten.

H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.29-1.38 (m, 9H, 8"-, 9"-, 12-, 13"-H), 1.38-1.46 (m, 4H, 10"-,
11"-H), 1.66 (mc, 3H, 14”-H), 2.05 (m¢, 2H, 7"-H), 2.44 (t, 1514~ = 7.0 Hz, 2H, 15"-H), 2.88 (t,
3J¢.7+= 7.0 Hz, 2H, 6"-H), 4.01 (s, 3H, 7-H), 6.08 (d, *J31 = 1.9 Hz, 1H, 3-H), 6.35 (dt, ¥s3 = 4.2 Hz,
3as = 4.1 Hz, 4oy = 2.3 Hz, 1H, 4"-H), 6.70 (d, %1~ = 2.5, 1H, 3"-H), 6.92 (m,, 1H, 3'-H), 6.96 (s, 1H,
8-H), 7.22 (m,, 1H, 5'-H), 12.48 (brs, 1H, 1"-NH), 12.65 (brs, 1H, 1'-NH), 12.89 (brs, 1H, 1-NH);
BC.NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 22.2 (C-15"), 23.0, 23.1, 23.6 (C-6"), 24.6, 25.0, 25.1, 25.7, 28.0
(C-7"),29.2 (C-14"), 58.9 (C-7), 93.0 (C-3), 111.9 (C-4’), 116.1 (C-8), 117.4 (C-3'), 121.2 (C-5), 122.4 (C-2'),
126.2 (C-2"), 127.2 (C-5), 128.7 (C-3"), 128.8 (C-4”), 148.3 (C-2), 151.5 (C-5"), 166.1 (C-4);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2921, 2848, 1634, 1605, 1548, 1504, 1465, 1348, 1278, 1241, 1214, 1129,
1064, 1042, 982, 960, 891, 840, 790, 759, 663, 599.

Die Analytikangaben stimmen mit der Literatur {iberein.?*”!

5-[(5-Octyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (9d)

Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen
(8.2.4), wurde das Prodiginin9d aus Boc-MBC(75) und
2-Octyl-1H-pyrrol (27d) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5
bis 96:4) anschlieRend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc
(Gradient von 90:10, 50:50 bis 0:100)] und Ausfdllung als
Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (34.4 mg, 88.7 umol, 34 %) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 0.86 (t, */13», 12 = 6.8 Hz, 3H, 13”-H), 1.17-1.44 (m, 10H, 8"-, 9"-,
10"-,11"-, 12"-H), 1.77 (m, 2H, 7"-H), 2.94 (t, *Jg", 7 = 7.7 Hz, 2H, 6"-H), 4.01 (s, 3H, 7-H), 6.08 (m,, 1H,
3-H), 6.20 (m, 1H, 4"-H), 6.35 (m¢, 1H, 4'-H), 6.83 (M., 1H, 3"-H), 6.94 (m, 1H, 3'-H), 6.99 (s, 1H, 8-H),
7.23 (m., 1H, 5-H), 12.66 (brs, 1H, 1-NH), 12.71 (brs, 1H, 1”-NH), 12.88 (brs, 1H, 1-NH);
13C-.NMR (151 MHz, CDCl3): § [ppm] = 14.2 (C-13"), 22.8, 28.6 (C-6"), 29.47, 29.4", 29.5", 29.5, 32.0,
59.0(C-7),93.2(C-3),112.1 (C-4), 112.7 (C-4"), 116.5 (C-8), 118.0 (C-3'), 121.5 (C-2), 122.3 (C-2'), 126.1
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(C-2), 127.6 (C-5'), 129.4 (C-3"), 148.9 (C-5), 153.3 (C-5"), 166.4 (C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2921,
2851, 1635, 1607, 1550, 1513, 1364, 1285, 1271, 1253, 1184, 1040, 955, 772, 746, 669, 595.

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Das Prodiginin 9d wurde von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit hergestellt.?>®! Die

'H- und die *C-NMR Daten stimmen mit der Literatur tiberein.[?>®

5-[(5-Undecyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2'-bipyrrol-HCI (9a)

Entsprechend der Vorschrift fir die Synthese von Prodigininen
(8.2.4), wurde das Prodiginin9a aus Boc-MBC(75) und
2-Undecyl-1H-pyrrol (27a) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5
bis 97.5:2.5) anschlieRend neutrales Aluminiumoxid,
n-Pentan/EtOAc (Gradient von 90:10, 50:50 bis 0:100)] und Ausféllung als Hydrochlorid als tiefroter
Feststoff (23.1mg, 60 pumol, 24%) erhalten. H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm]=0.86 (t,
3J16715+ = 7.0 Hz, 3H, 16”-H), 1.16-1.35 (m, 14H, 9", 10"-, 11"-, 12"-, 13"-, 14"-, 15"-H), 1.35-1.42 (m,
2H, 8'-H), 1.76 (m, 2H, 7"-H), 2.93 (t, 3J¢~7+ = 7.7 Hz, 2H, 6"-H), 3.99 (s, 3H, 7-H), 6.06 (d, “/51 = 1.9 Hz,
1H, 3-H), 6.19 (dd, 343 = 3.8 Hz, Y41~ = 1.8 Hz, 1H, 4"-H), 6.34 (m., 1H, 4"-H), 6.82 (m¢, 1H, 3"-H), 6.93
(me, 1H, 3'-H), 6.97 (s, 1H, 8-H), 7.22 (m, 1H, 5'-H), 12.65 (brs, 1H, 1’-NH), 12.70 (brs, 1H, 1"-NH), 12.86
(brs, 1H, 1-NH); 23C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.2 (C-16"), 22.8, 28.6 (C-6"), 29.4, 29.5", 29.5",
29.5%,29.7,29.8%,29.8%, 32.0, 58.9 (C-7), 93.2 (C-3), 112.1 (C-4'), 112.6 (C-4"), 116.5 (C-8), 118.0 (C-3’),
121.5 (C-5), 122.2 (C-2"), 126.1 (C-2"), 127.6 (C-5'), 129.4 (C-3"), 148.9 (C-2), 153.2 (C-5"), 166.4 (C-4);
IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3102, 2920, 2851, 1737, 1635, 1606, 1575, 1549, 1513, 1464, 1410, 1366,
1286, 1272,1253,1182, 1138, 1068, 1038, 1004, 988, 956, 891, 878, 838, 814, 771, 746, 713, 697, 671,
639, 616, 595, 459.

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die H- und ¥C-NMR Daten stimmen mit der Literatur Gberein.[2%8

5-[(5-Tetradecyl-2H-pyrrol-2-yliden)methyl]-4-methoxy-1H,1'H-2,2’-bipyrrol-HCI (9c)

19" Entsprechend der Vorschrift fiir die Synthese von Prodigininen
(8.2.4), wurde das Prodiginin9c aus Boc-MBC(75) und
5-Tetradecyl-1H-pyrrol (27c) hergestellt und nach
saulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel;
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5
bis 98:2) anschlieBend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc
(90:10)] und Ausféllung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff
(26.6 mg, 60 umol, 23 %) erhalten.

H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.87 (t, 3107, 18- = 7.0 Hz, 3H, 19”-H), 1.17-1.44 (m, 22H, 7"-, 8"-,
9"-,10"-, 11", 12"-, 13", 14"-, 15"-, 16"-,17"-, 18"-, 19"-), 1.77 (m¢, 2H, 7"-H), 2.94 (t, *Je, 7+ = 7.7 Hz,
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2H, 6"-H), 4.00 (s, 3H, 7-H), 6.07 (m,, 1H, 3-H), 6.19 (m, 1H, 4"-H), 6.34 (m,, 1H, 4'-H), 6.83 (m, 1H,
3"-H), 6.94 (m,, 1H, 3'-H), 6.98 (s, 1H, 8-H), 7.23 (m, 1H, 5'-H), 12.66 (brs, 1H, 1-NH), 12.71 (brs, 1H,
1"-NH), 12.88 (brs, 1H, 1-NH); **C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.3 (C-19"), 22.8, 28.6 (C-6"), 29.4
(C-7"),29.5%,29.5%,29.5%,29.7, 29.8", 29.8", 29.8", 29.8", 32.1, 58.9 (C-7), 93.2 (C-3), 112.1 (C-4"), 112.6
(C-4"), 116.5 (C-8), 118.0 (C-3'), 121.5 (C-5), 122.3 (C-2'), 126.1 (C-2"), 127.6 (C-5'), 129.4 (C-3"), 148.9
(C-2), 153.3 (C-5"), 166.4 (C-4); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 2917, 2849, 1636, 1607, 1550, 1514, 1464,
1410, 1365, 1286, 1253, 1183, 1138, 1040, 957, 814, 768, 746, 720, 671, 594; HRMS (ESI-FTMS,
positiv-lon): Berechnet fir C2sHa2N30 (M + H)* = 436.3326, gefunden = 436.3322.

“Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Das Prodiginin 9c wurde von B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit hergestellt.!?>!

8.2.5 Synthese von Indolprodigiosin (103a)
3-{[4-Methoxy-1H,1'H-(2,2"-bipyrrol)-5-yllmethylen}-3H-indol (103a, Indolprodigiosin)

o~
1a) 102a; Methanol, 0 °C

A T b) HCI (1.25 M in Methanol)
SR, -
* N c) 75; Methanol, 0 °C, 1.5 h
H tropfenweise Zugabe

d)0°C > RT, 72h
75 102a 2) HCI (1 M in Diethylether) 103a

X N‘Boc

Indolprodigiosin (103a) wurde nach einer modifizierten Vorschrift von Dr. Andreas S. Klein
hergestellt.'”! Die Synthesemethode wurde im Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Anne Vogt

untersucht und im Rahmen dieser Arbeit weiter abgewandelt.?**

Vor Beginn der Reaktion wurde eine ausreichende Menge an trockenem Methanol 1 h mit Stickstoff
begast, um so Sauerstoff zu entfernen Die Reaktion wurde in einem Schlenk-Kolben unter
Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Zu einer Lésung aus Indol (102a, 5.0 Aq.) in trockenem Methanol
(38 mL/mmol Boc-MBC) wurde bei 0°C HCl in Methanol (1.25 m, 0.37 Aq.) zugetropft. Boc-MBC (75,
1 Aqg.) wurde in trockenem und mit Stickstoff begasten Methanol (31 mL/mmol Boc-MBC) gelést und
mittels Spritzenpumpe (5 mL/min) bei 0°C zugetropft, woraufhin sich die Farbe des Reaktionsansatzes
langsam von farblos liber orange hin zu rot verdnderte. Das Reaktionsgemisch wurde fur 72 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von wenigen Tropfen waéssriger
Ammoniak-Lésung (25% (w/w) gequencht, bis der Reaktionsansatz eine orangene Farbe zeigte, und
im Anschluss erfolgte eine Extraktion mit Dichlormethan (3x 10 mL). Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung [Kieselgel;
Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient von 99.5:0.5 bis 95:5) anschlieRend neutrales
Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc (verschiedene Gradienten)] ergab Indolprodigiosin (103a, 9-28%
Rohprodukt, 20—120 umol, 4.5-34 mg) als dunkelroten/violetten Feststoff. Das Produkt wurde in einer

geringen Menge Diethylether aufgenommen, wenige Tropfen HCI (1 m in Diethylether) zugegeben und

217



Experimentalteil

das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, so dass von Indolprodigiosin (103a) das

Hydrochlorid gebildet wurde.

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] =4.10 (s, 3H, 7-H), 6.16 (s, 1H, 3-H),
6.41 (m, 1H, 4'-H), 7.08 (m¢, 1H, 3'-H), 7.27-7.31 (m, 2H, 6"-H, 5"-H), 7.37
(me, 1H, 5'-H), 7.50-7.59 (m, 1H, 4”-H), 7.63 (s, 1H, 8-H), 7.76-7.80 (m,
1H, 7"-H), 9.86 (d, 3J2+1- = 3.4 Hz, 1H, 2"-H), 10.44 (brs, 1-NH), 12.22 (brs,
1-NH), 13.60 (brs, 1-NH).

103a

Die 'H-NMR Daten stimmen mit den Daten der Dissertation von Dr. Andreas S. Klein tiberein.[”! Die
Zuordnung der *H-NMR Signale erfolgte auf Basis dieser Daten, da im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht geniigend Indolprodigiosin (103a) fiir *C-NMR sowie 2D-NMR-Spektren isoliert werden konnte,
die eine Zuordnung der Signale erlauben wirden. Eine Zuordnung der NH-Signale konnte nicht
erfolgen, da das von Dr. Andreas S. Klein isolierte Indolprodigiosin (103a) in vollstandig deprotonierter

Form vorlag.

8.2.6 Synthese von Dodec-3-en-1-amin (28a, DDA)
N,O-Ditosylethanolamin (94)

a) p-Tosylchlorid;

Pyridin, -10° C
b) 93; Pyridin, -10 °C
HO~NH, ¢)-10 °C - 0 °C, 6h Tos” O\ TOS
> H
93 Pyridin 94

Die Synthese wurde nach einer modifizierten Vorschrift von Moss et al. durchgefiihrt.26%

Zu einer Lésung aus p-Toluolsulfonsdurechlorid (13.1 g, 68.7 mmol, 2.10 Aqg.) in trockenem Pyridin
(8 mL) wurde unter Schutzgasatmosphére bei -10°C Ethanolamin (93, 2.00 g, 32.7 mmol, 1.00 Aq.) in
trockenem Pyridin (4 mL) gelost zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C erwdarmt und fir
6 h gerihrt, wobei die Farbe von hellgelb zu ockerfarben wechselte. Durch Zugabe von Wasser (10 mL)
wurde die Reaktion beendet, der Feststoff in Chloroform gel6st (25 mL) und mit 1 N HCI (2x 10 mL) und
gesattigter NaCl-Losung gewaschen (1x 10 mL). Die organische Phase wurde liber MgSQO, getrocknet
und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt 94 wurde als Feststoff erhalten

und ohne weitere Reinigung in der nachsten Synthese eingesetzt.
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1-Tosylaziridin (95)

o Tos a) 94; Toluol Tos
Tos”  ~"N7 b) KOH; Wasser N
H - YAAN

RT, 2 h, stark rithren

94 95

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von Moss et al. durchgefiihrt.[26%!

Zu N,O-Ditosylethanolamin (94, 13.8g, 37.2mmol, 1.00Aq.) in Toluol (70 mL) wurde unter
Schutzgasatmosphire KOH (2 g, 186 mmol, 5.00 Ag.) in Wasser (10 mL) gegeben. Die zweiphasige
Mischung wurde fir 2 h bei Raumtemperatur stark gerihrt und anschlieBend die beiden Phasen
voneinander getrennt. Die wdssrige Phase wurde mit Toluol (3x 15 mL) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen mit Wasser (1x 20 mL) und gesattigter NaCl-Losung (1x 20 mL) gewaschen und
Uber MgSO, getrocknet. 1-Tosylaziridin (95, 5.83 g, 29.6 mmol, 79%) wurde als gelber Feststoff

erhalten und ohne weitere Reinigung in der ndchsten Synthese eingesetzt.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] =2.36 (brs, 4H, 2-, 3-H), 2.45 (s, 3H, 7’-H), 7.35 (d,
%)y = 8.0 Hz, *Js¢ = 8.0 Hz, 2H, 3'-, 5'-H), 7.83 (d, *J>3 = 8.3 Hz, *Jg5 = 8.3 Hz, 2H, 2'-, 6"-H);
3C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 21.8 (C-7'), 27.5 (C-2, C-3), 128.1 (C-2’, C-6), 129.9
(C-3, C-5'), 135.0 (C-1'), 144.8 (C-4'); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3007, 1598, 1442, 1292,
1240, 1159, 1097, 1081, 1019, 908, 711, 691; LC-MS (API-ES, 70 eV): tr = 6.7 min.

Die H- und *C-NMR Daten stimmen mit der Literatur Gberein.[26% 394 39

95

N-Tosyldodec-3-yn-1-amin (97)

a) 96; THF, 18 °C
b) n-BuLi (2.5 M in Hexan), H
N

X | 18 °C, 20 min
\\/\/\/\/ ’ P
+ AN S Tos \/\/\/\/\/

c)95; THF, 18 °C, 4 h
96 95 99

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von Pinkerton et al. durchgefiihrt.[2¢")

Unter Schutzgasatmosphare und bei 18 °C wurde zu einer Losung aus 1-Decin (96, 3.76 mL, 20.5 mmol,
4.05Aq.) in trockenem THF (7.8 mL) tropfenweise n-Buthyllithium (2.5M in Hexan, 8.31mlL,
20.8 mmol, 4.10 Aq.) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 min bei 18°C geriihrt und im
Anschluss 1-Tosylaziridin (95, 1.00 g, 5.07 mmol, 1 Aq.) in trockenem THF (3.8 mL) zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde flir 4 h bei 18°C geriihrt, dann die Reaktion durch Zugabe von gesattigter
NaHCOs-Lésung beendet und mit Diethylether extrahiert (3x 100 mL). Die vereinigten organischen
Phasen wurden liber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die
sdulenchromatographische Reinigung [Kieselgel, n-Pentan/EtOAc (90:10)] ergab
N-Tosyldodec-3-yn-1-amin (97, 390 mg, 1.16 mmol, 23 %) als leicht gelbes Ol.
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4 5 . 'H-NMR (600 MHz,  CDCl;):  &[ppm]=0.88 (t,
, 5 7 9 1
4 1 *J1211 = 7.0 Hz, 3H, 12-H), 1.19-1.39 (m, 10H, 7-, 8-, 9-,
3 Z 12
180 Z 4 6 8 10 3
2 N 10-, 11-H), 1.44 (m¢, 2H, 6-H), 2.10 (tt, 3Js¢ = 7.2 Hz,
13 °Js2=2.3Hz, 2H, 5-H), 230 (tt, 3,1=6.5Hz

5)ys = 2.3 Hz, 2H, 2-H), 2.43 (s, 3H, 7'-H), 3.05 (m., 2H,
1-H), 4.69 (brs, 1H, 13-NH), 7.31 (d, 3/ = 8.0 Hz, 2H, 3'-,
5'-H), 7.75 (d, 3/ = 8.0 Hz, 2H, 2'-, 6'-H); 3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.3 (C-12), 18.8 (C-5),
20.1 (C-2), 21.7 (C-7'), 22.8, 29.0, 29.1, 29.2, 29.3, 32.0, 42.3 (C-1), 75.8 (C-4), 83.5 (C-3), 127.2 (C-2,
C-6'), 129.9 (C-3', C-5'), 137.2 (C-1'), 143.6 (C-4'); IR (ATR-Film): ¥ [1/cm] = 3268, 2954, 2920, 2853,
1739, 1598, 1494, 1461, 1433, 1377, 1341, 1318, 1305, 1287, 1213, 1163, 1154, 1096, 1075, 1040,
1018, 966, 918, 814, 705, 568, 550, 515, 493, 471.

97

Die 'H-, *C-NMR und IR-Daten stimmen mit der Literatur tiberein.[t>% 260. 3%

(Z)-N-Tosyldodec-3-en-1-amin (98)

inglinG H
Y a) 97, Chinolin; Pentan
\/\/\/\/\/ > TOS’N\/E/\/\/\/\

b) Lindlar-Katalysator,
97 H,-Atmosphare, RT, 2 h 98

N
Tos”

Die Synthese wurde nach einer modifizierten Vorschrift von Pinkerton et al. durchgefiihrt.25%

Lindlar-Katalysator (6.00 mg) wurde zu einer Losung aus N-Tosyldodec-3-yn-1-amin (97, 359 mg,
1.07 mmol, 1.00Aq.) und Chinolin (53 uL, 0.41 mmol, 0.38 Ag.) in Pentan gegeben und bei
Raumtemperatur fiir 2 h unter H,-Atmosphare geriihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung
Uber Watte und Celite filtriert, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das
zuriickbleibende Ol in Diethylether (30 mL) geldst. Die Lésung wurde mit HCI (0.01 m, 3x 30 mL) und
einer gesattigten NaCl-Losung (1x 30 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt 98 wurde als klares

gelbes Ol erhalten und ohne weitere Reinigung in der nichsten Synthese eingesetzt.
(Z)-Dodec-3-en-1-amin (28a, DDA)

a) Naphthalin;
1,2-Dimethoxyethan

H b) Natrium; RT, 2.5 h
Noe =~~~ ! HN A=
Tos >
c) 98; 1,2-Dimethoxyethan,
98 RT, 1h 28a
d) Ethanol

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von Pinkerton et al. durchgefiihrt.[2¢"!

Zu einer Lésung aus Naphthalin (537 mg, 4.19 mmol, 3.98 Aq.) in 1,2-Dimethoxyethan (9 mL) wurde
Natrium (163 mg, 7.08 mmol, 6.73 Aq.) gegeben und die Mischung fiir 2.5 h bei Raumtemperatur
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geriihrt. Nach Zugabe von (2)-N-Tosyldodec-3-en-1-amin (98, 355 mg, 1.05 mmol, 1.00 Aq.) in 15 mL
1,2-Dimethoxyethan wurde der Reaktionsansatz fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, dann Ethanol
(1 mL) zugefiigt. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und nach
sdulenchromatographischer Reinigung [Kieselgel; Methanol] (Z)-Dodec-3-en-1-amin (28a, 223 mg,
1.22 mmol, 71% Rohprodukt®) als gelbes Ol erhalten. Ausfillung als Hydrochlorid ergab das Produkt
als hellgelben Feststoff.

+
H;N

34 8 8 10 4, IH.NMR (600 MHz, CDCls): § [ppm] = 0.87 (t, *1211 = 7.0 Hz, 3H,
13 2 5 7 9

1 12-H), 1.22-1.35 (m, 12H, 6-, 7-, 8-, 9-, 10-, 11-H), 2.05 (m,, 2H,
28a 5-H), 2.50 (mc, 2H, 2-H), 2.99 (m., 2H, 1-H), 5.32 (m., 1H, 3-H),
5.57 (me, 1H, 4-H), 8.22 (brs, 3H, 13-NH); *C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.3 (C-12), 22.8 (C-10),
25.7 (C-2), 27.6 (C-5), 29.4, 29.5, 29.7", 29.7", 32.0 (C-11), 39.9 (C-1), 122.7 (C-3), 135.1 (C-4); IR (ATR-
Film): ¥ [1/cm] = 2923, 2853, 1738, 1567, 1465, 1377, 1217, 783, 722.

" Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die 'H-, 33C-NMR und IR-Daten stimmen mit geringfiigigen Abweichungen mit der Literatur (iberein. In

den Literatur Referenzen wurde das nicht protonierte Molekiil analysiert.[*>% 260!

8.3 Molekularbiologische Methoden

8.3.1 Primerdesign

Standardprimer wurden so erstellt, dass der Schmelzpunkt — sofern moéglich — bei etwa 50-60°C lag
und der Primer eine Lidnge von etwa 17-20 bp aufwies. Mithilfe des Online-Programms Oligocalc*und
dem Nearest Neighbor Algorithmus.?°’3! wurde die Schmelztemperatur der Primer bestimmt.
Gibson Assembly® Primer wurden mithilfe der Software CloneManager kreiert und die in der Software
vorgegebenen Standardbedingungen verwendet (Schmelzpunkt 55-80°C, minimaler GC-Anteil 10%,
maximaler GC-Anteil 90%). Das 5-Ende der Gibson Assembly® Primer war komplementdr zum

Zielvektor.

8.3.2 PCR-Methoden

Mittels PCR wurden Gene von genomischer DNA oder Plasmiden amplifiziert. In den PCR Reaktionen
wurde hauptsachlich die Phire Hot Start Il DNA Polymerase verwendet. In einigen Fallen wurde auch
die Phusion Hot Start Il oder die Herculase Il Fusion DNA Polymerase getestet. Alle PCR Reaktionen
folgten dem Standardprotokoll (Tabelle 23), wurden jedoch teilweise angepasst. Anderungen des
Standardprotokolls wurden in den jeweiligen PCR-Methoden vermerkt. Die Zugabe von DMSO
[3-10% (v/v)] senkte die Schmelztemperatur der Primer und erleichterte die Anlagerung der Primer
an das Template, was besonders bei Amplifikation GC-reicher DNA-Abschnitte zu einer verbesserten

DNA-Amplifikation fuhrte.

3% Das NMR zeigt noch Verunreinigungen unbekannter Art.
40 November 2019: http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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Tabelle 23. Allgemeine Zusammensetzung und Temperaturprogramm der Standard PCR-Ansatze.

Komponente Stamm- Menge Schritt Temp. Dauer
konzentration [°C]

Template DNA 20-50 ng/uL 1uL Initiale 98 30 sl
Denaturierung

forward Primer 10 uM 1ul Denaturierung | 98 10s

reverse Primer 10 uM 1pul Anlagerung 30s 35x

dNTP-Mix 10 mM 0.4 puL Elongation 72 15 s/kb

Puffer 5x 4 uL finale 72 10 min
Elongation

Polymerase 0.4 uL Lagerung 10 oo

DMSO 0.6-2plL

ad. dest. H,0 20 pL

el Die Dauer der inititalen Denaturierung wurden von 30s auf 3 min erhdht, sofern genomische DNA als
Template DNA verwendet wurde, oder im Falle der Kolonie-PCR (8.3.2.1).

8.3.2.1Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde durchgefiihrt, um positive Transformanden — Kolonien, die Plasmid mit insert
beinhalten — zu identifizieren. Dazu wurden nach erfolgter Transformation (8.4.3) und Inkubation
Uber Nacht einzelne Kolonien mithilfe einer sterilen Pipettenspitze von der Agarplatte abgetragen und
in je ein PCR-ReaktionsgefaR mit PCR-Reaktionsmix (Tabelle 23) eingetaucht. AnschlieRend wurde
diese Pipettenspitze aus dem PCR-ReaktionsgefiR entnommen und damit eine Ubernachtkultur
inokuliert (8.4.1.2.2). Die initiale Denaturierung wurde im Falle der Kolonie-PCR entgegen dem
Standard PCR-Protokoll (Tabelle23) auf 3 min erhoht. Die Kolonie-PCR wurde via

Agarosegelelektrophorese analysiert (8.3.5).

8.3.2.2Test-PCR

Die Test-PCR wurde durchgefiihrt, um das Vorhandensein eines inserts in Plasmiden nach der
Plasmidisolierung (8.3.3.1) nachzuweisen. Dazu wurden nach erfolgter Transformation (8.4.3) einzelne
Kolonien als Ubernachtkulturen (8.4.1.2.2) angezogen und die Plasmide isoliert (8.3.3.1). Die Plasmid
DNA wurde als Template in der Test-PCR eingesetzt, die entsprechend den Standardbedingungen
(8.3.2, Tabelle23) angesetzt und durchgefihrt wurde. Die Test-PCR wurde via

Agarosegelelektrophorese analysiert (8.3.5).

8.3.2.3 QuikChange®-PCR

Die QuikChange®-PCR (Abbildung 92) wird zur gezielten Mutagenese genutzt und basiert auf dem
Einsatz komplementarer Primer, die in der Mitte der Primersequenz die Nukleotide enthalten, die fir
die auszutauschende(n) Aminosdure(n) codieren. Die Bindung der Primer wird durch flankierende
Bereiche ermdglicht, die komplementar zur Template DNA sind. Da es sich um komplementéare Primer

handelt, wird die Template DNA wahrend der QuikChange®-PCR linear amplifiziert.
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~_ 0 0O 0

Amplifikation des Dpnl Verdau der Transformation und SchlielRen
Zielplasmids mit parentalen, nicht der nicksin der DNA durch
mutagenen Primern mutierten DNA Wirtsorganismus

Abbildung 92. QuikChange®-PCR. Abbildung wurde in Anlehnung Agilent Technologies Inc. erstellt.!4%

Die QuikChange®-PCR wurde in dieser Arbeit im speziellen eingesetzt, um eine Punktmutation in der
Basensequenz des Gens treaP, die nach Genamplifikation und Assemblierung im Zielvektor entdeckt
wurde, zu entfernen. Es wurde ein zweistufiges Protokoll durchgefiihrt (Tabelle 24), welches eine
mogliche Dimerisierung der Primer verhindert. Dabei wurden zwei separate PCR-Reaktionen
angesetzt, wobei entweder nur forward (fw) oder nur reverse (rv) Primer enthalten waren. Nach
flnf PCR Zyklen wurden die Anséatze vereint und die PCR-Reaktion fiir weitere 20 Zyklen weitergefihrt.
Die Template DNA wurde im Anschluss durch DpnlVerdau (8.3.4) entfernt und der

QuikChange®-Ansatz fur eine anschlieRende Transformation (8.4.3) des Zielorganismus genutzt.

Tabelle 24. Zusammensetzung und Temperaturprogramm der zweistufigen QuikChange®-PCR.

Komponente Stamm- Ansatz | Ansatz Schritt (Stufe 1) Temp. Dauer
konzentration | 1 2 [°C]

Template DNA 20-50 ng/uL 1uL 1uL Initiale 98 30s
Denaturierung

fw Primer 10 uM 1pul - Denaturierung 98 10s

(HB79)

rv Primer 10 uM — 1ul Anlagerung 69 30s 5x

(HB80)

dNTP-Mix 10 mM 0.4 uL 0.4 uL Elongation 72 90s

GC-Puffer 5x 4 uL 4 uL Vereinigung von Ansatz 1 und Ansatz 2

Phire 0.4 uL 0.4 pL Schritt (Stufe 2) Temp. Dauer

Hot Start Il [°C]

DMSO 0.6 uL 0.6 pL Denaturierung 98 10s

ad. dest. H,0 20 uL 20 uL Anlagerung 69 30s 20x
Elongation 72 90s
finale Elongation 72 20 min
Lagerung 10 ©o

8.3.2.4 Nested PCR

Die Nested PCR (Abbildung 93) dient einer erleichterten und spezifischen Amplifikation des Zielgens
durch Anreicherung der Ziel-DNA und wird u.a. fiir diagnostische Zwecke genutzt.[**% 492 Bej dieser
PCR-Methode werden in der Regel zwei Primerpaare genutzt. Eines dieser Primerpaare bindet
upstream und downstream des Zielgens (aulRere Primerpaar), wahrend das andere Primerpaar an die
Ziel-DNA bindet (innere Primerpaar). Der Einsatz des &uReren Primerpaars dient daher der

Anreicherung von DNA, welche die gewiinschte DNA enthalt und erleichtert so die Amplifikation durch
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die Standardprimer, also die inneren Primer. Es ist sowohl moglich beide Primerpaare gleichzeitig in

einer PCR einzusetzen als auch zwei aufeinanderfolgende PCR Reaktionen durchzufiihren.

—%
Amplifikation mit duRerem Primerpaar
—
—t
Amplifikation mit innerem Primerpaar p— —
P
Zielgen —

Abbildung 93. Nested PCR.

In dieser Arbeit wurde die Nested PCR zur Amplifikation des Gens mcpH angewendet, wobei die
inneren und dulleren Primerpaare sowohl in zwei einzelnen PCR-Reaktionen eingesetzt wurden als
auch in einem gemeinsamen PCR-Ansatz. Im Anschluss an die Nested PCR wurde das Gen mcpH noch

mit Gibson Primern amplifiziert fiir einen nachfolgenden Gibson Assembly® (8.3.8).

8.3.2.5 Overlap Extension PCR

Die Overlap Extension PCR ist eine fir vielfdltige Zwecke anwendbare PCR-Methode. Eine dieser
Anwendungen der Overlap Extension PCR ist das zielgerichtete Einfligen von Mutationen.! % 404 zym
Einfligen von Mutationen werden zunachst PCRs mit mutagenen Primern durchgefiihrt, sodass in den
Amplifikaten der gewiinschte Basenaustausch eingefiigt wird (Abbildung 94). Diese Amplifikate
werden in einer weiteren PCR eingesetzt, um diese zu assemblieren und zu verlangern. Auf diese Weise
wird das Zielgen mit der entsprechenden Mutation erhalten. Mit der Overlap Extension PCR kann nicht
nur eine Position mutiert werden, sondern bei Verwendung entsprechend vieler mutagener Primer
auch die Mutation verschiedener Stellen gleichzeitig durchgefiihrt und im Anschluss assembliert
werden. Diese Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit verwendet, um mehrere Punktmutationen,

die nach Amplifikation des Gens mcpH entstanden waren, entsprechend wieder zu entfernen.
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Amplifikation mit mutagenen Primern

d d
in zwei parallelen PCRs —

PCRA PCRB
¥ R

Amplifikate mit Mutationen .
Assemblierung und Verlédngerung beider __‘ -
PCR Produkte (Overlap Extension) —
Zielgen mit Mutationen — - —

Abbildung 94. Overlap Extension PCR.

8.3.3 Isolierung von DNA

8.3.3.1Isolierung von Plasmid DNA

Die Isolierung von Plasmid DNA erfolgte mithilfe eines Fertigkits (innuPREP Plasmid Mini Kit, Analytik
Jena AG Life Science, Jena, Deutschland). Von einer Ubernachtkultur wurden 5-10 mL Kultur
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde den Herstellerangaben entsprechend
behandelt und so die Plasmid DNA isoliert. Anders als im Protokoll des Herstellers vermerkt, wurde die

Plasmid DNA jedoch mit sterilem dest. H,0 eluiert.

8.3.3.21solierung genomischer DNA

8.3.3.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Streptomycetaceae

Die Isolierung von genomischer DNA aus Streptomycetaceae erfolgte nach einem Protokoll von
Kumar et al.?”’® Das Myzelium der Streptomycetaceae wurde dazu mit flissigem Stickstoff
tiefgefroren, mithilfe eines Morsers zu einem feinen Pulver zerkleinert und in ein 2 mL Reaktionsgefald
Uberfihrt. Auf das fein zermahlene Myzel wurden 500 pL 1x TE-Puffer [10 mm TRIS-HCI, 1 mm
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH 8.0] sowie 20 mg/mL Lysozym gegeben und das Gemisch fiir
30 min bei 37°C inkubiert. Darauf folgend wurden 20 pL SDS-Lésung [10% (w/v)] und 20 pL
Proteinase K zugegeben und fir weitere 30 min bei 55 °C inkubiert. Nach Abkiihlen des Lysats wurden
500 pL einer Roti®-Phenol/Chloroform Loésung [1:1 (v/v)] hinzugegeben und mittels Vortexer gut
durchmischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation (9391 rcf, 5 min) und die wassrige
Phase wurde nachfolgend in ein neues Reaktionsgefal Giberflihrt. Durch Zugabe von 500 pl eiskaltem
Ethanol [90% (v/v)] wurde die DNA prazipitiert und nach Lagerung fiir 30 min bei -20°C pelletiert. Die
Pelletierung der DNA erfolgte durch Zentrifugation (9391 rcf, 10 min). Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet zweimal mit 500 L eiskaltem Ethanol [90% (v/v)] gewaschen und schlieBlich in
500 uL TE-Puffer resuspendiert. Zu dieser Lésung wurden 20 puL RNAse A Lésung zugefligt und fir 1 h
bei 37°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine zweite Extraktion und Prazipitation der DNA, so wie

vorangehend beschrieben. Das schlieBlich erhaltene DNA-Pellet wurde in 50 puL dest. H0
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aufgenommen und bei -20°C gelagert. Die Reinheit der DNA wurde mittels Agaraose

Gelelektrophorese (8.3.5) liberprift.

8.3.3.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Pseudoalteromonadaceae

Die genomische DNA aus Pseudoalteromonadaceae wurde mithilfe des DNeasy Plant Mini Kits
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) extrahiert. Dazu wurden 100 mg Zellpellet in ein 1.5 mL
Reaktionsgefal® Uberfiihrt und die DNA Extraktion nach Herstellerangaben [ab Schritt 7 (entspricht
Schritt 1 der Kurzanleitung)] durchgefiihrt. Nach Elution mit dest. H,O wurde die genomische DNA bei
-20°C gelagert. Die Reinheit der DNA wurde mittels Agaraose Gelelektrophorese (8.3.5) tberpriift.

8.3.4 Restriktionsverdau und Ligation

Der Restriktionsverdau zur Linearisierung von Vektoren fir den anschlieBenden Gebrauch in Gibson
Assembly Ansatzen oder zur klassischen Klonierung wurde mit Restriktionsendonukleasen gemaR
Herstellerangaben und Empfehlungen des DoubleDigest Calculators (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) durchgefiihrt. Nach Umstellung auf FastDigest Restriktionsenzyme, ebenfalls von
Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), wurden Restriktionsansatze mit
vorgenannten Enzymen durchgefiihrt. Auch hier wurde der Restriktionsverdau den Herstellerangaben

entsprechend durchgefihrt.

Eine anschlieBende Ligation wurde mit T4-DNA Ligase durchgefiihrt. Sowohl der geschnittene Vektor
nach dem Restriktionsverdau, als auch das PCR-Amplifikat wurden vor Einsatz in der Ligation mittels
Agarosegelelektrophorese und anschlieRender Gelelution gereinigt (8.3.5 und 8.3.6). Der
Ligationsansatz wurde entsprechend Tabelle 25 angesetzt und fiir 16 h bei 16°C durchgefiihrt. Im

Anschluss wurde der Ansatz fir die Transformation genutzt (8.4.3).

Tabelle 25. Komponenten und Zusammensetzung des Ligationsansatzes.

Bestandteil Menge

T4 DNA Ligase Puffer (10x) 2 uL

T4 DNA Ligase 1pul
PCR-Amplifikat (5% Menge Vektor)
geschnittener Vektor 25 ng

dest. H,0 Vektor ad. 20

8.3.5 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse von PCR-Reaktionen, DNA-Restriktionen und zur Reinheitsbestimmung nach
Plasmidisolierungen oder der Isolierung genomischer DNA wurde eine Agarosegelelektrophorese
durchgefiihrt. Hierfir wurden 0.8% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht, bis die Agarose
vollstiandig geldst war und anschlieBend mit 0.1 %o (v/v) Gel Red™ (Bioticum Inc., Hayward, CA, USA)
versetzt. Zur Analyse sehr kleiner DNA-Fragmente wurde eine Agaroselésung mit 2% (w/v) Agarose
angesetzt. Der Farbstoff Gel Red™ interkaliert mit der DNA und ermoglicht so die Visualisierung der
DNA unter UV-Licht. Die Lagerung der fertigen Losung erfolgte bei 60 °C. Nach GieRRen des Agarosegels

fand die Polymerisation bei Raumtemperatur fiir etwa 30 min statt. Das polymerisierte Agarosegel
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wurde in eine mit 1x TAE-Puffer befiillte Gelkammer gelegt. Die DNA-Proben wurden mit DNA-
Probenpuffer versetzt und anschlieBend in die Probentaschen des Agarosegels pipettiert. Als
GroRenstandard wurden 1.5puL des 1kb DNA Ladders (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
eingesetzt oder in einzelnen Fallen der Quick-Load® 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs GmbH
(Frankfurt am Main, Deutschland). Die Gelelektrophorese wurde bei 180 V fiir 26 min durchgefiihrt
und die Gele im Anschluss dokumentiert (INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen,

Deutschland).

Tabelle 26. Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese.

Lésung Komponente
50x TAE-Puffer 2.0 M TRIS

50 mm EDTA (Stocklésung: 0.50 m, pH 8)

0.90 m Essigsaure

5x DNA-Probenpuffer 0.10 m EDTA
43% (v/v) Glycerin
0.05% (w/v) Bromophenolblau
Agarosegel 1x TAE-Puffer
0.8% (w/v) Agarose [oder 2% (w/V)]
0.1%o (v/v) Gel Red™

8.3.6 Gelelution aus dem Agarosegel

Es wurde eine Gelelution aus dem Agarosegel durchgefiihrt, wenn DNA-Amplifikate fir nachfolgende
Assemblierungsreaktionen ohne aus der PCR resultierende Nebenprodukte bendétigt wurden oder falls
Plasmid-DNA nach der Restriktion isoliert werden sollte, um eine Religation zu vermeiden. Die
entsprechenden Banden der gewiinschten DNA-Fragmente wurden hierzu mithilfe eines Skalpells aus
dem Agarosegel nach der Agarosegelelektrophorese ausgeschnitten und in ein 2 mL Reaktionsgefal
Uberfiuhrt. Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte mittels des innuPREP DOUBLEpure Kit
(Analytiklena AG, Jena, Deutschland). Abweichend von den Herstellerangaben wurde die DNA jedoch

mit sterilem dest. H,0 eluiert.

8.3.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-Proben wurde photometrisch durch Messung der Absorption bei
A =260 nm mithilfe des NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Zur
Konzentrationsbestimmung wurden 2 uL der Probe aufgetragen und als Leerprobe 2 uL dest. H,O
genutzt. Ebenfalls wurde die Absorption bei A = 280 nm gemessen. Der Quotient aus A260/A280 diente
als Indikation fiir die Reinheit der DNA.

8.3.8 Gibson Assembly®

Der Gibson Assembly® wurde fir die Insertion von Genen in einen linearisierten Vektor verwendet.
Diese Methode wurde von Gibsonetal. in Zusammenarbeit mit dem J. Craig Venter Institut

entwickelt.[*! Im Vergleich zur klassischen Klonierungsstrategie benétigt der Gibson Assembly® keine
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kompatiblen Restriktionsschnittstellen und bietet dennoch die Moglichkeit der zielgerichteten
Insertion von einem oder mehreren DNA-Fragmenten in einen Zielvektor. Die Assemblierungsmethode
ermoglicht es ein zuvor speziell amplifiziertes Zielgen in einer isothermalen Reaktion in einen
linearisierten Zielvektor einzubringen. Der Einsatz von Gibson Primern kreiert dabei wahrend der
PCR-Amplifikation (berlappende doppelstrangige DNA-Fragmente. In der darauffolgenden
isothermalen Reaktion wird Gebrauch von drei verschiedenen Enzymen gemacht. Eine T5-Exonuklease
generiert durch teilweisen Verdau des 5'-Endes des DNA-Strangs sticky ends. Durch diese Uberhidnge
kénnen sich homologe Bereiche anlagern. Die entstandenen Liicken werden durch eine Polymerase

aufgefillt und nicks im DNA-Rickgrat durch eine Ligase geschlossen.

Tabelle 27. Zusammensetzung von Gibson Assembly® Mastermix und Zusammensetzung des 5x ISO-Puffers.

Gibson Assembly® Mastermix 5x ISO-Puffer

Komponente Menge Komponente Menge

ISO-Puffer (5x) 60 pL Tris-HCI (1 m, pH 7.5) 500 pL

T5-Exonuklease 24 uL MgCl, (2 m) 25 uL

(100 U/mL)

Phusion Hot Start Il | 18 pL dGTP (100 mm) 10 uL

DNA-Polymerase

(0.4 U/pL)

Taq DNA-Ligase | 39 puL dCTP (100 mm) 10 uL

(8000 U/mL)

dest. H,0 309 uL dATP (100 mm) 10 pL
dTTP (100 mm) 10 pL
1,4-Dithio-D-threitol (DTT, 1 m) 50 uL
Polyethylenglykol (PEG)-8000 0.25¢g
NAD* (100 mm) 50 pL

8.3.9 DNA-Sequenzierung

Alle inserts in den erstellten Plasmiden wurden zur Verifizierung sequenziert. Die Sequenzierungen der
isolierten Plasmide wurden von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland; heute Teil von
Eurofins Scientific, Luxemburg, Luxemburg) nach der Methode der Didesoxysequenzierung nach

Sanger durchgefiihrt.!%®!

8.4 Mikrobiologische Methoden

8.4.1 Anzucht und Lagerung von Mikroorganismen

8.4.1.1 Medien und Medienzusatze

Komplexmedien wurden vor Verwendung autoklaviert, wahrend Minimalmedien bzw. deren
Bestandteile vor Gebrauch sterilfiltriert wurden. Im Falle der Minimalmedien wurden die jeweiligen
Stamml6sungen erst kurz vor Nutzung der Medien mit sterilem dest. H,O auf die Zielkonzentration
verdinnt. Auch die Zugabe von Antibiotika oder anderen Medienzusdtzen zu Komplex- oder
Minimalmedien erfolgte erst kurz vor Inokulation der Medien. Fiir den Gebrauch der Medien als

Néhrbodenplatten, wurde vor dem Autoklavieren 1.5% (w/v) Agar-Agar zugesetzt.
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8.4.1.1.1 Komplexmedien

Zur Anzucht von Mikroorganismen wurden die folgenden Komplexmedien verwendet (Tabelle 28).

Tabelle 28. Komplexmedien und deren Zusammensetzung fiir die Anzucht von Mikroorganismen.

Medium Bestandteil Menge Verwendung
TB- Casein (enzym. verdaut) 12.0 g/L Anzucht von E. coli und P. putida Stammen
Mediuml®! | Hefeextrakt 24.0 g/L
K2HPO4 12.5g/L
KH2PO4 2.31g/L
Glycerin 4.00 mL/L
LB-Medium | Trypton 10.0 g/L Anzucht von E. coli, P. putida, B. subtilis und
Hefeextrakt 5.00 g/L C. glutamicum Stammen
NaCl 10.0 g/L
SOB (engl. Trypton 20.0g/L Anzucht von P. putida fir die Herstellung
super Hefeextrakt 5.0g/L elektrokompetenter Zellen
optimal NacCl 0.60 g/L
broth)- KCl 0.20 g/L
Medium MgCl, 0.95g/L
MgSO, 1.21g/L
SOC (engl. Trypton 20.0 g/L Anzucht von P. putida nach Elektroporation
super Hefeextrakt 5.00 g/L
optimal NacCl 0.60 g/L
broth with | KCI 0.200 g/L
catabolite MgCl, 0.950 g/L
repression)- | MgSQO, 1.21g/L
Medium Glucose 3.60 g/L
YEPD- Glucose 20.0g/L Anzucht von Hefen
Medium Hefeextrakt 10.0 g/L
Pepton 20.0g/L
Marine- NaCl 19.4 g/L Anzucht von Pseudoalteromonadaceae
Bouillon* MgCl 8.80 g/L
Pepton 5.00 g/L
Na,S04 3.24 g/L
CaCl 1.80 g/L
Hefeextrakt 1.00 g/L
KCl 550 mg/L
NaHCO; 160 mg/L
Eisencitrat 100 mg/L
KBr 80.0 mg/L
SrCl, 34.0 mg/L
H3BO; 22.0 mg/L
Natriumsilikat 4.00 mg/L
NaF 2.40 mg/L
NH4NO3 1.60 mg/L
Na;HPO, 8.00 mg/L
M65- Glucose 4.00 g/L Anzucht von Streptomycetaceae
Medium Hefeextrakt 4.00 g/L
Malzextrakt 10.0g/L
CaCOo;™ 20.0 g/L
Glycerin- Glycerin 30.0 mL/L Anzucht von Streptomycetaceae
Medium Pepton aus Soja 2.50 g/L
NacCl 1.00 g/L
Fleischextrakt 1.50 g/L

el Es handelt sich um kommerziell erhiltliches, vorgemischtes Medium von Carl Roth, Karlsruhe, Germany.
() Bej Verwendung als Fliissigmedium erfolgte keine Zugabe von CaCOs.
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8.4.1.1.2 Minimalmedien

Zur Anzucht des Stammes P. putida pig-r2 wurden verschiedene Minimalmedien verwendet. Zur

Herstellung dieser Minimalmedien wurden zunachst die entsprechenden Stammlésungen hergestellt

(Tabelle 29) und sterilfiltriert. Sofern nétig wurden die Stammldsungen vor Gebrauch entsprechend

mit sterilem dest. H,0 verdinnt.

Tabelle 29. Stammldsungen fir Minimalmedien fiir die Anzucht des Stammes P. putida pig-r2.

Minimalmedium Stammldésung Bestandteil Konzentration in
Stammldsung
Delft-Medium®>'? K,HPO4 388 g/L
100x Puffer NaH,PO. 163 g/L
100x (NH4),SO04 (NH4)2S04 200 g/L
100x minimal salts Na,EDTA-2 H,O 1.00 g/L
FeSO4-7 H,0 500 mg/L
ZnS0O4-7 H,0 200 mg/L
CaCl,-2 H,0 100 mg/L
MnCl,-2 H,0 100 mg/L
Na;MoQ,-2 H,0 20.0 mg/L
CuS04-2 H,O 20.0 mg/L
COSO4'7 Hzo 47.0 mg/L
M9-Medium 1x M9 Salze, adaptiert Na;HPO,4-2H,0 8.50 g/L
nachB®Y KH,PO4 3.00 g/L
NaCl 0.500 g/L
NH,Cl 1.00 g/L
500x MgS0O, Losung MgS04 120 g/L
1000x US* trace elements'*®”!  37%ige HCI 82.8 mL/L
FeSO,4-7 H,0 4.87 g/L
CaCl,-2 H,0 4.12 g/L
ZnS0,4-7 H,0 1.87 g/L
MnCl,-4 H,0 1.50 g/L
Na,EDTA-2 H,0 0.840 g/L
H3BOs 0.300 g/L
Na;Mo0,-2 H,0 0.250 g/L
CuCl-2 H,0 0.150 g/L
M63-Medium 5x M63 Salzel33! KH,PO4 68.0 g/L
(NH4)2S04 10.0 g/L
1000x MgSO, Lésung MgSO4 120 g/L
1000x US* trace elements'*®”!  s.o. s.0.
Wilms-MOPS- 2.5x MOPS MOPS 105 g/L
Medium, adaptiert | 50x P-Stock Ko;HPO,4 150 g/L
nach34 (NHa),S04 250 g/L
50x N-Stock NH.Cl 250 g/L
50x Na-Stock Na,SO4 100 g/L
50x Mg-Stock MgS0O;-7 H,0 50.0 g/L
1000x Spurenelemente FeCl;-6 H,0 41.8 g/L
Titriplex Il 33.4¢g/L
CaCl,-2 H,0 1.98 g/L
CoS04-7 H20 0.640 g/L
ZnS04-7 H,0 0.540 g/L
CuSO4 0.310 g/L
MnSO,-H,0 0.300 g/L
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Als Kohlenstoffquelle wurde in allen Fallen Glucose in variierenden Konzentrationen genutzt. Dazu
wurde eine Stammlésung mit 500 g/L Glucose angesetzt und auf Endkonzentrationen von
2.5g/L-20 g/L Glucose verdiinnt. Dies entspricht 0.25-2.0% (w/v) Glucose*’. Die nachstehend

beschriebenen besonderen Herstellungshinweise wurden zusatzlich bertiicksichtigt.

Delft-Medium: Bei der Herstellung der 100x Salzlosung wurde EDTA zuerst vollstandig geldst, bevor
alle anderen Komponenten zugefiigt wurden. So wurde zu 1 g EDTA 25 mL dest. H,O gegeben und
anschlieBend so lange 10 M NaOH zugetropft, bis das EDTA vollstdandig gelost war. Diese Losung wurde
zum restlichen bendtigten Wasser gegeben und der pH-Wert mittels konzentrierter HCl auf pH 4
eingestellt. Abweichend zu Hartmans et al. wurden in der 100x Minimalsalzlésung CoSO,4 statt CoCl,

eingesetzt.1?

M9-Medium*?: Abweichend von Sambrook et al. wurden lediglich 8.50 g/L Na;HPO4-2 H,0 statt
12.8 g/L Na;HPO4- 7 H,0 eingesetzt. B

M63-Medium: Die 5x M63 Salze wurden eingewogen, in dest. H,O geldst und anschlieBend der
pH-Wert mit 5 M KOH auf pH 7 eingestellt. Abweichend zur Elbing et al. wurde auf den Zusatz von
2.5g/LFeSO4-7 H,0 verzichtet.B®)  Zusatzlich wurde dem M63-Medium die gleiche

Spurenelementlésung zugesetzt, wie auch im M9-Medium.

Wilms-MOPS-Medium: Abweichend zu Scheidle et al. wurden in der 1000x Spurenelementlosung

CoS0, statt CoCl, eingesetzt.3#

8.4.1.1.3 Antibiotika und andere Stammldsungen fiir die Kultivierung von
Mikroorganismen

In Tabelle 30 sind die verwendeten Antibiotikalésungen sowie andere bendtigte Stammldsungen

aufgefiihrt.

Tabelle 30. Antibiotika und andere Stammldsungen.

Stammloésung Konzentration Losungsmittel

Ampicillin (Amp, 1000x) 100 mg/mL dest. H,0

Chloramphenicol (Cm, 1000x) 34.0 mg/mL EtOH

Kanamycin (Kan, 1000x) 50.0 mg/mL dest. H,0

Streptomycin (Sm, 1000x) 80.0 mg/mL dest. H,0

Tetracyclin (Tet, 1000x) 10.0 mg/mL dest. H,O/Ethanol (p.a.) (1:2)
IPTG (1000x) 1.00 m dest. H,0
Ammoniumeisen-lll-citrat (200x) 100 mm dest. H,0

L-Cystein (200x) 200 mm dest. H,0
Eisen-ll-sulfat-7-hydrat (200x) 100 mm dest. H,0

41 1n den Rohdaten und Laborbiichern wurde die Glucosemenge nahezu ausschlieRlich in % (w/v) angegeben.
42 Es finden sich verschiedene Medienrezepte fir M9 Medium, die in der Menge an Na;HPO, variieren. Hier
wurde Bezug genommen auf das Rezept von Sambrook et al.3'!)
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8.4.1.2 Kultivierungsbedingungen

8.4.1.2.1 Allgemeine Kultivierungsbedingungen fiir Mikroorganismen
Der nachstehenden Tabelle kénnen die fur die verschiedenen Mikroorganismen genutzten Medien

entnommen werden und ebenfalls die verwendeten Anzuchttemperaturen (Tabelle 31).

Tabelle 31. Ubersicht iiber Medien und Anzuchttemperaturen fiir verwendete Mikroorganismen.

Mikroorganismus Medium (vgl. 8.4.1.1) Anzuchttemperatur
B. subtilis LB 37°C
C. glutamicum LB 28°C
E. coli LB, TB, SOB, SOC 37°C
P. pastoris YEPD 30°C
P. citrea Marine Boullion 25°C
P. putida LB, TB, Minimalmedien 30°C
P. tunicata D2 Marine Boullion 25°C
S. cerevisiae YEPD 30°C
S. longispororuber M65, Glycerin-Medium  28°C

8.4.1.2.2 Ubernachtkulturen

Ubernachtkulturen wurden als Vorkulturen fiir Expressionskulturen (8.4.1.2.3) angelegt, oder fiir eine
nachfolgende DNA-Isolierung (8.3.3). Zur Herstellung von Ubernachtkulturen wurden 5 mL Medium
(8.4.1.2.1) mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt, in ein Reagenzglas mit Deckel gegeben und
Uber Nacht in einem Schittler inkubiert. Die Temperatur wurde dabei den anzuziehenden
Mikroorganismen entsprechend angepasst (Tabelle 31). Bei Nutzung der Ubernachtkultur fiir
Plasmidisolierungen, stellte sich die Nutzung einer 10 mL Vorkultur mit TB-Medium und
entsprechendem Antibiotikum in einem 100 mL Erlenmeyerkolben als vorteilhaft fiir eine hohere

Plasmidausbeute heraus.

8.4.1.2.3 Heterologe Expression in E. coli
Heterologe Expression der Kondensationsenzyme [pET28a(+)-Konstrukte] und allgemeine

Beschreibung der heterologen Expression in E. coli

Fir die heterologe Expression von Genen [u.a. Kondensationsenzyme; pET28a(+)-Konstrukte] in E. coli
wurden 500 mL TB-Medium in einen 3L Fernbachkolben mit Schikanen gegeben, mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt und mit einer Ubernachtkultur auf eine ODggo = 0.05 inokuliert.
Die Kulturen wurden bei 37°Cund 120 rpm (2.5 cm Schiitteldurchmesser) bis zu einer optischen Dichte
von ODgoo = 0.4-0.6 inkubiert. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zugabe von 0.1 mm
IPTG. AnschlieBend wurde die Inkubationstemperatur auf 25°C gesenkt, im Falle von
pET28a(+)::marH_synth und pET28a(+)::mcpH_synth auf 18°C, und die Kulturen Uber Nacht bei
120 rpm (2.5 cm Schitteldurchmesser) weiter inkubiert. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation flr
20 min bei 7100 rcf und 4°C. Das erhaltene Zellpellet wurde entweder direkt verwendet oder bei-20°C

bis zur weiteren Verwendung gelagert.

232



Experimentalteil

Heterologe Expression der Kondensationsenzyme [pET32a(+)-Konstrukte]

Fir die heterologe Expression von tamQ und treaP [pET32a(+)-Konstrukte] in E. coli wurden 1L
TB-Medium in einen 3 L Fernbachkolben mit Schikanen gegeben, mit Ampicillin versetzt und mit einer
Ubernachtkultur auf eine ODggo = 0.05 inokuliert. Zusatzlich wurden 1% (v/v) Glucose zum Medium
gegeben. Die Kulturen wurden bei 37°C und 120 rpm (2.5 cm Schitteldurchmesser) bis zu einer
optischen Dichte von ODgg = 0.4-0.6 inkubiert. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch
Zugabe von 0.5 mMm IPTG. Anschliefend wurde die Inkubationstemperatur auf 15°C gesenkt und die
Kulturen tiber Nacht bei 120 rpm (2.5 cm Schiitteldurchmesser) weiter inkubiert.[’% %] Dje Zellernte
erfolgte durch Zentrifugation fir 20 min bei 7100 rcf und 4°C. Das erhaltene Zellpellet wurde

entweder direkt verwendet oder bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Heterologe Expression der Kondensationsenzyme [pET28a(+)-Konstrukte] und Coexpression
von Chaperonen

Flr die heterologe Expression von Kondensationsenzymen [pET28a(+)-Konstrukte] unter gleichzeitiger
Coexpression von Chaperonen in E. coli wurde das Chaperone Plasmid Set von TaKaRa Bio Inc.
(Kusatsu, Prafektur Shiga, Japan) genutzt. Chemisch kompetente E. coli BL21(DE3) Zellen mit den
Plasmiden pG-KJE8, pGRo7, pG-Tf2 und pTfl6 wurden nach erfolgter Transformation mit den
entsprechenden pET28a(+)-Konstrukten in 500 mL TB-Medium in einen 3 L Fernbachkolben mit
Schikanen gegeben, mit Kanamycin und Chloramphenicol als Antibiotika versetzt und mit einer
Ubernachtkultur auf eine ODggo = 0.05 inokuliert. Die Kulturen wurden bei 37°C und 130 rpm (2.5 cm
Schitteldurchmesser) bis zu einer optischen Dichte von ODggo = 0.4-0.6 inkubiert. Die Induktion der
Genexpression erfolgte durch Zugabe von L-Arabinose und/oder Tetracyclin entsprechend den
Herstellerangaben des Chaperone Plasmid Set von TaKaRa Bio Inc. (Kusatsu, Prafektur Shiga, Japan).
AnschlieBend wurde die Inkubationstemperatur auf 20°C gesenkt und die Kulturen iber Nacht bei
130 rpm (2.5 cm Schitteldurchmesser) weiter inkubiert. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation fir
20 min bei 7100 rcf und 4 °C. Das erhaltene Zellpellet wurde entweder direkt verwendet oder bei -20°C

bis zur weiteren Verwendung gelagert

8.4.1.3 Herstellung von Glycerinkulturen zur langfristigen Lagerung von Mikroorganismen

Fir eine langfristige Lagerung von Mikroorganismen wurden Glycerinkulturen hergestellt, indem
900 pL einer Ubernachtkultur mit 600 uL einer sterilen 50%igen Glycerinlésung (50% Glycerin in
dest. H,0) versetzt wurden. Diese Glycerinkultur wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-80°C gelagert.

Im Falle von Streptomycetaceae wurden zusatzlich Glycerinkulturen der Sporen angelegt. Daflir wurde
mehrfach Gber eine Agarplatte mit stark sporulierenden Streptomycetaceae steriles Wasser getropft
und die Sporen mit einem Drigalskispatel leicht gel6st. Das Sporen enthaltende Wasser (800 pL) wurde
dann mit der sterilen 50%igen Glycerinldsung (200 pL) versetzt und die Kultur wie oben beschrieben

schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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8.4.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen
Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen werden zunachst nachstehende LOsungen

(Tabelle 32) hergestellt und sterilfiltriert.

Tabelle 32. Losungen zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen.

Losung Bestandteil Konzentration

A MgCl, 100 mm

B CaCl, 100 mm
Glycerin 15% (w/v)

Fir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen wurden 400 mL LB-Medium in einem 3L
Fernbachkolben mit Schikanen mit 2 mL einer Ubernachtkultur des entsprechenden Stamms
inokuliert. Sofern notwendig, wurden entsprechende Antibiotika als Selektionsmarker mit ins Medium
gegeben. Die Kultur wurde bei 37°Cund 120 rpm (2.5 cm Schitteldurchmesser) bis zu einer ODgoo von
0.4-0.6 inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend geerntet (10 min, 1230 rcf, 4°C) und das Pellet
vorsichtig in 10 mL auf Eis vorgekiihlter Loésung A resuspendiert. Nach 20-30 min Inkubation auf Eis,
wurden die Zellen erneut pelletiert (10 min, 1230 rcf, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet vorsichtig in 2 mL auf Eis vorgekiihlter Loésung B resuspendiert. Im Anschluss wurden die
chemisch kompetenten Zellen in sterilen 1.5 mL ReaktionsgefdaRen aliquotiert (50 pL) und in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bis zur Nutzung bei -80°C.

Um die Qualitat der hergestellten chemisch kompetenten Zellen zu gewahrleisten, wurde zum einen
ein Antibiogramm gegeniiber Ampicillin, Chloramphenicol, Kanamycin, Streptomycin und Tetracyclin
erstellt. Dazu wurden Ubernachtkulturen in LB-Medium angesetzt, die mit den entsprechenden
Antibiotika versetzt wurden. Nicht vorhandenes Wachstum der chemisch kompetenten Zellen in
diesen Ubernachtkulturen bedeutete somit, dass keine Resistenzbildung stattgefunden hat und die
Zellen verwendet werden koénnen. Des Weiteren wurde eine Hitzeschocktransformation (8.4.3)
durchgefiihrt, wobei zum einen der Vektor pET22a(+) verwendet wurde und zum anderen steriles
dest. H,0 als Negativkontrolle. Nach erfolgter Transformation wurden die Zellen auf LBamp-Agarplatten
ausgestrichen und iber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch Bestimmung der colony forming units (CFU)
und unter Bericksichtigung der Konzentration der Plasmid DNA wurde die Transformationseffizienz

berechnet. Die Negativkontrolle mit dest. H,O statt Plasmid DNA sollte keine Kolonien zeigen.

CFU
pug DNA ausplattiert

Transformationseffizenz =

Formel 2. Berechnung der Transformationseffizienz.

8.4.3 Hitzeschocktransformation kompetenter Zellen
Die Transformation chemisch kompetenter Zellen erfolgte mittels Hitzeschock. Ein Aliquot der
chemisch kompetenten Zellen wurde fir 15 min auf Eis aufgetaut, mit 1 uL Plasmid-DNA bzw. 15 uL

Gibson Assembly Reaktionsmix versetzt und anschlieBRend 30 min auf Eis inkubiert. Im Falle von
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QuikChange oder Ligationsansdtzen wurden 10 pL Probe verwendet. Im Anschluss erfolgte der
Hitzeschock durch Inkubation fir 90s bei 42°C. Nach Zugabe von 700 uL LB-Medium wurde der
Transformationsansatz fiir 1 h bei 37°C zur phanischen Expression inkubiert. Die Zellen wurden durch
kurze Zentrifugation (1 min, 2000 rcf, RT) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde im verbleibenden Uberstand resuspendiert und auf Agarplatten mit entsprechendem

Antibiotikum ausplattiert.

8.5 Proteinbiochemische Methoden

8.5.1 Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde im 5-fachen Volumen an KP; Puffer (50 mm, pH 7) oder Lysepuffer [50 mm
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES), 150 mm NaCl, 40 mm Imidazol, pH 7.5]
resuspendiert und mittels SONOPULS Ultraschall Homogenisator (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland; Sonotrode an Probenvolumen angepasst) aufgeschlossen. Der Lysepuffer wurde
nur fir die Expression von pigC, tamQ und treaP [pET32(a)+-Konstrukte] angewendet. Der
Zellaufschluss erfolgte immer unter Eiskiihlung und die Dauer des Zellaufschlusses wurde an das
aufzuschlieBende Volumen angepasst. So wurden Volumina =5 mL fir 2x 5 min (5x 10% Zyklus,
40 %Leistung) lysiert, wobei das resuspendierte Pellet zwischen den beiden Ultraschallbehandlungen
fir 5 min auf Eis inkubiert wurde. Kleinere Volumina (<5 mL) wurden fir 2x 3 min (5x 10% Zyklus

30%Leistung) aufgeschlossen mit dreimindtiger Inkubation auf Eis zwischen den beiden Zyklen.

8.5.2 SDS-PAGE

Proteinexpression oder Proteinreinigungen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Dazu wurden sowohl
Glycin-SDS-PAGE und Tricin-SDS-PAGE Gele selbst hergestellt und genutzt, als auch kommerzielle Gele
{NUPAGE™ 4-12% Bis-Tris [Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan]} Protein Gele;
Thermo Fischer, Waltham, Massachusetts, USA] verwendet. Kommerzielle Gele wurden vorwiegend
fir Publikationen eingesetzt, wahrend zunachst Glycin-SDS-PAGE und spater Tricin-SDS-PAGE Gele
routinemaRig genutzt wurden. Tricin-SDS-PAGE Gele bieten dabei den Vorteil einer hoheren Auflésung
im Bereich von 1-100 kDa.[**), Im Falle der Glycin-SDS-PAGE sowie der Tricin-SDS-PAGE wurde mithilfe
des Mini-Protean® Tetra Cell Casting Stand (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)
zunachst das Trenngel gegossen und mit 2-Propanol Gberschichtet, um Luftblasen im Gel vorzubeugen
und eine gerade Front zu erhalten. Nach Polymerisation des Trenngels wurde 2-Propanol entfernt, das
Trenngel mit dem Sammelgel Giberschichtet und ein Probenkamm (10 oder 15 Taschen) eingesetzt. Die
Proteinproben wurden — sofern nétig — mit dest. H,O in einem Volumen von 80 uL verdiinnt, mit 20 uL
5x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir 15 min bei 98°C aufgekocht. Die Gele wurden in die
Elektrophoresekammer eingespannt, mit dem entsprechenden Puffersystem versehen und die Proben
in die Probentaschen pipettiert. Als GroRenstandard wurde der Protein-Molekulargewichtsmarker
Roti®-Mark 10—150 (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Bei der Glycin-SDS-
PAGE wurde eine konstante Spannung von 180 V fiir 45-55 min angelegt und bei den NUPAGE™ 4-12 %

Bis-Tris Protein Gele eine konstante Spannung von 200 V fiir etwa 50 min, bis die Lauffront das untere
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Ende des Gels erreicht hatte, wohingegen fiir die Tricin-SDS-PAGE folgendes Programm verwendet
wurde: 30 V fiir 20 min; 60 V fur 6 min; 190 V fir 50 min. In allen Féllen wurden die Gele fiir 20 min in
dest. H,O gewaschen, anschlieBend fir 30 min in Fixierlosung inkubiert und erneut fir 20 min
gewaschen. Im Anschluss wurden die Gele in kolloidaler Coomassie G-250 Losung (iber Nacht gefarbt
und nach Entfernen der Farbeldsung in dest. H,0 entfarbt. Die Dokumentation der Gele erfolgte unter
Verwendung eines Weilllicht Tischs (Edvotek Inc., Washington, DC, USA) und einer digitalen EOS 1000D
Spiegelreflexkamera mit einem EF-S 60 mm Objektiv (Canon Deutschland GmbH, Krefeld, Deutschland)
mit folgenden Einstellungen: 1SO 400, Belichtungszeit 1/250 s, Blende F/8.0.

Tabelle 33. Ubersicht tiber alle fiir die SDS-PAGE benétigten Lésungen und deren Zusammensetzung.

Losung Zusammensetzung
Glycin-SDS-PAGE
Trenngel (12%, 4 Gele) 12 mL Trenngelpuffer (0.6 m Tris/HCl, pH 8.8, 0.16 % SDS), 7.9 mL

Acrylamid/Bisacrylamid Lésung (30%, 37.5 : 1; Carl Roth), 100 uL APS
[Ammoniumperoxodisulfat; 10% (w/v)], 100 uL N,N,N',N'-Tetra-
methylethylendiamin (TEMED)

Sammelgel (4.5%, 4 Gele) 6.83 mL Sammelgelpuffer (0.13 m Tris/HCl, pH 6.8, 1.08 % SDS), 1.2 mL
Acrylamid/Bisacrylamid Lésung (30%, 37.5 : 1; Carl Roth), 100 uL APS [10%
(w/v)], 100 uL TEMED

1x SDS-Laufpuffer 25 mM TRIS, 192 mm Glycin, 0.1% (w/v) SDS

Tricin-SDS-PAGE

Trenngel 10 mL Acrylamid/Bisacrylamid Lésung (30%, 37.5 : 1; Carl Roth), 10 mL
Gelpuffer (3x), 70 mL dest. H,0., 3 g Glycerin, 150 uL APS [10% (w/V)],
15 uL TEMED

Sammelgel 1.6 mL Acrylamid/Bisacrylamid Lésung (30%, 37.5 : 1; Carl Roth), 3 mL
Gelpuffer (3x), 7.4 mL dest. H,0, 100 pL APS [10% (w/v)], 10 uL TEMED

3x Gelpuffer 3 M TRIS, 1 M HCI, 0.3% (w/v) SDS, pH 8.45

10x Anodenpuffer 1 M TRIS, 0.225 m HCI, pH 8.9

10x Kathodenpuffer 1 M TRIS, 1 m Tricin, 1% (w/v) SDS, pH 8.25

NuPAGE™ 4-12 % Bis-Tris Protein Gele
20x MOPS-Puffer (NUPAGE™ 50 mm MOPS, 50 mm TRIS, 0.1% SDS, 1 mm EDTA, pH 7.7
4—12 % Bis-Tris Protein Gele)

Generelle Losungen

5x SDS-Ladepuffer 10% (w/v) SDS, 30% (w/v) Saccharose, 0.1% (w/v) Bromphenolblau, 0.5 m
Tris/HCl, pH 6.8, 50 mm DTT

Kolloidale Coomassie G-250 2% (w/v) H3sPO4, 10% (v/v) Ethanol, 5% (w/v) Al;(SOa4)s, 0.02% (w/v)

Losung Coomassie Brilliant blue G-250

8.5.3 Isolierung der Membranfraktion
Die Membranfraktion wurde zum einen fir kinetische Untersuchungen der Kondensationsenzyme

isoliert (8.5.7) und zum anderen zur Proteinisolierung via Ablésung der Proteine von der Zellmembran
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(8.5.4.1). Die Isolierung der Membranfraktion erfolgte nach heterologer Expression von pigC, tamQ
und treaP in E. coli BL21(DE3) (8.4.1.2.3) und Zellaufschluss (8.5.1). Zur Entfernung von Zelltriimmern
wurde das Lysat nach Zellaufschluss zentrifugiert (15 min, 18 500 rcf, 4 °C). Mittels Ultrazentrifugation
(2h, 107000 g, 4°C) wurde die Membranfraktion abgetrennt, der Uberstand verworfen und die
isolierte Membranfraktion als braunliches Pellet erhalten. Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt

und von jedem Schritt SDS-Proben genommen (8.5.2).

8.5.4 Proteinisolierung

8.5.4.1 Proteinisolierung via Ablésung von der Zellmembran

Bei den Kondensationsenzymen PigC und TamQ wurde eine Proteinisolierung durch Ablésung der
Proteine mittels pH-shift und Hochsalzkonzentration von der Zellmembran durchgefiihrt. Dafir wurde
nach Expression (8.4.1.2.3) die entsprechende Membranfraktion isoliert und alle weiteren
Arbeitsschritte bei 4°C durchgefihrt. Nachdem die Membranfraktion durch Ultrazentrifugation des
zellfreien Extrakts isoliert worden war (8.5.3), wurde das Membranfraktion enthaltende Pellet in

verschiedenen Puffern und Salzlésungen resuspendiert (Tabelle 34).

Tabelle 34. Puffer und Lésungen zur Ablésung von Proteinen von der Zellmembran.

Puffer/Lésung Bestandteile pH-Wert
100 mm Natriumcitrat 4.0
100 mm Zitronensdure

100 mm TRIS-HCI 8.5
100 mm TRIS-HCI 9.0
100 mm NaHCO3 9.5
100 mm Na,COs3

100 mm NaHCOs3 10.0
100 mm Na,COs3

100 mm NaHCO3 10.5
100 mm Na,COs3

1.00 m NaCl —
1.50 m NaCl —
1.00 m KClI —
1.50 m KCI —

Citratpuffer

TRIS-HCI Puffer

Natriumcarbonatpuffer

NaCl-Losung

KCl-Lésung

Zum Resuspendieren der Membranfraktion wurde jeweils 1 mL der Puffer und Losungen verwendet
und anschliefend erneut ein Ultrazentrifugationsschritt durchgefiihrt (2 h, 107000 g, 4°C). Vom
Uberstand wurden im Anschluss SDS-Proben genommen, wihrend die Membranfraktion vor
Probennahme erneut in 1 mL KP; Puffer (50 mm, pH 7) resuspendiert wurde. Die Proben aller

Fraktionen und Ansatze wurden mittels SDS-PAGE (8.5.2) analysiert.

8.5.4.2 Proteinisolierung via IMAC

Das Protein TamQ wurde einmalig mittels IMAC isoliert. Daflir wurde das Zielprotein unter Nutzung
des Konstrukts pET32a(+)::tamQ in E. coli BL21(DE3) exprimiert. Auf den Loslichkeitstag Thioredoxin
folgt N-terminal ein Hise-Tag, der fiir die Isolierung via IMAC genutzt wurde. Vom Zellpellet wurde 1 g

in 5 mL Lysepuffer mittels Ultraschall aufgeschlossen (8.5.1). Das Lysat wurde zentrifugiert (20 min,
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3554 rcf, 4°C) und der Uberstand fir die anschlieBende Proteinisolierung genutzt. Fiir die
Proteinisolierung wurde eine 5 mL Nickel(ll)-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA) Saule (Superflow Cartridge,
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) genutzt und mit 5 Saulenvolumina Lysepuffer dquilibriert. Die
Saule wurde beladen indem das Lysat fiir 20 min mithilfe einer Peristaltikpumpe im Kreis iber die Saule
gepumpt wurde und so das Binden des Zielproteins an die Sdulenmatrix via Hise-Tag ermoglicht wurde.
Die weiteren Schritte erfolgten unter Verwendung des AKTA™ Chromatographiesystems
(AKTA™ Purifier, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) und unter Nutzung einer konstanten
Flussrate von 5 mL/min. Die Sdule wurde zunachst mit zwei Sdulenvolumina Lysepuffer gewaschen,
worauf ein 20-minltiger Gradient von 100% Lysepuffer hin zu 100% Elutionspuffer folgte. Im
Anschluss wurde fir 20 min mit 100% Elutionspuffer gespilt. Um alle gebundenen Proteine von der
Saule zu lI6sen, wurde final mit Waschpuffer gewaschen und die Sdule im Anschluss mit 500 mm NaOH,
dest. H,O und Ethanol [20% (v/v)] gereinigt und in Ethanol [20% (v/v)] bei 4°C gelagert. Wahrend der
Reinigung wurde die Absorption bei 280 nm verfolgt und so die Fraktionen identifiziert, die Proteine
beinhalten. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, entsalzt und aufkonzentriert. Der Erfolg
der lIsolierung wurde mittels SDS-PAGE (8.5.2) und Aktivitdtsassay analysiert. Der Aktivitatsassay
erfolgte in Anlehnung an die Versuche zur Michaelis-Menten-Kinetik (8.5.7), allerdings wurde als
Monopyrrol nur MAP (3a) eingesetzt und dessen Konzentration nicht variiert, sondern konstant bei

1 mm (Endkonzentration) belassen. Die Absorption bei 535 nm wurde kontinuierlich verfolgt.

Tabelle 35. Fiir die Proteinisolierung via IMAC genutzte Puffer und deren Bestandteile.

Puffer Bestandteile pH-Wert
Lysepuffer 50 mm HEPES, 150 mm NacCl, 40.0 mm Imidazol | 7.5
Elutionspuffer 50 mm HEPES, 150 mm NaCl, 250 mm Imidazol 7.5
Waschpuffer 50 mm HEPES, 150 mm NaCl, 1.00 m Imidazol 7.5
Lagerungspuffer | 50 mm HEPES, 150 mm NaCl, 10.0 mm MgCl 7.0

8.5.4.3 Entsalzen, Umpuffern und Aufkonzentrieren von Proteinlésungen

Nach der Isolierung des Zielproteins mittels IMAC, wurden die proteinhaltigen Fraktionen vereint und
unter Nutzung von PD-10 desalting columns mit Sephadex G-25 (GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland) entsalzt, so dass die hohen Imidazolkonzentrationen, die aus der
Proteinisolierung resultieren, entfernt wurden. Gleichzeitig wurden die PD-10 desalting columns zur
Umpufferung genutzt und so das Zielprotein in Lagerungspuffer (Tabelle 35) tUberfihrt. Die Saulen
wurden zundchst mit drei Sdulenvolumina Lagerungspuffer gewaschen, bevor 2.5mL der
proteinhaltigen Losung aufgetragen wurden. Die Elution erfolgte mit 3.5 mL des Lagerungspuffers. Im
Anschluss wurden die Sdulen mit drei Sdulenvolumina dest. H,0 gewaschen und in Ethanol [20% (v/v)]

bei 4°C gelagert.

Das Aufkonzentrieren der Proteinlosung erfolgte unter Nutzung von Vivaspin® 20
Zentrifugalkonzentratoren (Sartorius AG, Gottingen, Germany) mit einem molecular weight cut-off
von 50 kDa. Die Proben wurden in die Zentrifugalkonzentratoren gegeben und zentrifugiert (3554 rcf,

4°C) bis das gewiinschte Zielvolumen erreicht war.
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8.5.5 Abschatzen der Proteinmenge in Membranfraktion via Densitometrie

Fir die Berechnung der spezifischen Aktivitat bei Michaelis-Menten-Kinetiken wird die Konzentration
des untersuchten Enzyms benétigt. Da dies flr Proteine, die in der isolierten Membranfraktion
enthalten und nicht gereinigt sind, nicht Gber Methoden wie den Bradford-Assay bestimmt werden
kann, wurde die Proteinkonzentration densitometrisch abgeschatzt. Dies geschah mittels SDS-PAGE

Analyse der Membranfraktion sowie Proteinstandards mit bekannter Konzentration.

Wahrend der Isolierung der Membranfraktion (8.5.3) wurden SDS-Proben der Kondensationsenzym
enthaltenden Membranfraktionen genommen und fiir eine SDS-PAGE vorbereitet. Als Standards
wurde Lysozym (Carl Roth, Germany, Karlsruhe; 37.5 kDa) und ADH (Alkoholdehydrogenase) aus
S. cerevisiae (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; 150 kDa) verwendet und SDS-Proben mit definierter
Proteinmenge vorbereitet. Daflir wurden von diesen Proteinstandards Stammldsungen bekannter
Konzentration (2 mg/mL in dest. H,0) angesetzt, entsprechend verdinnt (0.0625-1 mg/mL) und
SDS-Proben vorbereitet (Endkonzentration in  SDS Proben: 0.5-0.8 mg/mL). Von allen
SDS-Proben — resuspendierte Membranfraktion und Proteinstandards —wurden 10 puL auf das Gel

aufgetragen (Invitrogen™, Nu-PAGE™ 4—12 % Bis-Tris Protein Gel, 1.0 mm, 15 Taschen).

Zur densitometrischen Datenauswertung wurde nach Durchfiihrung der SDS-PAGE und fotografischer
Dokumentation (8.5.2) ein Foto (Aufnahme im Rohdaten-Format) als 32 bit Graustufenbild [TIFF (engl.
Tagged Image File Format)-Dateiformat] ausgegeben. Unter Verwendung der Softare ImageJ wurde
das Bild analysiert, indem zunachst Kontrast und Helligkeit der TIFF-Datei automatisch angepasst
wurden.?*®! Die Banden der Proteinstandards und der zu untersuchenden Proteine wurden im Hinblick
auf das Integral ihres Graustufenwertes ausgewertet. Der Wert des Leervektorintegrals wurde
entsprechend als Hintergrund von den Integralen der Proteinstandards subtrahiert. Anschliefend
wurden die sich so ergebenden Werte der Integrale gegen die Gesamtproteinmenge der
Proteinstandards aufgetragen. Unter Anwendung linearer Regression (Microsoft Excel 2016, Microsoft

Corp.) konnte so die Proteinmenge der Enzyme in der Membranfraktion bestimmt werden.
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8.5.6 Kondensationsenzym in vitro Assay

Zur Uberprifung der Aktivitit von Kondensationsenzymen und zur Bestimmung des
Substratspektrums aktiver Kondensationsenzyme wurden in vitro Assays durchgefiihrt.!”! In diesen
Assays wurde die enzymatische Kondensation von MBC (2) mit Monopyrrolen untersucht (Schema 35).

Auch andere Heteroaromaten oder primdre Amine wurden unter Nutzung des Assays getestet.

o/
2. Ligase
L Yo R, 1.25 mM ATP
R -
= N~ R KP;, 50 mM, pH 7.0,
X NH H 10 % (v/v) DMSO,
30°C,4h
MBC (2) 3,27, 56, 57, 82 1.9 58 101, 110

2Sc?ema 35. Reaktionsschema des in vitro Assays fiir Kondensationsenzyme am Beispiel von Monopyrrolen.!t” 177,
47

Fiir den in vitro Assay wurde Zelllysat, zellfreier Uberstand oder resuspendierte Membranfraktion
verwendet, ATP (1.25mm), MBC(2, 1mm) und Pyrrole (3, 27, 56, 57, 82; 1 mMm), andere
Hetereoaromaten (4, 102, 104-106; 1 mM) und primdre Amine (28; 1 mMm) (Tabelle 36). Die drei
letztgenannten werden nachfolgend als Substrate bezeichnet. Durchgefiihrt wurde der in vitro Assay
in 1.5 mL ReaktionsgefaRen und die Reaktionsprodukte wurden im Anschluss via LC-MS Messungen
nachgewiesen. Der in vitro Assay wurde auch mit Leervektorproben als Negativkontrolle durchgefihrt.
Sollten die Reaktionsprodukte des in vitro Assays durch photometrische Messungen und unter
Nutzung der molaren Extinktionskoeffizienten der Prodiginine quantifiziert werden (8.6.7), wurde der
Assay in Triplikaten durchgefiihrt. Die Expression der Kondensationsenzyme und der Zellaufschluss

wurden wie in 8.4.1.2.3 und 8.5.1 beschrieben durchgefihrt.

Tabelle 36. Ubersicht iiber die Bestandteile des in vitro Assays fiir Kondensationsenzyme

Bestandteil Stammldsung Endkonzentration Volumen
MBC (2) 20 mM in DMSO 1mm 25 plL
Substrate 20 mM in DMSO 1 mmle! 25 uL
ATP 62.5 mm ATP-Na; in dest. H,0 1.25 mm 10 pL
Zelllysat™® — — 440 pL
Gesamtvolumen 500 uL

o] Bei Nutzung resuspendierter Membranfraktion wurden 0.1 mm eingesetzt.
b] Alternativ wurde zellfreier Uberstand oder resuspendierte Membranfraktion genutzt.

Die Durchfiihrung des in vitro Assays wird nachfolgend beschrieben. In ein 1.5 mL Reaktionsgefald
wurden 440 L Zelllysat (in KP; Puffer, 50 mm, pH 7), zellfreier Uberstand oder resuspendierte
Membranfraktion (in KP; Puffer, 50 mm, pH7, 0.1 mm MgCl,) gegeben und mit 25pulL der
MBC-Losung (2, 20 mM in DMSO) und 25 pL der entsprechenden Substrat-Losung (20 mm in DMSO)
versetzt. Durch Zugabe von 10 pL ATP (62.5 mm ATP:Na; in dest. H,0) wurde die Reaktion gestartet
und der Reaktionsansatz fiir 4 h bei 30°C bei 300 rpm geschittelt. Der Reaktionsansatz wurde

sedimentiert (5 min, 21100 rcf, RT), der Uberstand verworfen und so die Reaktion abgebrochen. Bei
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der Aufarbeitung des Reaktionsansatzes wurde zwischen Proben fiir nachfolgende LC-MS Messungen

und Proben fir fotographische Dokumentation unterschieden.

Aufarbeitung des in vitro Assays fiir fotografische Dokumentation

Das nach Zentrifugation erhaltenen Zellpellet wurde in acidem Ethanol [4% (v/v) 1 N HCl in Ethanol]
resuspendiert, erneut sedimentiert (5 min, 21100 rcf, RT) und der Uberstand anschlieRend in ein neues
1.5 mL ReaktionsgefaR Uberfihrt. Im Anschluss wurden die ethanolischen Extrakte fotografisch

dokumentiert.

Aufarbeitung des in vitro Assays fiir LC-MS Proben

Das nach Zentrifugation erhaltenen Zellpellet wurde statt in acidem Ethanol [4% (v/v) 1 N HCI in
Ethanol] in Methanol resuspendiert, um eine mogliche saurekatalysierte Reaktion wahrend der
Extraktion auszuschlielen, die falsch positive Ergebnisse liefern wirde. Das in Methanol
resuspendierte Zellpellet wurde erneut sedimentiert (5 min, 21100 rcf, RT), der Uberstand
anschlieRend in ein neues 1.5 mL ReaktionsgefdR Uberfihrt und das Methanol in einer
Vakuumzentrifuge (30°C, ca. 10-20 mbar, 240rcf) entfernt. Zur Entfernung wasserloslicher
Substanzen wurden 200 pL dest. H,O zum Rickstand hinzugegeben und dieser mit Dichlormethan
(2x 200 pL) extrahiert. Das Dichlormethan wurde in einer Vakuumzentrifuge (RT bis 45°C, ca.
10-20 mbar, 240 rcf) entfernt. Der Rickstand wurde in Methanol (HPLC-rein) gelost, filtriert (0.45 um,

regenerierte Cellulose) und so die Analyten fiir die nachfolgende LC-MS Messung erhalten (8.2.1.6).

8.5.7 Michaelis-Menten-Kinetik

0/

R2 Ligase

A 1.25 mM ATP
\ N O @w e
N KP;, 50 mM, pH 7.0,

SNH H 0.1 mM MgCly,
10 % (v/v) DMSO,
30°C
MBC (2) 3a, 3c, 3f, 1a, 1c, 1f,
27a, 27d, 27e 9a, 9d, %e

Sc?ema 36. Reaktionsschema bei den Messungen der Michelis-Menten-Kinetiken der Kondensationsenzyme.!*”
177

Die kinetischen Messungen wurden fiir die Kondensationsenzyme PigC, TamQ und TreaP sowie mit
Leervektorproben als Negativkontrolle durchgefiihrt.'”- 771 Alle Arbeitsschritte, die die Handhabung
der Zellmembran betreffen, erfolgten bis zur Messung der Kinetik bei 4°C. Nach Isolierung der
Membranfraktion (8.5.3) wurde das aus 1 mL zellfreiem Extrakt erhaltene Pellet in 3 mL KP; Puffer
(50 mm, pH7.0, 0.1 mm MgCly) resuspendiert. Der finale Reaktionsansatz bestand aus der
vorgenannten resuspendierten Membranfraktion sowie MBC (2), Monopyrrol (3a, 3c, 3f, 27a, 27d,
27e) und ATP (Tabelle 37). Die Reinheit der verwendeten Monopyrrole (3a, 3¢, 3f) wurde im Vorhinein
mittels quantitativem NMR bestimmt (3a=96%+0.7%, 3¢=97% +0.8%, 3f=97% +0.3%). Vor

Beginn des Assays wurden Verdinnungsreihen der Monopyrrole erstellt. Die Kinetiken wurden im
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analytischen MaRstab (200 pL) in 96 x 300 uL Mikrotiterplatten (Polystyrol, transparent, flacher
Boden; Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich) in Triplikaten durchgefiihrt und die Absorption bei
535 nm mithilfe des Tecan Infinite® M1000 Pro Plattenlesegerats (Tecan Trading AG, Mannedorf,

Schweiz) verfolgt.

Tabelle 37. Ubersicht tiber die Bestandteile und deren Konzentration in der Michaelis-Menten-Kinetik

Bestandteil Stammldsung Endkonzentration | Volumen
MBC (2) 2 mM in DMSO 0.1 mm 10 pL
Pyrrole (3a, 3¢, 3f, 27a, 27d, 27e) Verdiinnungsreihe in DMSO 0-2 mm 10 pL
ATP 62.5 mm ATP-Na, in dest. H,0O 1.25 mm 4 ul
Resuspendierte Membranfraktion | — — 176 pL
Gesamtvolumen 200 pL

Im Detail wurden 176 ulL resuspendierte Membranfraktion in die Mikrotiterplatten vorgelegt, 10 uL
der MBC-L6sung (2, 2 mM in DMSO) und 10 pL der Monopyrrol-Losung (3a, 3¢, 3f, 27a, 27d und 27e;
Verdiinnungsreihe in DMSO) zugegeben und die Reaktion im Anschluss durch Zugabe von 4 uL ATP
(62.5 mm ATP Na, in dest. H,0) gestartet. Direkt nach Start der Messung wurde die Absorption bei
535 nm gemessen und als Absorptionsblank verwendet. Im Folgenden wurde die Absorption alle 5 min
gemessen bis eine Sattigung zu beobachten war oder genug Datenpunkte fiir eine lineare Regression
aufgenommen wurden, wobei die Platte 1 min vor der Messung geschittelt wurde (1's, 306 rpm,

orbitale Schittelbewegung).

Die Datenanalyse erfolgte mithilfe der Origin Software. Zunachst wurde die Zeit gegen die Absorption
geplottet und mittels linearer Regression die initiale Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Dies erfolgte
unter Bericksichtigung des Lambert-Beer Gesetztes, der molaren Extinktionskoeffizienten der
Prodiginine sowie der geschatzten Konzentration der Kondensationsenzyme in der Membranfraktion
(8.5.5). Die weitere Datenevaluierung wurde ebenfalls mit der Origin Software durchgeflihrt, mithilfe
nicht-linearer  Regression, der  Michaelis-Menten-Kinetik ~ und  eines  Modells  der
Michaelis-Menten-Kinetik  mit  Substratliberschussinhibierung (Formel 3) sowie mit dem

Levenberg-Marquardt lterationsalgorithmus. [0 411

Vmax [s]
Ve s
K+(] (1+)
Formel 3. Modell einer Michaelis-Menten-Kinetik mit Substratiiberschussinhibierung

(v = Reaktionsgeschwindigkeit, Vmax = Mmaximale Reaktionsgeschwindigkeit, S = Substratkonzentration,
Kwm = Michaeliskonstante, K, = Dissoziationskonstante des Substrats als Inhibitor).
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8.6 Spezieller Experimentalteil

8.6.1 Biokatalyse zur Synthese von Prodigininen

Die semi-praparative Biokatalyse wurde mit 0.1 mmol Substrat durchgefihrt. Dafiir wurde 20 g
tiefgefrorenes Zellpellet in 100 mL KP; Puffer (50 mm, pH 7) resuspendiert. Der finale Reaktionsansatz
bestand aus resuspendierten Zellpellet sowie MBC (2, 1 mm), Monopyrrol (1 mm), ATP (1.25 mm) und
10% (v/v) DMSO. Im Detail wurden zum resuspendierten Zellpellet MBC-Lésung (2, 5 mL, 20 mMm in
DMSO), Monopyrrol-Loésung (5 mL, 20 mm in DMSO) und PU-Wiirfel zur in situ Produktextraktion (2 g;
Bornewasser, Géllheim, Deutschland; Softpur, Dichte 25 kg/m?3, 4 kPa Stauchhirte; ca. 1 cm?3) gegeben.
Die Biokatalyse wurde durch Zugabe von ATP (2 mL, 62.5 mm ATP Na; in dest. H,O) gestartet und
anschlieRend fir 18 h (30°C, 300 rpm, 2.5 cm Schitteldurchmesser) in einem 1 L Erlenmeyerkolben
inkubiert. Nach Inkubation wurden die PU-Wiirfel mithilfe eines Metallsiebs vom Medium getrennt,
ausgewrungen und mit dest. H,O gewaschen. Im Anschluss wurden die Schwamme mit Diethlyether
(ca. 200 mL) extrahiert, die organische Phase mit Wasser gewaschen, liber MgS0O, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Da die Reaktionsmischung nach 18 h immer noch rot
war, wurde eine zweite Portion PU-Wiirfel (2 g) zugegeben, erneut fir 18 h (30°C, 300 rpm, 2.5 cm
Schitteldurchmesser) inkubiert und wie zuvor beschrieben geerntet. Der gesammelte und vereinte

Rohextrakt wurde im Anschluss mittels Sdulenchromatographie gereinigt.

2-{[4-Methoxy-1H,1'H-(2,2'-bipyrrol)-5-yllmethylene]}-4,5,6,7,8,9-hexahydro-2H-cycloocta-
[b]pyrrole-HCI (110a)

Entsprechend der Vorschrift flur die Biokatalyse zur Synthese von
Prodigininen (8.6.1) wurde das Prodiginin 110a mit resuspendiertem
Zellpellet von E. coli BL21(DE3)_pET28a+::pigC, E. coli
BL21(DE3) pET28a+::tamQ bzw. E. coli BL21(DE3) pET28a+::treaP und
0.1 mmol  4,5,6,7,8,9-Hexahydro-1H-cycloocta[b]pyrrol (82a) und

110a 0.1 mmol MBC (2) hergestellt und nach sdulenchromatographischer

Reinigung [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N)

(Gradient von 99.5:0.5 bis 99:1)] und Ausfallung als Hydrochlorid als tiefroter Feststoff (TamQ:
23.5 mg, 73 umol, 73 %; PigC: 12.5 mg, 39 umol, 39%; TreaP: 9.8 mg, 30 umol, 30%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.43 (m, 4H, 8"-, 9"-H), 1.61 (m, 2H, 10"-H), 1.85 (m, 2H, 7"-H),
2.57 (t, 2J11710° = 6.4 Hz, 2H, 11"-H), 3.06 (t, *Je»7» = 6.4 Hz, 2H, 6"-H), 3.98 (s, 3H, 7-H), 6.06 (d, *J31 =
2.0 Hz, 1H, 3-H), 6.32 (m,, 1H, 4'-H), 6.61 (d, */371~ = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 6.89 (m, 1H, 3'-H), 6.92 (s, 1H,
8-H), 7.19 (m., 1H, 5'-H), 12.55 (brs, 1H, 1'-NH), 12.66 (brs, 1H, 1-NH), 12.70 (brs, 1H, 1”-NH);
13C-.NMR (151 MHz, CDCl3): § [ppm] = 24.7 (C-11"), 25.5, 25.97, 25.9°, 29.3 (C-7"), 31.1 (C-10"), 58.8
(C-7), 92.9 (C-3), 111.8 (C-4'), 116.0 (C-8), 117.0 (C-3'), 120.7 (C-5), 122.4 (C-2’), 125.3 (C-2"), 126.9
(C-5'), 128.4 (C-3"), 128.6 (C-4"), 147.6 (C-2), 152.5 (C-5"), 165.8 (C-4); IR (ATR-film): ¥ [1/cm] = 2921,
1739, 1599, 1542, 1508, 1355, 1230, 1118, 959, 742.

"Die Signale weisen eine geringe Differenz auf.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur iberein.?*”!
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8.6.2 Biotransformation von Undecylprodigiosin (9a)

Die Zyklasen TamC und TreaC wurden heterolog in E. coli BL21(DE3) exprimiert (8.4.1.2.3). Die
KulturgroBe betrug jeweils 25 mL in einem 250 mL Erlenmeyerkolben. Bei einer von ODgy = 0.4—0.6
wurde mit 0.1 mm IPTG induziert Abweichend von der allgemeinen Vorschrift wurde die Temperatur
kurz vor Induktion auf 19 °C gesenkt. Zusatzlich wurde Undecylprodigiosin (9a, 3 um) als Substrat zur
Kultur gegeben. Die Kulturen wurden tber Nacht bei 19°C und 120 rpm inkubiert und im Anschluss
durch Zentrifugation (20 min, 4629 rcf, 4°C) geerntet. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in
1 mL acidem Ethanol [4% (v/v) 1 N HCI in Ethanol] resuspendiert und erneut zentrifugiert (20 min,
4629 rcf, 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und die Extraktion ein
zweites Mal mit 1 mL acidem Ethanol durchgefiihrt. Daraufhin wurde das acide Ethanol der
gesammelten Uberstinde in einer Vakuumzentrifuge (30°C, ca. 10-20 mbar, 240 rcf) entfernt. Zur
Entfernung wasserloslicher Substanzen wurden 200 plL dest. H,O zum Rickstand hinzugegeben und
dieser mit Dichlormethan (2x 200 pL) extrahiert. Das Dichlormethan wurde erneut in einer
Vakuumzentrifuge (RT bis 45°C, ca. 10-20 mbar, 240 rcf) entfernt und der Rickstand in Methanol
(HPLC-rein) gelost, filtriert (0.45 um, regenerierte Cellulose) und so die Analyten fir die nachfolgende

LC-MS Messung (8.2.1.6) erhalten.

8.6.3 Toxizitdtsassays mit biotechnologisch relevanten Organismen

Die Toxizitatsassays wurden in 96 x 300 uL Mikrotiterplatten (Polystyrol, transparent, flacher Boden;
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich) durchgefiihrt. Die Wirkung von Prodigininen wurde im
Rahmen dieser Arbeit gegentiber P. pastoris und S. cerevisiae getestet. Die Toxizitatsassays wurden im
Detail wie folgt durchgefiihrt. LB-Fliissigmedium ohne Antibiotikum wurde mit einer Ubernachtkultur
der oben genannten Mikroorganismen auf eine ODgoo = 0.02 inokuliert. Die Prodiginine 1a, 1f, 58b,
110a-110d wurden in DMSO geldst (10 mm Stammkonzentration) und Verdiinnungsreihen in DMSO
erstellt. In die Mikrotiterplatten wurden 145.5 pL inokuliertes LB-Medium vorgelegt und 4.5 uL der
jeweiligen Prodigininlésungen zugegeben [Endkonzentration < 100 um, 3% (v/v) DMSO]. Die Platten
wurden mit einer luftdurchlassigen AeraSeal™ Folie (Excel Scientific, Victorville, CA, USA) zugeklebt
und in einem Plattenschittler fir 16 h bei 30°C und 800 rpm inkubiert. Die Temperatur wurde
ungeachtet der idealen Anzuchttemperatur der Mikroorganismen einheitlich bei 30°C belassen. Die
Toxizitatsassays wurden jeweils als Triplikate durchgefiihrt, wahrend als Kontrolle nicht inokuliertes
LB-Medium diente, welches mit den zu testenden Prodigininen 1a, 1f, 58b, 110a—110d versehen
wurde. Nach 16-stiindiger Inkubation erfolgte eine Messung der OD7so in einem Tecan Infinite®
M1000 Pro Plattenlesegerdt (Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz). Zur anschlieBenden
Datenauswertung wurde zunachst die Absorption der Kontrolle von den Werten der Kulturen
subtrahiert und danach die OD7so gegen die Substratkonzentration halblogarithmisch aufgetragen. Die
weitere Auswertung erfolgte mithilfe der Origin Software, indem ein nichtlinearer Fit einer

Dosis-Wirkungs-Kurve mit Levenberg-Marquardt Iterationsalgorithmus angewendet wurde.#1% 41
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— A Az — Ay
Yar = A1t 1+ 10&o— )P

Formel 4. Funktion zur Auswertung einer Dosis-Wirkungs-Kurve. [yq4r = Wirkungs-Wert, x = Dosis, A; = untere
Asymptote, A, = obere Asymptote, xo = x-Koordinate des Mittelpunkts der sigmoidalen Kurve, p = Hill-Steigung].
Al'(AP;A2 Mx0Xo)

MIC=10 Mx0

Formel 5. Formel zur Bestimmung des MIC Werts.

Ag+ A
Ax-(=15—2 myoxo)

ICax =10 Mo

Formel 6. Formel zur Bestimmung des ICimax (maximale inhibitory concentration) Werts.

Die Herleitung der Formeln und genaue Beschreibung kann der Dissertationsschrift von

Dr. Andreas Klein entnommen werden.*”]

8.6.4 Maedienoptimierung fiir Prodigiosin (1a) Produktion

Die Planung und Auswertung der Experimente zur Medienoptimierung fir die Prodigiosin (1a)
Produktion wurde mithilfe von statistischer Versuchsplanung (engl. Design of Experiment) mit der
Software Design Expert (StatEase, Inc.) durchgefiihrt. Es wurden die in Abbildung 95 dargestellten

Parameter gewahlt.

Axialpunkt e Anzahl Replikate Faktorialpunkte = 2
¢ e Anzahl Replikate Axialpunkte = 2
(0/+a) Fak‘t?alpunkt Anzahl Replikate Zentralpunkt = 5
)
= ° © e Numerische Parameter
% (-a/0) (0/0) (+a./0) o A=Temperatur [°C] (-a = 20, +a = 37)
E Pl o B=Glucose [g/L] (-a = 2.5, +a = 20)
Zentralpunkt .
0 o) e Kategorische Parameter =
(0/-a) Minimalmedium
(0]
Parameter A

Abbildung 95. Aufbau des Central Composite Designs fiir die Medienoptimierung zur Prodigiosin (1a)
Produktion.

Die Kultivierung des Stammes P. putida pig-r2 zur Medienoptimierung wurde im analytischen Malstab
in einem BioLector® Mikrobioreaktor (m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland) durchgefiihrt unter
Nutzung von FlowerPlates (MTP-48-B, 48 Well, m2p labs GmbH, Baesweiler, Deutschland). Das
Fillvolumen in den FlowerPlates betrug 800 uL und die Platten wurden bei 1000 rpm (3 mm

Schitteldurchmesser) geschittelt.

Die genaue Durchfihrung wird im Folgenden beschrieben: Die zu untersuchenden Minimalmedien

(8.4.1.1.2) wurden in der FlowerPlate vorgelegt, mit Glucose (2.5 g/L—20 g/L) als Kohlenstoffquelle
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versehen und mit einer P. putida pig-r2 Ubernachtkultur (8.4.1.2.2) auf eine ODgoo = 0.05 inokuliert.
Als Kontrolle wurden die Kultivierungen bei allen untersuchten Temperaturen auch mit TB-Medium
durchgefiihrt. Die Platte wurde bei den zu untersuchenden Temperaturen (18-37°C) und 1000 rpm
inkubiert, wobei online das Streulicht als Mal fiir das Biomassewachstum gemessen wurde. Sobald aus
der online Biomassemessung ersichtlich wurde, dass die Kulturen am Ende der stationdren Phase bzw.
am Ubergang zur Absterbephase angelangt waren, wurde die Kultivierung abgebrochen, von jedem

Ansatz 500 uL Probe genommen und die Menge an Prodigiosin quantifiziert (8.6.7).

8.6.5 Biosynthetische Produktion von Prodigiosin (1a)

Zur biosynthetischen Produktion von Prodigiosin (1a) wurde der Stamm P. putida pig-r2 genutzt. Die
Kultivierung fand in 3 L Fernbachkolben mit 0.5-1 L TB-Medium oder 0.5-1 L Minimalmedium statt,
die mit einer Ubernachtkultur (8.4.1.2.2) auf ODgw =0.05 inokuliert wurden. Zur in situ
Produktextraktion wurden 5g PU-Wirfel (Bornewasser, Gollheim, Deutschland; Softpur, Dichte
25 kg/m3, 4 kPa Stauchhirte; ca. 1 cm?) zugegeben. Vor Verwendung wurde der PU-Schaum in 1 cm?
groRRe Stlicke geschnitten, autoklaviert (20 min, 121°C) und Gber Nacht im Trockenschrank (60°C)
getrocknet. Die Kulturen wurden bei 30°C (bei Minimalmedien 18°C) und 120 rpm (2.5cm
Schitteldurchmesser) Uber Nacht inkubiert und die PU-Wirfel anschlieBend mithilfe eines

Metallsiebes von der Kulturbriihe getrennt und das Prodigiosin (1a) extrahiert (8.6.6).

8.6.6 Extraktion und Reinigung von Prodigiosin (1a)

8.6.6.1Extraktion aus PU-Wiirfeln

Aus Kulturen (8.6.5) geerntete PU-Wiirfel mit daran adsorbiertem Prodigiosin wurden ausgewrungen,
mit dest. H,O gewaschen und anschlieBend in einem Soxhlet-Extraktor (250 mL oder 500 mL)
extrahiert. Flr die Extraktion wurde Diethylether tiber die PU-Wiirfel gegossen und diese ausgedriickt,
bis die Schwamme farblos waren. Im Anschluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt, der Rohextrakt mit Dichlormethan extrahiert (3x 30 mL) und die gesammelten organischen
Phasen mit Wasser und einer gesattigten NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel erneut am Rotationsverdampfer entfernt.
Optional wurde der Rohextrakt zur Quantifizierung von Prodigiosin (1a) genutzt (8.6.7) oder via
Saulenchromatographie gereinigt [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient)

anschlieRend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/Essigsaureethylester (EtOAc) (Gradient)].

8.6.6.2 Extraktion aus Zellpellets

Zur Extraktion aus Zellpellets wurden die Kulturen auf 50 mL ReaktionsgefalRe aufgeteilt und mittels
Zentrifugation (20 min, 8 228 rcf, 4°C) sedimentiert, die Pellets in acidem Ethanol (ca. 20 mL/50 mL
Kulturvolumen) resuspendiert und abermals zentrifugiert (20 min, 8228 rcf, 4°C). Der Uberstand
wurde gesammelt und das verbleibende Zellpellet ein zweites Mal mit acidem Ethanol (ca.
20 mL/50 mL Kulturvolumen) resuspendiert und zentrifugiert (20 min, 8228 rcf, 4°C). Am
Rotationsverdampfer wurde das Losungsmittel des gesammelten ethanolischen Extrakts entfernt, der

Rohextrakt mit Dichlormethan extrahiert (3x 30 mL) und die gesammelten organischen Phasen mit
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Wasser und einer gesattigten NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel erneut am Rotationsverdampfer entfernt. Im Anschluss
erfolgte eine Quantifizierung von Prodigiosin (1a) (8.6.7) oder eine Reinigung via
Saulenchromatographie [Kieselgel; Dichlormethan/Ammoniak in Methanol (7 N) (Gradient)

anschlieRend neutrales Aluminiumoxid, n-Pentan/EtOAc (Gradient)].

8.6.7 Quantifizierung von Prodigininen und Bestimmung molarer Extinktionskoeffizienten
Prodiginine wurden entweder gravimetrisch nach Reinigung via Saulenchromatographie (8.2.1.2)

quantifiziert oder photometrisch durch Absorptionsmessung bei A = 535 nm in acidem Ethanol.

Zur photometrischen Quantifizierung von Prodigininen wurde eine definierte Menge einer Prodiginin
enthaltenen Losung (invitro Assay, Fermentationsbriihe) entnommen, das Zellpellet durch
Zentrifugation gebildet (21000 rcf, 5 min, RT) und dieses im Anschluss mit der gleichen Menge acidem
Ethanol resuspendiert, ggf. unter Zuhilfenahme des Ultraschallbads. Nach erneuter Zentrifugation
(21000 rcf, 5min, RT) wurde der Uberstand abgenommen und bei A=535nm im Photometer
vermessen. Aus der gemessenen Absorption und dem molaren Extinktionskoeffizienten (Formel 7)

konnte die Prodigininmenge berechnet werden.

Die molaren Extinktionskoeffizienten () wurden experimentell von den Prodigininen 9a, 9c, 9d, 58c,
58d und 58e bestimmt. Dazu wurden 3x ca. 1 mg des reinen Prodiginins in acidem Ethanol gel6st und
jeweils 3x verdinnt. Die Absorption der entstandenen neun Verdiinnungen wurde bei A =535 nm
gemessen und im Anschluss mithilfe des Lambert-Beer’schen Gesetztes (Formel 7) die Konzentration
bestimmt. Nach Abtragen der Absorption der Prodiginine gegen die Konzentration, wurde der molare
Extinktionskoeffizient (€) mittels linearer Regression ermittelt. Dabei entspricht der molare

Extinktionskoeffizient (g) der Steigung der Geraden.
A=¢g-c-d

Formel 7. Lambert-Beer’sches Gesetz (A = Absorption, € = molarer Extinktionskoeffizient, ¢ = Konzentration,
d = Schichtdicke der Klvette).
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8.6.8 Mutasynthese im praparativen MaBstab
Zur biologisch basierten Produktion von Prodigininderivaten wurden Mutasynthese Versuche
durchgefiihrt (Schema37). Die Mutasyntheseansdtze wurden in Zusammenarbeit mit

Dr. Andreas S. Klein durchgefuhrt.

— PigC
X NH TB-Medium
2 % (viv) DMSO

MBC (2) 1c, 1f
P. putida pig-r2 ApigD

Schema 37. Reaktionsschema der Mutasyntheseansatze unter Nutzung von P. putida pig-r2 ApigD

Mutasyntheseansdtze im praparativen Mal3stab wurden in 3 L Fernbachkolben mit 500 mL TB-Medium
mit Streptomycin durchgefiihrt. Das Medium enthielt ebenfalls Precursor-Lésung (0.5 mm in DMSO)
und so einen DMSO Anteil von 2% (v/v). Zur in situ Produktextraktion wurden sterile PU-Wirfel
zugegeben (5 g; Bornewasser, Géllheim, Deutschland; Softpur, Dichte 25 kg/m?3, 4 kPa Stauchhérte; ca.
1 cm?). Im Detail wurde TB-Medium mit Streptomycin mit einer Ubernachtkultur des Stammes
P. putida pig-r2 ApigD auf eine ODggo = 0.02 inokuliert. Von der Precursor-Losung (3c, 3f, 25 mM in
DMSO) wurden 10 mL zum Kulturmedium gegeben (Endkonzentration 1.25 mMm). Nach Zugabe der
PU-Wiirfel wurde die Kultur fir 24 h bei 25°C und 125 rpm (2.5 cm Schitteldurchmesser) inkubiert.
Die Extraktion der PU-Wiirfel erfolgte analog zu den Angaben in 8.6.6.1. Die Prodiginine 1c und 1f

wurden im Anschluss an die Extraktion sdulenchromatographisch gereinigt (8.2.1.2).

8.6.9 Fermentation des Prodigiosin (1a) Produzenten P. putida pig-r2 im 1.5 L MaRstab

In Kooperation mit Dipl.-Ing. Carl Brehl (AVT.BioVT, RWTH Aachen) wurde gemeinsam eine
Fermentation des Prodigiosin (1a) Produzenten P. putida pig-r2 in den Laboratorien der AVT.BioVT der
RWTH Aachen durchgefiihrt. Nach Ende der Fermentation wurden 1.2 L der Kulturbriihe geerntet.
Diese Kulturbriihe wurde im Anschluss wie in 8.6.6.2 beschrieben extrahiert und der Rohextrakt mittels

Saulenchromatographie gereinigt (8.2.1.2).
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9 Anhang

9.1 Genclusteranalysen

Tabelle A 1.

Homologie und NCBI

accession numbers der

Enzyme, die

in die Biosynthese von

Undecylprodigiosin (9a) und dessen Derivate 11, 12, 19-22 involviert sind. Fett hervorgehoben sind die
Kondensationsenzyme. Die Namen fir die CDS (engl. coding sequence) wurden aus den NCBI Referenznummern
abgeleitet. NCBI Referenz Sequenzen fiir Genome und GenBank Nummern: S. coelicolor A3(2) chromosome,
complete genome, NC_003888.3; S. griseoviridis DNA, includes prodigiosin biosynthetic gene cluster, strain:
2464-S5, GenBank: AB469822.2; S. longispororuber strain DSM 40667 Mcpl (mcpl) gene, partial cds, and McpH

(mcpH) and McpG (mcpG) genes, complete cds, GenBank: JF288762.

1 [45, 68, 164-166, 199]

S. coelicolor A3(2)

S. longispororuber
(DSM 40667)™

S. griseoviridis 2464-S5

S. sp. CNQ-617

Undecylprodigiosin (9a)/
Streptorubin B (12)

Undecylprodigiosin (9a)/
Streptorubin A (11)

Roseophilin (19)/
Dechlororoseophilin (20)

Marineosin A (21)/
Marineosin B (22)

Protein CDS Protein CcDS Protein CDS Protein CDS

RedO NP_630010.1 | — — RphO BAG84262.1 | MarO AHF22851.1
RedG NP_630017.1 | McpG AEL16995.1 | RphG BAG84256.2 | MarG AHF22859.1
RedN NP_630011.1 | — — RphN BAG84263.1 | MarN AHF22852.1
RedM NP_630012.1 | — — RphM BAG84247.1 | MarM AHF22853.1
RedX NP_630000.1 | — — RphX BAG84242.1 | MarX AHF22841.1
RedW NP_630001.1 | — — RphW BAG84241.1 | MarW AHF22842.1
RedV NP_630003.1 | — — RphV BAG84258.1 | MarV AHF22845.1
Redl NP_630016.1 | Mcpl® AEL16994.1 | Rphl BAG84254.1 | Marl AHF22857.1
RedH NP_733678.1 | McpH AEL16993.1 | RphH BAG84255.1 | MarH AHF22858.1
RedY NP_630002.1 | — — RphY BAG84240.1 | MarY AHF22843.1
RedU NP_630004.1 | — — RphU BAG84259.1 | MarU AHF22846.1
RedS NP_630006.1 | — — — — — —

RedF NP_630018.1 | — — — — — —

RedD NP_629999.1 | — — RphD BAG84243.1 | MarD AHF22840.1
RedE NP_630019.1 | — — — — MarE AHF22860.1
Red) NP_630015.1 | — — RphlJ BAG84250.1 | Mar) AHF22856.1
RedK NP_630014.1 | — — RphK BAG84249.1 | MarK AHF22855.1
RedL NP_630013.1 | — — RphL BAG84248.1 | MarL AHF22854.1
RedP NP_630009.1 | — — RphP BAG84261.1 | MarP AHF22850.1
RedQ NP_630008.1 | — — — — MarQ AHF22840.1
RedR NP_630007.1 | — — — — MarR AHF22860.1
RedT NP_630005.1 | — — RphT BAG84260.1 | MarT AHF22856.1
Redz NP_733677.1 | — — RphZ BAG84257.1 | MarZ AHF22855.1
— — — — RphAl BAG84244.1 | MarA AHF22854.1
— — — — RphA2 BAG84245.1 | — —

— — — — RphA3 BAG84246.1 | — —

— — — — RphB BAU09526.1 | — —

— — — — RphG2 BAG84251.1 | — —

— — — — RphG3 BAG84252.1 | — —

— — — — RphG4 BAG84253.1 | — —

lelkeine Sequenzen fiir das vollstandige Gencluster oder Genom vorhanden

Blhur partielle Gensequenz vorhanden
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Tabelle A 2. Homologie und NCBI accession numbers der Enzyme, die in die Biosynthese von Prodigiosin (1a) und
dessen Derivat 14 involviert sind. Fett hervorgehoben sind die Kondensationsenzyme. Die Namen fiir die CDS
wurden aus den NCBI Referenznummern abgeleitet. NCBI Referenz Sequenzen fiir Genome und GenBank
Nummern: S. marcescens WW4, complete genome, NC_020211.1; H. chejuensis KCTC 2396, complete genome,
NC_007645.1; P rubra strain W5, whole genome shotgun sequence, NZ_RHIA01000005.1 und P. rubra DSM 6842

strain ATCC 29570 contig004, whole genome shotgun sequence, NZ_AHCD02000004.1.[170, 171,173,175, 264]

S. marcescens WW4

H. chejuensis KCTC 2396

P. rubra (DSM 6842)! und

Wbl

Prodigiosin (1a)

Prodigiosin (1a)

Cycloprodigiosin (14)

Protein

CDS

Protein

CDS

Protein!

CDS

PigG
PigH
Pigl
PigJ
PigA
PigkE
PigM
PigF
PigC
PigK
PigL

PigB
PigD
PigN

WP_004940224.1
WP_015376881.1
WP_021504654.1
WP_015376879.1
WP_015376887.1
WP_015376883.1
WP_015376877.1
WP_015376882.1
WP_015376885.1
WP_004940233.1
WP_015376878.1

WP_015376886.1
WP_015376884.1
WP_015376876.1

HapG
HapH
Hapl
Hap)
HapA
HapE
HapM
HapF
HapC
HapK
HapL
WP_011399731.1
+ HapB
HapD
HapN

WP_011399738.1
WP_011399739.1
WP_083769831.1
WP_011399741.1
WP_011399729.1
WP_011399736.1
WP_011399744.1
WP_011399737.1
WP_011399733.1
WP_011399742.1
WP_011399743.1
WP_011399731.1+
WP_011399732.1
WP_011399735.1
WP_011399745.1

ZzZmMIOOO X< —

> @™ T O

WP_049866001.1
WP_125559938.1
WP_125559936.1
WP_125559934.1
WP_125559952.1
WP_125559943.1
WP_125559929.1
WP_125559941.1
WP_125559948.1
WP_010382568.1
WP_125559931.1

WP_125559950.1
WP_125559946.1
WP_010386915.1
WP_010386914.1

l[lproteine A und G
blproteine B, C-F, H-O
[IBeschriftung entsprechend Abbildung 19
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Tabelle A 3. Homologie und NCBI accession numbers der Enzyme, die in die Biosynthese von Tambjaminen
involviert sind. Fett hervorgehoben sind die Kondensationsenzyme. Die Namen fiir die CDS wurden aus den NCBI

Referenznummern

abgeleitet.

NCBI Referenz

Sequenzen

fur

Genome

und GenBank Nummern:

P. tunicata strain D2 chromosome 1, complete sequence, NZ_CP031961.1; P. citrea DSM 8771 strain NCIMB
1889 contig222, NZ_AHBZ02000222.1.175 28]

P. tunicata D2

P. citrea (DSM 8771)

Tambjamin YP1 (26a)

Tambjamin MYP1 (26b)

Protein

CDS

Protein

CDS

TamA
TamB
TamC
TamD
TamE
TamF
TamG
TamH
Tam)
TamK
TamL
TamM
TamN
TamO
TamP
TamQ
TamR
TamS
TamT

WP_119081495.1
WP_009837242.1
WP_009837241.1
WP_009837240.1
WP_009837239.1
WP_009837238.1
WP_009837237.1
WP_009837236.1
WP_009837235.1
WP_009837234.1
WP_009837233.1
WP_009837232.1
WP_119081492.1
WP_119081590.1
WP_009837229.1
WP_009837228.1
WP_009837227.1
WP_009837226.1
WP_009837225.1

TreaA
TreaB
TreaC
TreaD
Treak
TreaF
TreaG
TreaH
Treal
Treal
TreaK
Treall!
TreaM
TreaN
TreaO
TreaP
TreaQ
TreaR
TreaS

WP_010362071.1
WP_010362070.1
WP_010362069.1
WP_010362068.1
WP_010362067.1
WP_010362066.1
WP_010362065.1
WP_010362064.1
WP_010362063.1
WP_010362062.1
WP_010362061.1
WP_010362060.1
WP_010362059.1
WP_010362058.1
WP_010362057.1
WP_010362056.1
WP_010362055.1
WP_010362054.1
WP_010362053.1
WP_010362052.1

leIDje Annotation von TamL entspricht der Publikation von Burke et al.[*3%]
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Tabelle A 4. Homologie, Funktion und Rolle in der Biosynthese der Enzyme, die in die Biosynthese von
Tambjaminen und Prodigininen involviert sind. Fett hervorgehoben sind die Kondensationsenzyme. Es sind die

Enzyme aus den folgenden Clustern aufgefihrt: red [S. coelicolor A3(2)], mcp (S. longispororuber), rph

(S. griseoviridis), mar (S. sp. CNQ-617), pig (S. marcescens), hap (H. chejuensis KCTC 2396), bisher unbenanntes

Die Namen fir die CDS wurden aus den NCBI

Cluster (P. rubra), tam (P. tunicata D2), trea (P. citrea).

Referenznummern abgeleitet.
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Tabelle A5. Homologie der Enzyme, die in die Biosynthese von Undecylprodigiosin (9a), dessen Derivat
Streptorubin B (12) bzw. den Tambjaminen 26a und 26h involviert sind, sowie die des Genclusters aus
S. albus NRRL B-2362. Fett hervorgehoben sind die Kondensationsenzyme. Die Namen fiir die CDS wurden aus
den NCBI Referenznummern abgeleitet. NCBI Referenz Sequenzen fiir Genome und GenBank Nummern:
S. albus subsp. albus NRRL B-2362 contigd.1, whole genome shotgun sequence, NZ_JODZ01000004.1;
S. coelicolor A3(2) chromosome, complete genome, NC_003888.3; P.tunicata strain D2 chromosome 1,
complete sequence, NZ_CP0319671.1.[164-166, 289]

S. albus NRRL B-2362 S. coelicolor A3(2) | P. tunicata D2
(26h) (9a, 12) (26a)
Protein | CDS Protein Protein Funktion Rolle
TamA B-Ketoacyl-Synthase DDA (28a)
TabO WP_016467644.1 | RedO TamB Peptidyl-Carrier Protein | MBC (2)
- RedG TamC Rieske Oxygenase Zyklisierung
TabN WP_016467643.1 | RedN TamD Aminotransferase MBC (2)
TabM WP_051803379.1 | RedM TamE L-Prolyl-AMP-Ligase MBC (2)
TabX WP_037611838.1 | RedX TamF B-Ketoacyl-Synthase MBC (2)
TabW WP_106963666.1 | RedW TamG L-Prolyl-PCP-Dehydroge | MBC (2)
nase
TabA WP_078565688.1 | — TamH Aminotransferase DDA (28a)
TabV WP_107410779.1 | RedV Tam) (HBC) Oxidase/ MBC (2)
Dehydrogenase
— — — TamK Outer membrane
lipoprotein-sorting
Protein
— — — TamL ABC-Typ
Transportsystem,
involviert in Lipoprotein
Freisetzung, Permease
Bestandeteil
— — — TamM ABC-Typ
Transportsystem,
involviert in Lipoprotein
Freisetzung, Permease
Bestandteil
— — — TamN ABC-Transporter,
ATP-Bindeprotein
— — — TamO hypothetisches Protein
Tabl WP_037611836.1 | Redl TamP SAM-abhangige MBC (2)
O-Methyltransferase
TabH WP_037611834.1 | RedH TamQ Kondensation Kondensa-
tion
TabY WP_016467647.1 | RedY TamR unbekannte Funktion hypo-
thetisch
MBC (2)
TabU WP_041968511.1 | RedU TamS Phosphopantetheinyl- MBC (2)
Transferase
— — TamT Acyl-CoA- DDA (28a)
Dehydrogenase
— — RedS — hypothetisches Protein, | MAP (3a)
Homologie zu PigB (PigB)
— — RedF — Phospholipid- hypothe-
Methyltransferase tisch
MBC (2)
TabD WP_016467654.1 | RedD — Regulatorische Funktion
- - RedE - unbekannte Funktion
Tab) WP_106963665.1 | Red) - unbekannte Funktion;
putative Thioesterase
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TabP
TabQ
TabR

TabC

TabE

WP_016467650.1
WP_016467649.1
WP_016467648.1

WP_016467651.1

WP_031174883.1

RedK

RedL
RedP
RedQ
RedR
RedT
Redz

NAD-abhangige
Dehydratase
Polyketidsynthase
Ketosynthase
Acyl-Carrier-Protein
Ketosynthase
unbekannte Funktion
regulatorische Funktion
hypothetisches Protein
(putative Cyclase)
Aldehyd-
Dehydrogenase

2-UP (27a)
2-UP (27a)
2-UP (27a)
2-UP (27a)
2-UP (27a)
DA (28b)

DA (28b)
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9.2 Invitro Assays
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Abbildung A 1. Invitro Assays mit pET28a(+) Leervektor. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen:

1 mm MBC (2), 1 mm Pyrrole 3a-3j, 27b, 57a-57g, 82a-82e, 1.25 mm ATP, KP;-Puffer (50 mm, pH 7.0),
10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm, 500 pL Assayvolumen].
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Abbildung A 2. Invitro Assays mit pET28a(+) Leervektor. [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen:
1 mm MBC (2), 1 mm Pyrrol 56a-56i, 1.25 mm ATP, KP;-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h,
300 rpm, 500 pL Assayvolumen].

N N N
H H H
27b 27f 27e

Abbildung A 3. Invitro Assays mit pET28a(+) Leervektor. Die hier dargestellten Ergebnisse wurden von
B. Sc. Annabel Arens im Rahmen ihrer Bachelorarbeit erhalten und die Abbildung entstand in Anlehnung an ihre
Arbeit.”> [Es wurde Zelllysat genutzt; Assaybedingungen: 1 mm MBC (2), 1 mm Pyrrol 27a-27g, 1.25 mm ATP,
KPi-Puffer (50 mm, pH 7.0), 10% (v/v) DMSO, 30°C, 4 h, 300 rpm. 500 uL Assayvolumen].
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9.3 Extraktion der Kondensationsenzyme TamQ und PigC von der

Zellmembran
A B
NaCl KClI
TM15mM 1M 15Mm pH4 pH9.5
kDal M1 23 M4 56 7 8 91011 kDa]l M 1 2 3 M 4 5 6 7
:]]88 150 g
80 | '
60 60
40
- 40
L - A
L e
ot
10 %ﬁ
10

Abbildung A 4. SDS-PAGE Analyse zur Extraktion von PigC (99 kDa) aus der Membranfraktion. A: Extraktion mit
Lésungen hoher lonenstirke. [M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1 = Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand, UZ; 4, 6, 8,
10 = Pellet nach Extraktion mit Lésungen hoher lonenstirke und UZ; 5, 7, 9, 11 = Uberstand nach Extraktion mit
Losungen hoher lonenstadrke und UZ]. B: Extraktion mit alkalischem und saurem Puffer. [M = Marker (Roti®-Mark
10-150), 1 = Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand nach UZ, 4, 6 =Pellet nach Extraktion mit Puffer und UZ; 5,
7 = Uberstand nach Extraktion mit Puffer und UZ].

TamQ PigC
[kba] 1 2 34 5M6 7 8 910M
e i | o= o

B

|

150

10

Abbildung A 5. SDS-PAGE Analyse des Kontrollexperiments zur Extraktion von PigC (99 kDa) und TamQ (101 kDa)
aus der Membranfraktion. Die Extraktion wurde mit 50 mm KP;-Puffer pH 7 durchgefiihrt. [M = Marker (Roti®-
Mark 10-150); 1 = Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand nach Ultrazentrifugation (UZ); 4 = Pellet nach UZ; 5 = Uberstand
nach Extraktion mit 50 mm KP-Puffer pH 7 und UZ; 6 = Pellet; 7 = CFE; 8 = Uberstand nach Ultrazentrifugation
(UZ); 9 = Pellet nach UZ; 10 = Uberstand nach Extraktion mit 50 mm KP;-Puffer pH 7 und UZ]
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A B
pH-Werte NaH,PO, [mm]
85 9 95 10 105 HO 5 75 10
[kDal M 1 2 3 M4 56 7 8 910111213 [kDal M1 2 3 M4567 8 91011
150 ne ;m - ! l 188 .
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Abbildung A 6. SDS-PAGE Analyse zur Extraktion von PigC (99 kDa) aus der Membranfraktion. A: Extraktion mit
Puffern verschiedener pH-Werte (pH8.5 und pH9: 100 mm TRIS-HCI; pH9.5, 10 und 10.5: 100 mm
NaHCO3/Na,;Ca0s). [M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1= Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand, UZ; 4, 6, 8, 10,
12 = Pellet nach Extraktion mit Puffer und UZ; 5, 7, 9, 11, 13 = Uberstand nach Extraktion mit Puffer und UZ]. B:
Extraktion dest. H,0, NaH,PO4-Lésung. [M = Marker (Roti®-Mark 10-150), 1 = Pellet; 2 = CFE; 3 = Uberstand, UZ,
4,6, 8, 10 = Pellet nach Extraktion und UZ; 5, 7, 9, 11 = Uberstand nach Extraktion und UZ].
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9.4 Rohdaten der Optimierung der Kultivierungsparameter

Tabelle A 6. Rohdaten der Design of Experiment Untersuchungen zur Optimierung der Kultivierungsparameter
fiir eine hohe Prodigiosin (1a) Produktion. [Daten fiir Kultivierungstemperatur von 20-37 °C].

Temperatur [°C] Glucose [g/L] Minimalmedium Prodigiosin (1a) [mg/Lkuitur]

20 10 Delft 43.6
20 10 Delft 40.7
20 10 M9 7.74
20 10 M9 5.95
20 10 M63 68.6
20 10 M63 63.0
20 10 Wilms-MOPS 33.9
20 10 Wilms-MOPS 28.0
23 5.0 Delft 75.6
23 5.0 Delft 71.5
23 15 Delft 815
23 15 Delft 74.0
23 5.0 M9 34

23 5.0 M9 3.3

23 15 M9 7.9

23 15 M9 9.3

23 5.0 M63 47.0
23 5.0 M63 47.3
23 15 M63 126
23 15 M63 188
23 5.0 Wilms-MOPS 40.7
23 5.0 Wilms-MOPS 38.7
23 15 Wilms-MOPS 67.9
23 15 Wilms-MOPS 71.3
29 2.5 Delft 2.15
29 2.5 Delft 2.89
29 20 Delft 27.4
29 20 Delft 27.1
29 10 Delft 36.0
29 10 Delft 35.0
29 10 Delft 31.7
29 10 Delft 34.2
29 10 Delft 35.0
29 2.5 M9 0.68
29 2.5 M9 0.68
29 20 M9 94.1
29 20 M9 112
29 10 M9 43.2
29 10 M9 42.0
29 10 M9 48.5
29 10 M9 46.5
29 10 M9 55.9
29 2.5 M63 4.23
29 2.5 M63 3.40
29 20 M63 52.9
29 20 M63 75.7
29 10 M63 61.2
29 10 M63 59.1
29 10 M63 53.4
29 10 M63 515
29 10 M63 48.1
29 2.5 Wilms-MOPS 1.62
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29 2.5 Wilms-MOPS 1.53
29 20 Wilms-MOPS 10.3
29 20 Wilms-MOPS 15.3
29 10 Wilms-MOPS 12.5
29 10 Wilms-MOPS 14.0
29 10 Wilms-MOPS 13.4
29 10 Wilms-MOPS 12.2
29 10 Wilms-MOPS 12.0
35 5.0 Delft 22.6
35 5.0 Delft 17.1
35 15 Delft 27.9
35 15 Delft 24.6
35 5.0 M9 1.16
35 5.0 M9 1.09
35 15 M9 3.96
35 15 M9 4.21
35 5.0 M63 2.02
35 5.0 M63 2.28
35 15 M63 5.49
35 15 M63 5.14
35 5.0 Wilms-MOPS 2.09
35 5.0 Wilms-MOPS 1.97
35 15 Wilms-MOPS 8.80
35 15 Wilms-MOPS 8.08
37 10 Delft 15.5
37 10 Delft 16.9
37 10 M9 3.01
37 10 M9 291
37 10 M63 4.81
37 10 M63 6.45
37 10 Wilms-MOPS 2.84
37 10 Wilms-MOPS 2.78
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Tabelle A 7. Rohdaten der Design of Experiment Untersuchungen zur Optimierung der Kultivierungsparameter
fiir eine hohe Prodigiosin (1a) Produktion. [Daten fir Kultivierungstemperatur von 18 °C].

Temperatur [°C] Glucose [g/L] Minimalmedium Prodigiosin (1a) [mg/Lkuitur]

18 2.5 Delft 1.22
18 2.5 Delft 1.38
18 2.5 M9 16.7
18 2.5 M9 17.0
18 2.5 M63 2.87
18 2.5 M63 2.94
18 2.5 Wilms-MOPS 0.53
18 2.5 Wilms-MOPS 0.37
18 5.0 Delft 73.4
18 5.0 Delft 75.7
18 5.0 M9 35.0
18 5.0 M9 37.3
18 5.0 M63 82.1
18 5.0 Mé63 49.9
18 5.0 Wilms-MOPS 1.37
18 5.0 Wilms-MOPS 1.49
18 10 Delft 174
18 10 Delft 162
18 10 M9 78.9
18 10 M9 69.2
18 10 M63 160
18 10 Mé63 218
18 10 Wilms-MOPS 10.7
18 10 Wilms-MOPS 8.49
18 15 Delft 63.1
18 15 Delft 222
18 15 M9 67.6
18 15 M9 58.3
18 15 M63 305
18 15 M63 364
18 15 Wilms-MOPS 321
18 15 Wilms-MOPS 96.6
18 20 Delft 300
18 20 Delft 151
18 20 M9 58.6
18 20 M9 57.2
18 20 M63 76.0
18 20 M63 85.7
18 20 Wilms-MOPS 51.0
18 20 Wilms-MOPS 51.2

Tabelle A 8. Mittelwert und Standardabweichung der hochgerechneten Menge an Prodigiosin (1a) in mg pro
Liter Kulturvolumen. Die Daten stammen aus den Design of Experiment Untersuchungen zur Optimierung der
Kultivierungsparameter fiir eine hohe Prodigiosin (1a) Produktion.

Temperatur [°C]  Glucose [g/L] Minimalmedium Prodigiosin (1a)  Standardabweichung

[mg/LKuItur] [mg/I-KuItur]
18 2.5 Delft 1.30 0.1
18 2.5 M9 16.9 0.2
18 2.5 M63 2.91 0.1
18 2.5 Wilms-MOPS 0.45 0.1
18 5.0 Delft 74.5 1.6
18 5.0 M9 36.1 1.6
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18 5.0 Mé63 66.0 23

18 5.0 Wilms-MOPS 143 0.1
18 10 Delft 168 8.1
18 10 M9 74.0 6.8
18 10 M63 189 41

18 10 Wilms-MOPS 9.59 1.6
18 15 Delft 143 112
18 15 M9 62.9 6.6
18 15 M63 334 41

18 15 Wilms-MOPS 64.3 46

18 20 Delft 226 105
18 20 M9 57.9 1.0
18 20 M63 80.8 6.8
18 20 Wilms-MOPS 51.1 0.2
20 10 Delft 42.1 2.0
20 10 M9 6.84 1.3
20 10 M63 65.8 3.9
20 10 Wilms-MOPS 30.9 4.1
23 5.0 Delft 73.5 2.9
23 15 Delft 77.8 53
23 5.0 M9 3.34 0.1
23 15 M9 8.60 1.0
23 5.0 M63 47.2 0.2
23 15 M63 157 44

23 5.0 Wilms-MOPS 39.7 1.4
23 15 Wilms-MOPS 69.6 2.4
29 2.5 Delft 2.52 0.5
29 20 Delft 27.3 0.2
29 10 Delft 34.4 1.6
29 2.5 M9 0.68 0.0
29 20 M9 104 13

29 10 M9 47.2 5.5
29 2.5 M63 3.82 0.6
29 20 M63 64.3 16

29 10 M63 54.8 5.6
29 2.5 Wilms-MOPS 1.57 0.1
29 20 Wilms-MOPS 12.8 3.5
29 10 Wilms-MOPS 12.8 0.8
35 5.0 Delft 19.8 3.9
35 15 Delft 26.3 2.3
35 5.0 M9 1.12 0.1
35 15 M9 4.08 0.2
35 5.0 M63 2.15 0.2
35 15 M63 531 0.2
35 5.0 Wilms-MOPS 2.03 0.1
35 15 Wilms-MOPS 8.44 0.5
37 10 Delft 16.2 1.0
37 10 M9 2.96 0.1
37 10 M63 5.63 1.2
37 10 Wilms-MOPS 2.81 0.0
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9.5 Toxizitatsassays

Tabelle A 9. Ergebnisse der Toxizitdtsassays mit den Prodigininen 1a, 1c, 1f, 1j, 58b, 110a—-110d. Aufgelistet sind

die Werte fuir MIC und ICso. [n.b. = nicht bestimmt]

Prodiginin C. glutamicum  B. subtilis 168 E. coli BL21(DE3) P. putida KT2440
MIC/ICso MIC/ICso MIC/ICso MIC/ICso
/ / / /
[pm] [pm] [pm] [pm]
b n.b.
0.40+0.03/ 3.45+0.38°/ . .
y@:\f/ lc >0.1kein 03440047  222+0.40% keine L”eTb't'on
[a]
H Wachstum Wachstums!?
nb n.b.
0.33+0.03%/  6.38+0.320%/ . .
y(l_\f/\/ 12 >0lkein  024+001F  4.82+0.379 keine L“eTb't'on
N Wachstum!?! ]
H Wachstums!?
b n.b.
0.22 £0.05°/ | 16.23 +0.771 / . _—
A\ 1 >01kein  0.36+004¥  2257+039d K€€ LneTb't'°n
[a]
H Wachstum Wachstums®!
b n.b.
7\ 0.20+0.02/  4.67+0.71%/ . -
N 58b >0.1kein 02440017  7.35+0.674 keine L”eTb't'O"
[a]
Wachstum Wachstums!?
Y/ b n.b.
. 0.50+0.051/  4.87 +0.58" / . -
N [a]
H Wachstum Wachstums!?
n.b.
/R 0.37+0.011/ 1.21+0.06®'/ 8.30z0.241/ cei hibiti
N 10¢ | 926+0018  1.07£0.05  6.16+0.150 eine Inhibition
H des
Wachstums!®!
n.b.
I\ b 0.30+0.01%'/ 1.12+0.03®/ 8.12+0.27"/ Kei hibiti
N 110b | 544001  093+0.03% 58840270 eine 'dn fbition
es
H
Wachstums!®!
n.b.
0.18+0.01%1/ 0.78+0.02®'/ 6.17+0.511/ . _—
’<</:\Q 192 1 0140008 06340039 | 503s014w  <CMelmhibiton
H Wachstums(®!
n.b.
d 0.14 £0.01®'/ 0.59+0.01®'/ | 12.09 +0.77!/ ei hibiti
110 N [b] + [b] + [b] eine Inhibition
7\ 0.11 + 0.00 0.49 +0.02 8.66 +0.28 des
H Wachstums(®!

lIDaten entstammen der Dissertation von Dr. Andreas S. Klein und sind zu Vergleichszwecken hier aufgefiihrt™*”!
bIDaten entstammen der Masterarbeit von M. Sc. David P. Klebl und sind zu Vergleichszwecken hier
aufgefiihrt?4®
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E. coliBL21(DE3) P. putida KT2440
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¢ [Prodigiosin (1a)] [pM]

Abbildung A 7. Ergebnisse des Toxizitatsassays fur Prodigiosin (1a) Die Ergebnisse zu E. coli BL21(DE3).
P. putida KT2440, B. subtilis 168 und C. glutamicum entstammen der Dissertation von Dr. Andreas S. Klein.'7) Die
Ergebnisse zu P. pastoris und S. cerevisiae sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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E. coliBL21(DE3) P. putida KT2440
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Abbildung A 8. Ergebnisse des Toxizitdtsassays filir Prodiginin 1f. Die Ergebnisse zu E. coli BL21(DE3).
P. putida KT2440, B. subtilis 168 und C. glutamicum entstammen der Dissertation von Dr. Andreas S. Klein.['”! Die

Ergebnisse zu P. pastoris und S. cerevisiae sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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Abbildung A 9. Ergebnisse des Toxizitdtsassays fur Prodiginin 58b. Die Ergebnisse zu E. coli BL21(DE3).
P. putida KT2440, B. subtilis 168 und C. glutamicum entstammen der Dissertation von Dr. Andreas S. Klein.'7! Die
Ergebnisse zu P. pastoris und S. cerevisiae sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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Abbildung A 10. Ergebnisse des Toxizitatsassays fur Prodiginin 110c. Die Ergebnisse zu E. coli BL21(DE3).
P. putida KT2440, B. subtilis 168 und C. glutamicum entstammen der Masterarbeit von M. Sc. David P. Klebl.[?8!
Die Ergebnisse zu P. pastoris und S. cerevisiae sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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Abbildung A 11. Ergebnisse des Toxizitdtsassays flir Prodiginin 110b. Die Ergebnisse zu E. coli BL21(DE3).
P. putida KT2440, B. subtilis 168 und C. glutamicum entstammen der Masterarbeit von M. Sc. David P. Klebl. (248!
Die Ergebnisse zu P. pastoris und S. cerevisiae sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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Abbildung A 12. Ergebnisse des Toxizitatsassays fir Prodiginin 110a. Die Ergebniss

e zu E. coli BL21(DE3).

P. putida KT2440, B. subtilis 168 und C. glutamicum entstammen der Masterarbeit von M. Sc. David P. Klebl. (248!

Die Ergebnisse zu P. pastoris und S. cerevisiae sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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Abbildung A 13. Ergebnisse des Toxizitdtsassays flir Prodiginin 110d. Die Ergebnisse zu E. coli BL21(DE3).
P. putida KT2440, B. subtilis 168 und C. glutamicum entstammen der Masterarbeit von M. Sc. David P. Klebl. (248!
Die Ergebnisse zu P. pastoris und S. cerevisiae sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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9.6 Vektorkarten, Nukleotid- und Aminosauresequenzen

9.6.1 Standardexpressionsvektoren

lac Operator

lacl

_.wPET28a(+)
5369 bps

2000
A

R

Kan'

Abbildung A 14. Vektorkarte des Standardexpressionsvektor pET28a(+). Dargestellt sind die Positionen der
Schnittstellen ausgewahlter Restriktionsenzyme.
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Abbildung A 15. Vektorkarte des Standardexpressionsvektor pET32a(+). Dargestellt sind die Positionen der
Schnittstellen ausgewahlter Restriktionsenzyme.
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9.6.2 Vektorkarten — Ligasen im pET28a(+) Vektor

pigC — Ligase aus S. marcescens

lac Operator

Ncol

;_)ET28a(+)::pi2%OC
" 7966 bps

5000
/

pigC

EcoRI

3000
N

Abbildung A 16. Vektorkarte von pET28a(+)::pigC. Der Vektor wurde von Dr. Andreas S. Klein im Rahmen seiner
Dissertation erstellt (dort als pPigC_3 bezeichnet) und von ihm erhalten.['”]

An Position 952 des Vektors pET28a(+)::pigC (Position 735 des Gens pigC) befindet sich eine stille
Mutation (Guanin wurde gegen Adenin ausgetauscht, siehe Markierung).

Nukleotidsequenz von pigC:

ATGAATCCTACCCTGGTGGTTGAACTTTCCGGCGATAAAACGCTGGAACCCCATCGCCTGGGCGGCAAAGCCC
ATTCGTTGAATCATTTGATTCAGGCGGGCTTGCCGGTGCCGCCGGCGTTTTGCATCACCGCGCAGGCTTACCG
GCAGTTTATCGAATTCGCCGTGCCGGGAGCGCTGCTCGACACGGGCGCGCCGGGCAACGTGCGCGATATGAT
TTTGAGCGCCGCCATCCCCGCCCCGCTCGATCTGGCGATCCGTCACGCCTGCAAACAGTTGGGCGACGGCGCC
TCGCTCGCCGTGCGCTCTTCGGCGCTGGAAGAAGACGGCCTGACCCACTCTTTCGCCGGGCAATACGACACTT
ACCTGCACGTGCGCGGGGATGACGAGGTGGTGCGCAAGGTGCAATCCTGCTGGGCGTCGCTCTGGGCGGAA
CGCGCCGCCCAGTATAGCCGGACATCGGCGGCGCAGAGCGATATCGCCGTCGTCTTGCAAATCATGGTGGAT
GCAGACGCCGCCGGCGTCATGTTTACCCAAGATCCGCTGACAGGCGATGCCAACCACATCGTCATCGACAGCT
GCTGGGGGCTGGGGGAAGGCGTGGTCTCCGGACAGGTCACCACCGACAGCTTCATTTTGGATAAGGCGAGCG
GCGAGATCCGCGAGCAGCAAATTCGTCACAAACCGCACTATTGCCAACGCGATCCGCAGGGACGGGTCACGC
TGCTGCAAACGCCTGAAGCCAGGCGAGACGCCCCCAGCCTAACCCCGGAACAGCTGCAACAGCTTGCCAGGC
TGGCCAGGCAAACGCGGATGATTTACGGCGCGGAACTGGATATCGAATGGGCGGTGAAAGACGATCGCGTG
TGGCTCCTGCAGGCGCGGCCGATCACCACGCAGGCCAAACCGGTTCAGATGCTTTACGCCAACCCGTGGGAAA
GCGATCCGGCGATCAAGGAACGGGCCTTTTTCTCCCGAATGGACACCGGCGAGATCGTCACCGGCTTGATGAC
GCCGCTGGGGCTGTCGTTTTGCCAGTTCTACCAAAAGCATATTCATGGCCCGGCGATCAAAACCATGGGGCTG
GCGGATATCGGCGATTGGCAGATTTATATGGGGTATTTGCAAGGCTACGTCTATCTGAATATCTCCGGATCGG
CCTACATGCTCCGCCAATGCCCGCCCACCCGCGACGAAATGAAGTTCACGACCCGCTACGCCACCGCCGATATC
GATTTCAGCGGGTACAAAAACCCCTATGGCCCTGGCGTACAGGGATGGGCTTATCTCAAGAGCGCCTGGCATT
GGCTGAAACAGCAGAGGCATAACCTGCGCAGCGCCGGCGCGACCGTCGATGCCATGATCGCCCTGCGCCAGC
GCGAAACGCGCCGCTTTCTGGCGCTGGATCTGACCACCATGACGCATCAGGAGCTGGAGCGGGAACTCAGCC
GCATCGACGGTTACTTCCTCGACAGCTGCGCCGCCTATATGCCCTTCTTCCTTCAGTCGTTCGCGCTCTACGATG
CGCTGGCACTGACCTGCGAACGTTACCTTAAAGGCCGCGGCAACGGATTGCAAAATCGCATCAAGGCGTCGAT
GAACAACCTACGCACCATCGAAGTCACGCTGGGCATTCTCAGCCTGGTGGAGACGGTCAATCGTCAACCGGCG
TTGAAGGCCGTGTTCGAGCGACACAGCGCACAGGAACTGGTCACCGTCCTGCCCACCGATCCCGAATCGCGCG
CCTTCTGGCAAAGCGACTTCAGCGCCTTCCTGTTCGAATTCGGCGCCCGTGGCCGCCAGGAGTTCGAATTGAGT
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CTTCCGCGCTGGAACGACGATCCCAGCTACCTGCTGCAAGTGATGAAAATGTATCTGCAACATCCGGTGGATC
TGCACACGAAACTGCGGGAAACAGAGCGGCTGCGCCATGAAGACAGCGCGACGCTGCTTAAAGCGATGCCCT
GGTTTGGCCGGATGAAGCTGAAGTTCATCACCAAACTGTATGGCGTGATGGCCGAACGCCGCGAAGCGACCC
GGCCAACCTTCGTCACCGAAACCTGGTTCTACCGCCGCATCATGTTGGAAGTGCTGCGGCGCCTGGAGGCGCA
AGGCCTGGTCAAACAGGCCGATCTGCCCTATGTGGACTTCGAGCGCTTCCGCGCGTTTATGGCGGGGGAACA
GTCGGCGCAGGAGGCGTTCGCCGCCGATCTGATCGAGCGCAATCGCCACCAGCATCTGCTGAACCTGCATGCG
GAAGAGCCGCCGATGGCGATCGTCGGGGGGTATCAGCCCAGGATGAAAGCCCCCACGGCGGAAAACGCEGC
CGGCATGCTGTCCGGCCTGGCGGCCAGCCCCGGCAAAGTGGTGGCGAAAGCGCGCGTCATCACCGATCTGCT
GGCGCAGGCCGGCGAGCTGCAGCCCAACGAAATCCTGGTGGCGCGCTTTACCGACGCCAGCTGGACCCCGCT
CTTCGCGCTGGCGGCGGGCATCGTCACCGATATCGGCTCCGCGCTGTCCCACAGCTGCATCGTCGCACGCGAA
TTCGGCATCCCCGCGGCGGTCAATCTCAAGAACGCCACCCAGCTGATCAACAGCGGCGACACCTTGATTCTCG
ACGGCGACAGCGGGACGGTCATTATTCAACGCGGAGAACGTGCCGATGGCTAG

Aminosduresequenz von PigC:

MNPTLVVELSGDKTLEPHRLGGKAHSLNHLIQAGLPVPPAFCITAQAYRQFIEFAVPGALLDTGAPGNVRDMILSAA
IPAPLDLAIRHACKQLGDGASLAVRSSALEEDGLTHSFAGQYDTYLHVRGDDEVVRKVQSCWASLWAERAAQYSRT
SAAQSDIAVVLQIMVDADAAGVMFTQDPLTGDANHIVIDSCWGLGEGVVSGQVTTDSFILDKASGEIREQQIRHK
PHYCQRDPQGRVTLLQTPEARRDAPSLTPEQLQQLARLARQTRMIYGAELDIEWAVKDDRVWLLQARPITTQAKP
VOMLYANPWESDPAIKERAFFSRMDTGEIVTGLMTPLGLSFCQFYQKHIHGPAIKTMGLADIGDWQIYMGYLQGY
VYLNISGSAYMLRQCPPTRDEMKFTTRYATADIDFSGYKNPYGPGVQGWAYLKSAWHWLKQQRHNLRSAGATV
DAMIALRQRETRRFLALDLTTMTHQELERELSRIDGYFLDSCAAYMPFFLQSFALYDALALTCERYLKGRGNGLQNRI
KASMNNLRTIEVTLGILSLVETVNRQPALKAVFERHSAQELVTVLPTDPESRAFWQSDFSAFLFEFGARGRQEFELSL
PRWNDDPSYLLQVMKMYLQHPVDLHTKLRETERLRHEDSATLLKAMPWFGRMKLKFITKLYGVMAERREATRPT
FVTETWFYRRIMLEVLRRLEAQGLVKQADLPYVDFERFRAFMAGEQSAQEAFAADLIERNRHQHLLNLHAEEPPM
AIVGGYQPRMKAPTAENAAGMLSGLAASPGKVVAKARVITDLLAQAGELQPNEILVARFTDASWTPLFALAAGIVT
DIGSALSHSCIVAREFGIPAAVNLKNATQLINSGDTLILDGDSGTVIIQRGERADG

tamQ - Ligase aus P. tunicata D2 (DSM 14096)

lac Operator

lacl

Sacl

S 7/
7000 1000

tamQ

PET28a(+)::tamQ
" 7981 bps
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/
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\

Hindlll

Abbildung A 17. Vektorkarte von pET28a(+)::tamQ.

An Position 2566 des Vektors pET28a(+)::tamQ (Position 2355 des Gens tamQ) befindet sich eine stille
Mutation (Cytosin wurde gegen Thymin ausgetauscht, siehe Markierung).
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Nukleotidsequenz von tamQ:

ATGATTAACGCTGCGATGAAGCTCTCTACTGAGAGCGATAATATTTTCCGCTTTACAGATATGCCGCTTCAGTC
GGTATCACATATTGGTGGCAAAGGAGCCTCATTGTGTGCAATGTCAGCCGCAGGTCTTCCGGTTCCTGCAGGT
GTTTGTTTGAGTGTGGCTTTGTTTGATGACTTTGCGGCGCACATTGAGCTACTGACAAGGTTCGACCTTACTGA
GGGGTATGAACAGTGGCAAGCTGCTGCCAAAGCGATTAAAGAGTCTCCATTACCAAATACATTACAAGATACG
ATAAGCGCTGCAATAGCACACCTAAAAGGGCCGTTGGCTGTTCGTTCATCAGCACTTGATGAAGATGGTGAAA
GTAGCTCTTTTGCTGGGCAACATCTGACTAAATTGGCCTTGTGCGGGCTTGATACTATCCTCGATGCGATTAAA
GAATGTTGGGCATCTGCTTTTAGCGAGGCTGCGTATCGCTATCGTCAGCATACCGACAAACACCTCGACATGCC
TCGTATGGCGGTGGTTGTGCAACAGATGCAATTTGGAGATGTTTCAGGCGTCGCGTTTGGTCAACATCCAACG
ACCTTTGCTCGTGATGCCTTTTTGGTTGAAAACTGTTTTGGTTTGTGTGAAGGGTTGGTTTCTGGTCAGGTTGTT
AGCGATAGCTGGCAAATTGATAAAGCGTCGGGCGAAGTAAGGGAAGTGACTATCGCCGATAAATCTGAGCAA
ATAATTTATCTAGATGGCGAAATACAAAAGGTTGCGGTATCCGACGAGCAGCGCCAACAACCTGCTTTAGGGC
CAATGGCACAGCAGGCGTTATACACCTTATTATGTAAAGTTGAAGCTTATTTTGGTGTGCCACAAGATGTGGA
GTGGACCTGGAGTGAAGGAAAAATTTGGTTATTACAAAGCCGCCCTATCACGACACATGCACCGCAACTCGAT
GATTTTTACCTAGGTTCTCGAGATGTTGACTTGCAAAAAACCATGTTATGGTCACGTATGGATATTGGGGAAAT
ATTCACCGGTCGCATGACGCCGCTTGGTTTATCATTTGCCCGTTACTATCAGCAACAGGTCCACACAGGTTGTG
GTAAAGGGTTAGGTTTGTTGGACTTAGGTGAGGCGGATGAAACCATCGCCTATTATCGAGGTCATGTATATCT
CAATGTTTCTTATACTGCTTGGCAATTGGCTCAAACTCCAATTGGTGAAGATCAATTGCCGTTTTTACAGCGTTT
CAGTAGTGAGGCTATTGATTTAGCAGGTTACCGCAATCCTTATGGCGAAAAGCATAGCCATCAGGATTATAGC
GCCAAACAGTGCACTCGTTATTGGCTGAAAAAGAACATTAAAGAGCTCTTTTGTGCCAAACGTCGTGCGCGCA
GTATGATAGCTTCGCGCTATAAACAGTTCGACCGGGCTCAGCAAAAACCACTGCAGCAGCTTTCTTTAGAGCA
GTTGGCCGCAGAAATGCGACATGCTTTGGCTTATTTTAAAGCCATGCATGAAGGTTATTTGCCTTACTACATTA
ACGCTTTTGCCTGTTACGGAATTTTAGAGGAATTAAGTGCACTGTGGCTTGGCGACAAAGGTAAACAATTACAT
AACCAAATTAAAGGCGATATGTCTAACTTGCGAACTGTTGCAAGTGCACAGGAGCTGTGGCTGCTGTGCCAAC
AATTAGCCGATTGGCCACAAGTGAAGCAAGCATTTTTAGATTTAGAGCTGGACGAACTTGAAGTATTTCTCAAT
GAACATCAAGCTGGAATTAAATATTCTCGTGGTCCATTAGCGCAGTTTATGCGCGAAAATGGTGTGCGTGCAC
GCGAAGAAATGGAGCTGACACATCCACGCTGGCTCGATGACCGAACTTATTTATTGCAGATGATTAAAGTGTA
TCTGCATCAAGGTTATGCGGTAGATGACGCCATCGCCACACAACAACGTAAGCAACGTAAAAACAGCAATGAA
ATATTAAAAACAATCCCTTGGTATCAACGCCGAGTAATGAAGCTGGTCATTTCGCTCTACAGTGGTTGTGCCAA
ATTACGTGAAGAGACACGTATGAGTATGGTGACCTCCATCTGGTTAGTTCGTCGTATTGTTTATGAACTAGGAC
AGCGTTTGGTTGCAACTCAGCAACTCACATCACTGGATGATATTGCTTATTTAGATTTTGCAGAGATCTTAAGTT
ATCTTGAAAAGCGCATCGATGTGCACCAGCTCACTGAGCCTGCAAAGCTTGCACAACGTCAATCGGCTTATCAT
CTTTGGCAATCAATGCCTGAGCCACCGTTAACCTTTATTGGCTCGCCAAAGAGCCAACCGGATTTAATTTTAGA
TCCAACATTGACACAGCTGTCTGGCCTTGCCACTTCAGCCGGTTTTTGCCGTGGCAAAGCATGTGTGATCACTG
ATTTAGCCAAGCAAGCAGGGCAATTTAAAAAAGGCGATATATTAATTGCTCCTTTTACCGATGCATCTTGGACG
CCACTTTTTGCACTTGCGGGTGCGGTAGTGACAGACATTGGCTCAATGTTGTCTCACAGTTCCATTGTTGCCAG
AGAATTTGGCATCCCATGTGTGGTCAATACCAATCATGCCAGCGCGTTGTTTAAATCTGGCGACATGCTGATAG
TTGATGCACAAAATGGCATCGTAGTTTTAGATAAGGAAAGTTAA

Aminosduresequenz von TamQ:

MINAAMKLSTESDNIFRFTDMPLQSVSHIGGKGASLCAMSAAGLPVPAGVCLSVALFDDFAAHIELLTRFDLTEGYE
QWOQAAAKAIKESPLPNTLQDTISAAIAHLKGPLAVRSSALDEDGESSSFAGQHLTKLALCGLDTILDAIKECWASAFS
EAAYRYRQHTDKHLDMPRMAVVVQQMQFGDVSGVAFGQHPTTFARDAFLVENCFGLCEGLYSGQVVSDSWAQ
DKASGEVREVTIADKSEQIIYLDGEIQKVAVSDEQRQQPALGPMAQQALYTLLCKVEAYFGVPQDVEWTWSEGKI
WLLQSRPITTHAPQLDDFYLGSRDVDLOQKTMLWSRMDIGEIFTGRMTPLGLSFARYYQQQVHTGCGKGLGLLDLG
EADETIAYYRGHVYLNVSYTAWQLAQTPIGEDQLPFLORFSSEAIDLAGYRNPYGEKHSHQDYSAKQCTRYWLKKNI
KELFCAKRRARSMIASRYKQFDRAQQKPLQQLSLEQLAAEMRHALAYFKAMHEGYLPYYINAFACYGILEELSALWL
GDKGKQLHNQIKGDMSNLRTVASAQELWLLCQQLADWPQVKQAFLDLELDELEVFLNEHQAGIKYSRGPLAQFM
RENGVRAREEMELTHPRWLDDRTYLLOMIKVYLHQGYAVDDAIATQQRKQRKNSNEILKTIPWYQRRVMKLVISL
YSGCAKLREETRMSMVTSIWLVRRIVYELGQRLVATQQLTSLDDIAYLDFAEILSYLEKRIDVHQLTEPAKLAQRQSAY
HLWQSMPEPPLTFIGSPKSQPDLILDPTLTQLSGLATSAGFCRGKACVITDLAKQAGQFKKGDILIAPFTDASWTPLF
ALAGAVVTDIGSMLSHSSIVAREFGIPCVVNTNHASALFKSGDMLIVDAQNGIVVLDKES
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treaP - Ligase aus P. citrea (DSM 8771)

lac Operator
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Abbildung A 18. Vektorkarte von pET28a(+)::treaP.

Eine nicht-stumme Mutation an Position 1806 des Vektors pET28a(+)::treaP (Position 1595 des Gens
treaP) wurde mittels QuikChange® entfernt, sodass die urspriingliche Gensequenz (s.u.) wieder
erhalten wurde. Die nicht-stumme Mutation (Thymin wurde zu Cytosin ausgetauscht) hatte zum

Aminosadureaustausch L532S gefiihrt.

Nukleotidsequenz von treaP:

ATGACAGTTAACTCTCTGGCTATTGAACAACCACTTAATGATGGGATTGTTCATTTTGATAGCCAACAATCCGCC
TCTGTAGAACTGGTTGGCGGAAAAGGCGCATCTTTATGTGCCATGCATAATGCAGGTCTGCCCGTCCCTATCG
GCTACTGCATTACAGTCAATGTATTTGAAGAGTTTTTACAACAAACTGAACTACTGAGTCGATTTGATCCGAGT
AAAGGCGTCACTGAGTGGCGTGCATTAGCAACCGCAATTACAAGCGTTGCCATGCCGGAACAAATTGCCACAC
AGATAAGCAATGCAAGTGCGTTATTAATTGGCCCCGTCGCCGTTCGCTCTTCTGCAACAGATGAAGACAGTGA
TAGTCATTCGTTTGCAGGGCAACACGTCACAAAACTCGCTGTTGAAGGCATAGACCATATTCTTGAAGCTGTTC
AGGCATGCTGGGCATCAGCTTTTAGCGAAGCAGCCTTTCAATATCGCCAAACAACAGGTCAAACAACGGATAT
TCCGAAGATTGCAGTCGTGGTACAGCAAATGCAGTTTGGCGATGCATCAGGTGTTGCGTTTGGTCAGCACCCC
ACTACCTTTGCAAAAAATGCCTTTGTTATAGAAGGCTGTTATGGTCTATGCGAAGGCTTAGTTTCTGGTCAAGT
CAGTAGCGATAGCTATGAAATTGACAAACTCAGTGGCGAGCTGATTGCTCATACTGTTCAGCCAAAACAGCAC
CAAATTGTACATATCGACGGCTCTATAAAAAAACTCGCCGTACCGCCTGCTTTACAAAATGAGCAAGTACTTAA
CCATCTTGCACAGCAATCGTTATACAGTGTATTGCGTCAAGTTGAGTCGTACTACGGCTGCCCTCAGGATGTAG
AGTGGACACTCAGTGATGGGAAGATTTGGCTTTTACAAAGTCGTCCGATCACCACCAAAAATACCAAAGCTGA
TCCATTCTATTTAGGCAATAAATCTGAGCATGTGCAAAAAGACATTCTCTGGTCTCGCATGGATATAGGGGAAA
TATTCACCGGCCGAATGACACCTTTAGGATTATCGTTTGCACACTATTACCAAACTCGCGTTCACATCGATTGTG
GTAAAAAGCTTGGTTTACTTGATCTTGGTGAAGCGAATGAAACCATTGCTTATCATAAAGGTCATGTGTACCTC
AATGTGTCTTATACCGCATGGCAACTGGCTCAAACTCCAGTTGGGGAAGATCAAACCCCATTTTTAGCCCGCTT
TAGTAGTGAAGCCATTGACCTAACTGGCTATGAAAACCCATACGGTGCTAAACACAGTCACCCGAATATGACG
CCAAAACAGTGTCTACGCTATTGGATAAAGCAAAACGTCAAAGAACTATTTCAGGCTAAGCGTCGCGCAAAAT
CTATGGTCAACTCACGTTATCAAGAATTTGATAGAGTGCAAAGCCAGGACATTACAAACCTCTCTCATGACGAG
TTACGCTACGAACTTGATCATTGCTTAGGCTACTTTAAAGCCATGCACGAGGGCTATTTACCCTATTATATCAAC
GCTTTTGCTTGTTATGGCTTGCTTGAAGAACTCAGTGCGAAATGGTTGGGCGATAAAAGTAAGCATCTCCAAA
ATAAAATCAAAGGTGACATGTCTAACTTGAGAACAGTCGCCAGTGCACAAGAGCTTTGGCAACTATGTAAAGT
ACTTAATGCATGGCCTCAAGTGAAAGATGTGTTTACCAATAAAGACATTGCCGATATTGAGGATTTTCTTACCT
CAACGCCACTGGGGATCCGATTTACCAACGGGCCTCTTGCTGAATTTATGCGTGATAATGGTGTACGCGGGCG
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TGAAGAAATGGAGCTCACTCACCCTCGCTGGTTAGATGACAGAACCTACGTACTGCAAATGATTAAGTTGTATC
TAAAGCAAGGCTATGAAGTGGACGACGCCTTAGTTGAACAAACACAGAAGCAGCAAAAGATAAGCGATGAGC
TACTCAATGAATTAAGTTGGACCCAGCGCTTTACGATTAACCGTGTCATCTCTTTGTACTCTGGTTGCGCTAAAC
TACGTGAAGAAACACGAATGAGTATGACTACCTCAATTTGGCTCGTTCGTCGAGTCGTGTATGAAGTAGCAAG
ACGATTAATTGATAAATCACTTTTGAGCAGCTTTGACGATGTTGCCTACCTCGACTTTGAAAATGTCATTCAGTA
TTTAAATAACACCATCACTGCTGAACAACTCACCGATGCACTGCTTATCAGTAAAAACCGTGCTCAATATCAACA
ATGGCAAGCACAACCAGAACCGCCTCTCACATTTATCGGCAAGCCGAGTAGCCAACCAGATCTCATTTTTGATC
CAAGCTTAACATCACTAGAAGGGCTTGCAACATCCGAAGGCTTTTGTCGCGCGCGTGCTTGTGTGATCACTGAT
TTAGCTTCACAAGCCGGTGAATTTCAAAAAGGCGACATATTGATCGCCCCTTTCACCGACGCTTCTTGGACTCC
CCTGTTTGCACTAGCAAGCGCCGTAGTCACCGATATTGGTTCAATGCTGTCACACAGCTCTATTGTTGCCAGAG
AGTTTGGCATTCCTTGTGTGGTGAACACTCACCATGCAAGCGCCCTGATAAACACCGGTGACATCATCACCGTA
GATGCACACAAAGGTCTAATAATTGTAAATAAGGAAGATTAA

Aminosauresequenz von TreaP:

MTVNSLAIEQPLNDGIVHFDSQQSASVELVGGKGASLCAMHNAGLPVPIGYCITVNVFEEFLQQTELLSRFDPSKGV
TEWRALATAITSVAMPEQIATQISNASALLIGPVAVRSSATDEDSDSHSFAGQHVTKLAVEGIDHILEAVQACWASA
FSEAAFQYRQTTGQTTDIPKIAVVVQQMQFGDASGVAFGQHPTTFAKNAFVIEGCYGLCEGLVSGQVSSDSYEIDK
LSGELIAHTVQPKQHQIVHIDGSIKKLAVPPALONEQVLNHLAQQSLYSVLRQVESYYGCPQDVEWTLSDGKIWLLQ
SRPITTKNTKADPFYLGNKSEHVQKDILWSRMDIGEIFTGRMTPLGLSFAHYYQTRVHIDCGKKLGLLDLGEANETIA
YHKGHVYLNVSYTAWQLAQTPVGEDQTPFLARFSSEAIDLTGYENPYGAKHSHPNMTPKQCLRYWIKQNVKELFQ
AKRRAKSMVNSRYQEFDRVQSQDITNLSHDELRYELDHCLGYFKAMHEGYLPYYINAFACYGLLEELSAKWLGDKS
KHLONKIKGDMSNLRTVASAQELWQLCKVLNAWPQVKDVFTNKDIADIEDFLTSTPLGIRFTNGPLAEFMRDNGV
RGREEMELTHPRWLDDRTYVLQMIKLYLKQGYEVDDALVEQTQKQQKISDELLNELSWTQRFTINRVISLYSGCAKL
REETRMSMTTSIWLVRRVVYEVARRLIDKSLLSSFDDVAYLDFENVIQYLNNTITAEQLTDALLISKNRAQYQQWOQA
QPEPPLTFIGKPSSQPDLIFDPSLTSLEGLATSEGFCRARACVITDLASQAGEFQKGDILIAPFTDASWTPLFALASAVV
TDIGSMLSHSSIVAREFGIPCVVNTHHASALINTGDIITVDAHKGLIIVNKED

redH — Ligase aus S. coelicolor A3(2)

lac Operator

pET28a(+)::redH o
T 8089 bps

Abbildung A 19. Vektorkarte von pET28a(+)::redH.

An Position 1246 des Vektors pET28a(+)::redH (Position 1035 des Gens redH) und Position 2941 des
Vektors pET28a(+)::redH (Position 2730 des Gens redH) befinden sich stille Mutationen (Position
1246: Guanin wurde gegen Adenin ausgetauscht; Position 2941: Cytosin wurde gegen Thymin

ausgetauscht, sieche Markierung).
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Nukleotidsequenz von redH:

ATGGACACGCACGTCAGCGACACGACGACCCCCGCCGGAGCAGGCGAAGGCCCCGLCCGGLLCGGTCACCGAC
CCGGCCGGGCACGCCGCCTGCGTCGTCACCCTGGGCGCGGGCGGCCCGACCGGAGGCCACCGGGGGGAACT
GGGCGGCAAGGGCACCCGCCTCGCGGAGCTGTCCGCCGCGGGTCTGCCCGTCCCGCCCGCCTTCTGCCTGACC
ACCGCCCTCTTCGACGCCTACCTGCGGGAGACCGGGATCGCCGCCGAGGLCGGLCGGGLCGCCGACCLCCCGCACC
CTGCGCGAGCGCATCCTGGGCACCCGGATGCCCGCCTCGATCGCGGACGCCGTCCTCGACGCCTACGGCAGCA
TGGGCCGCCCCCGCGTGGCGGTGCGCTCCTCCGGACTGCGGGAGGACTCCGCTGCACAGTCCTTCGCCGGCCA
GCACGACACGGTCCTCGACGTCTGCGGCGACGAGGACGTACTGGACGCGGTCCTGCGGTGCTGGGCCTCGCT
GTGGTCCGACCGCGCCACGGTGTACCGGGACACGGACGCCCCCGACGCCCTCGCCGTGGTCGTCCAGGAGAT
GATCCACACCGACGTCAGCGGCGTGATGTTCACCGTCGACCCGGTCAACCCCCGCCCGCACCGCCTCGTGGETG
GAGGCCTGCCAGGGCCTGGGCGAAGGGCTGGTCTCCGGGCAGGTCTCCAGCGACTTCTTCGTCGTCGACGAC
GAGAAGCTGGAGGTCGTCGAGGAACGGGTCCGCTACAAGGTCACCAAGTGCGCGCCCCTGGAGCCCGGLCG
CATCGGCATGACGAAGGTCGACGCGGCGGCCCGCAGCGTCCCCTGCCTCACCCACGACCAACTGCGCGAACTC
GGCGCCCTGGCCGTCCGCATCCGCGACCTGTACGGCAGCGAGCAGGACATCGAGTGGGGCGTGCGCGACGG
CGTCTTCCACCTGTTCCAGACCCGCCCGATCACCACCCGGCCCGCCGCCCCCGCGGLCCCCGTCCGGLCGLGLTCA
GCCCGTACGTCGCCCCGCAGCCAGAGCCGGTCCTCAACGGCACCCTGTGGTCGCGCATGGACATCGGGGAGA
TCTTCGTCGGCCTGATGACCCCGCTCGGCCTGAGCTTCGCCCGCTACTACCAGCGCAACGTGCACACCGACTGC
GCGGGCGCCCTCGGCGTGCGCGACACCGGCGAGGCCGACCTGCACATGGGCTTCTACCAGGGCCACGTCTAC
CTCAACATCTCCTACAGCTCCTACCTGTTGGCCCAGTGCCTGCCCACCCGCGACCAGCGCCACTTCACCAGCCG
CTTCGTCAGCGAGGAGGTCGACCTCGCCGACTACGAGAACCCGTTCGGCACCTTCCCCGGCGGCATGGAGGA
CCTGCTCTCCACCGTCCACTGGCTGCAGCACACGGCCCGTGAGATGACGCAGATGAAGTCCCGCTCCCAGCAG
ATGGTCGACGCCCGGCTCTACGAGTTCGACCGGGCCCGCGGCCTCGACCTGACCCGGATGAGCAGGCGCGAA
CTGCACGGCGAACTCCACCGCGACCTCGCCTGGTTCCACGACATGCACATCGGCTACATGCCGTACTACATCAA
CGCGTTCGCCTTCTACGGCCTGCTCACCGAGCTGTGCGCCCGCTGGCTCGGCAGCGACGGCGTGGGCCTGCAG
AACCGCGTCAAGACCGACATGTCCAGCCTGCGCACCGTCGAGTCGGCCAAGGAGGTCTGGTCGGTCGCCCAG
GCCGCCAAGAACGACCCGGCCGTCCTGCGGATCATCAAGGACGAACCGCTGGAGGACATCGCCCGGCTGCTG
CGCGAGGACCCCGCCGGACAGCGCTTCTGGGACCGGCACATGGAGCCGTTCCTGCGCGCCAACGGCACCCGC
GGCCACCAGGAGATGGAGATCACCCACCCGAGGTGGATCGACGACCCCTCCTACATCTTCCAGATGATCCGGC
GCTACGTCGCCGACGGCTTCTCCATCGACGACATCCTCCGCCGCAGCAGCGGCTGGTCCGACGACTCCCGCGA
GGTGCTGGGCCGGCTGCCGATGCCCAAGCGCCAGGTCCTGGACACCGTCATCTCCCTCTACGCCCTGTGCAGC
GAGCTGCGGGAGACCACCCGGATGTCCATGATCACGTCCATCTGGCTGGTGCGGAACGTGGTCTACGAGGTC
GGCCGGCGCCTGGTCGCCGACGGCGTCCTGCACTCCCCGGACGAGATCGCCCACCTGGACTTCGAGGACGTG
CGCCGCTACCTCGCCGGCGACGAGGACGCCGTACGCGTCTTCGACCGGGCCCGCATCGACGLCGGLLLCGLLGE
CTGCACGAACACAACAAGCGGCTCCCGGAACCGCCGTTGACCTTCGTCGGCGTCCACGACATCACCGCCTCGG
TCCGGCCCGCCGCCGACGGCGCCCGGLCTCGAAGGCCTCGCCGCCAGCCCCGGACGGATCGTGGGLLGLGLCC
GCATCGTCGAGGACCTGGTGTGGCAGGCCGACGAGTTCGAGGCCGGGGAGATCCTCGTGACCGGGTACACC
GACGCCTCCTGGACGCCGCTGTTCGCCATCGCGGGCGGGGTCGTCACCGACATCGGGTCGATGCTCTCGCACA
GTTCCATCGTGGCCCGCGAGTTCCACGTCCCGTCGGTGGTGAACACCAAGGACGCCACCCAGCGCATCAACAC
CGGCGACCTGATCGTGGTGGACGGCGACGCGGGCACGGTCGAGGTCGTTGAGAGCGCGGACACCGACCCGC
AGGGCCCGGCCGGGGCCGCCGGGACCCCGGCCGGAGCCACCACCGACTGA

Aminosaduresequenz von RedH:

MDTHVSDTTTPAGAGEGPAGPVTDPAGHAACVVTLGAGGPTGGHRGELGGKGTRLAELSAAGLPVPPAFCLTTA
LFDAYLRETGIAAEAAGADPRTLRERILGTRMPASIADAVLDAYGSMGRPRVAVRSSGLREDSAAQSFAGQHDTVL
DVCGDEDVLDAVLRCWASLWSDRATVYRDTDAPDALAVVVQEMIHTDVSGVMFTVDPVNPRPHRLVVEACQGL
GEGLVSGQVSSDFFVVDDEKLEVVEERVRYKVTKCAPLEPGRIGMTKVDAAARSVPCLTHDQLRELGALAVRIRDLY
GSEQDIEWGVRDGVFHLFQTRPITTRPAAPAAPSGALSPYVAPQPEPVLNGTLWSRMDIGEIFVGLMTPLGLSFAR
YYQRNVHTDCAGALGVRDTGEADLHMGFYQGHVYLNISYSSYLLAQCLPTRDQRHFTSRFVSEEVDLADYENPFGT
FPGGMEDLLSTVHWLQHTAREMTQMKSRSQQMVDARLYEFDRARGLDLTRMSRRELHGELHRDLAWFHDMHI
GYMPYYINAFAFYGLLTELCARWLGSDGVGLQNRVKTDMSSLRTVESAKEVWSVAQAAKNDPAVLRIIKDEPLEDI
ARLLREDPAGQRFWDRHMEPFLRANGTRGHQEMEITHPRWIDDPSYIFQMIRRYVADGFSIDDILRRSSGWSDDS
REVLGRLPMPKRQVLDTVISLYALCSELRETTRMSMITSIWLVRNVVYEVGRRLVADGVLHSPDEIAHLDFEDVRRYL
AGDEDAVRVFDRARIDAARRLHEHNKRLPEPPLTFVGVHDITASVRPAADGARLEGLAASPGRIVGRARIVEDLVW
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QADEFEAGEILVTGYTDASWTPLFAIAGGVVTDIGSMLSHSSIVAREFHVPSVVNTKDATQRINTGDLIVVDGDAGT
VEVVESADTDPQGPAGAAGTPAGATTD

bla(Amp")
\

|
5000

pUC57_redH_synth
~" 5458 bps

2000
N

redH_synth Nhel

Sacl

Abbildung A 20. Vektorkarte von pUC57::redH_synth. Das Plasmid wurde von GenScript USA Inc. (Piscataway,
NJ, USA) erworben.

Der Vektor pUC57::redH_synth wurde von GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA) erworben. Es
wurde eine Codon-Harmonisierung fiir P. putida vorgenommen. Zusatzlich wurden upstream des Gens
Sequenzen fir EcoRI und Ndel Schnittstellen eingefligt und downstream fir Sacl, Xbal und Xhol. Die

Schnittstellen sind kursiv markiert.
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Streptomyces coelicolor A3(2) [gbbct]: 8375 CDS's (2743050 codons)

fields: [triplet] [amino acid] [fraction] [frequency: per thousand] ([number])
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Abbildung A 21. Codon-Usage-Tabelle von S. coelicolor A3(2), die als Referenz fir die Codon-Harmonisierung
von redH_synth genutzt wurde.®

Pseudomonas putida [gbbct]: 6891 CDS's (2266762 codons)

fields: [triplet] [amino acid] [fraction] [frequency: per thousand] ([number])
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Abbildung A 22. Codon-Usage-Tabelle von P. putida, die als Referenz fur die Codon-Harmonisierung von
redH_synth genutzt wurde.*

43 November 2018: http://www.kazusa.or.jp/codon/
4 November 2018: http://www.kazusa.or.jp/codon/
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redH 1501 acccggatgagcaggcgcgaactgcacggcgaacteccaccgecgacectegectggttecac
redH synth 1510 ..... c...tcgc.a.. i t.g......... o <
redH 1561 gacatgcacatcggctacatgccgtactacatcaacgecgttcegecttcectacggectgete
redH synth 0 i t.g
redH 1621 accgagctgtgcgcccgetggeteggecagegacggegtgggectgecagaaccgegtecaag
redH synth 1630 it e e e t.g...ECg. .. i e e g...
redH 1681 accgacatgtccagcctgcgcaccgtecgagtcggeccaaggaggtetggteggtegeccag
redH synth 1690 ... .. agttecg........... L (o [ [
redH 1741 gccgccaagaacgacccggceccgtectgeggatcatcaaggacgaaccgetggaggacate
redH synth S 1 (s PRI 1P
redH 1801 gceceggetgectgegegaggacccegecggacagegettetgggaceggeacatggageeyg
redH_synth 1810 ..... - | Lo - [
redH 1861 ttcctgcgcgccaacggcacccgcecggccaccaggagatggagatcacccacccgaggtgg
redH_ synth 1870 ittt ittt e e et et ettt e c.a...
redH 1921 atcgacgacccctectacatcttccagatgatcecggegectacgtegeccgacggettetec
redH_synth 1930 ...l Lo = Lo [ - | (o ag.
redH 1981 atcgacgacatcctecgecgcagecagecggcectggtecgacgactecececgegaggtgetggge
redH synth 1990 .. iii e t.g...... tcgteg. ..., f-To [ = o
redH 2041 cggctgccgatgccecaagecgccaggtectggacacegteatcetecectetacgecctgtge
redH synth 2050 ..Ceee i o [ L g...ag.t.g............
redH 2101 agcgagctgcgggagaccacccggatgtccatgatcacgtecatcectggetggtgeggaac
redH synth 2110 teg........ Cuivnerennnnns (oI Yo = Lo [ 8. ..
redH 216l gtggtctacgaggtecggeccggegectggtegecgacggegtectgecactecceggacgag
redH synth 2170 ..., [« [ o . g........ (< [P g...... F= 1o
redH 2221 atcgcccacctggacttcgaggacgtgcgeccgctacectegecggegacgaggacgecgta
redH synth L Lo t
redH 2281 cgcgtettcgaccgggecccgecatcgacgeggecccgec

redH synth 2290 ..... Fevennnnn R Covinnne

Abbildung A 23. Sequenzvergleich der Nukleotidsequenzen von redH und redH_synth. [Die Unterschiede sind in
grau hervorgehoben].

Nukleotidsequenz von redH_synth:

GAATTCCATATGGACACGCACGTGTCGGACACGACGACCCCGGCCGGAGCTGGCGAAGGCLLCCGGLCGGLCCG
GTGACCGACCCGGCCGGTCACGCCGCCTGCGTGGTGACCCTGGGCGCCGGLCGGLCCCGACCGGAGGLCACCGC
GGTGAACTGGGCGGCAAGGGCACCCGCTTGGCCGAGCTGAGCGCCGLLGGGLCTGCCGGTGCCGCCGGLLTTC
TGCCTGACCACCGCCTTGTTCGACGCCTACCTGCGCGAGACCGGTATCGCCGCCGAGGLCCGCCGGLGCLCGACC
CGCGCACCCTGCGCGAGCGCATCCTGGGCACCCGCATGCCGGCCTCGATCGCCGACGCCGTGTTGGACGCCTA
CGGCTCGATGGGCCGCCCGCGCGTGGCCGTGCGCAGCAGCGGACTGCGCGAGGACAGCGCTGCTCAGAGCTT
CGCCGGCCAGCACGACACGGTGTTGGACGTGTGCGGCGACGAGGACGTTCTGGACGCCGTGCTGCGCTGCTG
GGCCTCGCTGTGGAGCGACCGCGCCACGGTGTACCGCGACACGGACGCCCCGGACGCCTTGGCCGTGGTGGT
GCAGGAGATGATCCACACCGACGTGTCGGGCGTGATGTTCACCGTGGACCCGGTGAACCCGCGCCCGCACCG
CTTGGTGGTGGAGGCCTGCCAGGGCCTGGGCGAAGGTCTGGTGAGCGGTCAGGTGAGTTCGGACTTCTTCGT
GGTGGACGACGAGAAGCTGGAGGTGGTGGAGGAACGCGTGCGCTACAAGGTGACCAAGTGCGCCCCGCTGG
AGCCGGGCCGCATCGGCATGACGAAGGTGGACGCCGCCGCCCGCTCGGTGCCGTGCTTGACCCACGACCAAC
TGCGCGAATTGGGCGCCCTGGCCGTGCGCATCCGCGACCTGTACGGCTCGGAGCAGGACATCGAGTGGGGCG
TGCGCGACGGCGTGTTCCACCTGTTCCAGACCCGCCCGATCACCACCCGCLCCGGCLCGLCCCCGGLCCGCCLCCGAG
CGGCGCCTTGTCGCCGTACGTGGCCCCGCAGCCGGAGCCGGTGTTGAACGGCACCCTGTGGTCGCGCATGGA
CATCGGTGAGATCTTCGTGGGCCTGATGACCCCGTTGGGCCTGTCGTTCGCCCGCTACTACCAGCGCAACGTG
CACACCGACTGCGCCGGCGCCTTGGGCGTGCGCGACACCGGCGAGGCCGACCTGCACATGGGCTTCTACCAG
GGCCACGTGTACTTGAACATCAGCTACTCTAGCTACCTGCTAGCCCAGTGCCTGCCGACCCGCGACCAGCGCCA
CTTCACCTCGCGCTTCGTGTCGGAGGAGGTGGACTTGGCCGACTACGAGAACCCGTTCGGCACCTTCCCGGGC
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GGCATGGAGGACCTGTTGAGCACCGTGCACTGGCTGCAGCACACGGCCCGAGAGATGACGCAGATGAAGAG
CCGCAGCCAGCAGATGGTGGACGCCCGCTTGTACGAGTTCGACCGCGCCCGCGGCTTGGACCTGACCCGCAT
GTCGCGACGCGAACTGCACGGCGAATTGCACCGCGACTTGGCCTGGTTCCACGACATGCACATCGGCTACATG
CCGTACTACATCAACGCCTTCGCCTTCTACGGCCTGTTGACCGAGCTGTGCGCCCGCTGGTTGGGCTCGGACG
GCGTGGGCCTGCAGAACCGCGTGAAGACCGACATGAGTTCGCTGCGCACCGTGGAGTCGGCCAAGGAGGTG
TGGTCGGTGGCCCAGGCCGCCAAGAACGACCCGGCCGTGCTGCGCATCATCAAGGACGAACCGCTGGAGGAC
ATCGCCCGCCTGCTGCGCGAGGACCCGGCCGGACAGCGCTTCTGGGACCGCCACATGGAGCCGTTCCTGCGC
GCCAACGGCACCCGCGGCCACCAGGAGATGGAGATCACCCACCCGCGATGGATCGACGACCCGAGCTACATC
TTCCAGATGATCCGCCGCTACGTGGCCGACGGCTTCAGCATCGACGACATCTTGCGCCGCTCGTCGGGCTGGA
GCGACGACAGCCGCGAGGTGCTGGGCCGCCTGCCGATGCCGAAGCGCCAGGTGCTGGACACCGTGATCAGCT
TGTACGCCCTGTGCTCGGAGCTGCGCGAGACCACCCGCATGAGCATGATCACGAGCATCTGGCTGGTGCGCAA
CGTGGTGTACGAGGTGGGCCGCCGCCTGGTGGCCGACGGCGTGCTGCACAGCCCGGACGAGATCGCCCACCT
GGACTTCGAGGACGTGCGCCGCTACTTGGCCGGCGACGAGGACGCCGTTCGCGTGTTCGACCGCGCCCGCAT
CGACGCCGCCCGCCGCCTGCACGAACACAACAAGCGCTTGCCGGAACCGCCGCTAACCTTCGTGGGCGTGCAC
GACATCACCGCCTCGGTGCGCCCGGCCGCCGACGGCGCCCGCTTGGAAGGCTTGGCCGCCTCGCCGGGACGL
ATCGTGGGCCGCGCCCGCATCGTGGAGGACCTGGTGTGGCAGGCCGACGAGTTCGAGGCCGGTGAGATCTTG
GTGACCGGTTACACCGACGCCAGCTGGACGCCGCTGTTCGCCATCGCCGGCGGTGTGGTGACCGACATCGGTT
CGATGTTGTCGCACTCTAGCATCGTGGCCCGCGAGTTCCACGTGCCGTCGGTGGTGAACACCAAGGACGCCAC
CCAGCGCATCAACACCGGCGACCTGATCGTGGTGGACGGCGACGCCGGCACGGTGGAGGTGGTGGAGTCGG
CCGACACCGACCCGCAGGGCCCGGCLCGGTGCCGCCGGTACCCCGGCCGGAGCCACCACCGACGAGCTICTGAT
CTAGACTCGAG

Aminosduresequenz von RedH_synth:

Durch das Einfigen der Restriktionsschnittstellen ist das Protein RedH_synth um zwei Aminosduren

C-terminal verlangert.

MDTHVSDTTTPAGAGEGPAGPVTDPAGHAACVVTLGAGGPTGGHRGELGGKGTRLAELSAAGLPVPPAFCLTTA
LFDAYLRETGIAAEAAGADPRTLRERILGTRMPASIADAVLDAYGSMGRPRVAVRSSGLREDSAAQSFAGQHDTVL
DVCGDEDVLDAVLRCWASLWSDRATVYRDTDAPDALAVVVQEMIHTDVSGVMFTVDPVNPRPHRLVVEACQGL
GEGLVSGQVSSDFFVVDDEKLEVVEERVRYKVTKCAPLEPGRIGMTKVDAAARSVPCLTHDQLRELGALAVRIRDLY
GSEQDIEWGVRDGVFHLFQTRPITTRPAAPAAPSGALSPYVAPQPEPVLNGTLWSRMDIGEIFVGLMTPLGLSFAR
YYQRNVHTDCAGALGVRDTGEADLHMGFYQGHVYLNISYSSYLLAQCLPTRDQRHFTSRFVSEEVDLADYENPFGT
FPGGMEDLLSTVHWLQHTAREMTQMKSRSQQMVDARLYEFDRARGLDLTRMSRRELHGELHRDLAWFHDMHI
GYMPYYINAFAFYGLLTELCARWLGSDGVGLQNRVKTDMSSLRTVESAKEVWSVAQAAKNDPAVLRIIKDEPLEDI
ARLLREDPAGQRFWDRHMEPFLRANGTRGHQEMEITHPRWIDDPSYIFQMIRRYVADGFSIDDILRRSSGWSDDS
REVLGRLPMPKRQVLDTVISLYALCSELRETTRMSMITSIWLVRNVVYEVGRRLVADGVLHSPDEIAHLDFEDVRRYL
AGDEDAVRVFDRARIDAARRLHEHNKRLPEPPLTFVGVHDITASVRPAADGARLEGLAASPGRIVGRARIVEDLVW
QADEFEAGEILVTGYTDASWTPLFAIAGGVVTDIGSMLSHSSIVAREFHVPSVVNTKDATQRINTGDLIVVDGDAGT
VEVVESADTDPQGPAGAAGTPAGATTDEL
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mcpH — Ligase aus S. longispororuber (DSM 40667)

lag Operator

pET28a(+)::mcp!-|mcpH
~ 8122 bps

Sacl

Xhol
Sall

Abbildung A 24. Vektorkarte von pET28a(+)::mcpH.

Der Vektor pET28a(+)::mcpH wurde nur in einer Version mit verschiedenen stummen und
nicht-stummen Punktmutationen erhalten. Diese Mutationen sind in Tabelle A 10 aufgefiihrt und alle

stummen Mutationen und nicht-stummen Mutationen in der Nukleotidsequenz markiert.

Tabelle A 10. Ubersicht tiber die Mutationen des Gens mcpH.

Position des Vektors Position des Gens Nukleotidaustausch Aminosaureaustausch

255 44 C—>T T15I

337 126 T—C stumme Mutation
686 475 G—A A159T

842 631 G—A A211T

1463 1252 G—A A418T

2037 1826 A—T E609V

2039 1828 A—>G T610A

2070 1859 A>T K620M

2257 2046 C—oT stumme Mutation

Nukleotidsequenz von mcpH (mit Mutationen erhaltene Sequenz):

ATGACGACGAAGGCGACCACCGACACGCCCACCGCCGACGACATCGCCACGGGTCCCGLCGLCALCLCGLGGLC
GCCGACACCCCCGAGAGCACCGGGAGCACCGAGAGCACCGAGAGTCCCCAGGCCACCACCGACCGLCCGaGEC
GATGCCCCGCACGCCGACCTCGTCGCCGTGCTCGGCCGCCCCCACACCGCCACACCCGACGAACTCGGLGGCA
AGGGGGCCCGGCTCGACGAGCTGACCGCGGCGGGCCTTCCGGTGCCGCCCGCGTTCTGCCTCACCACCGGCLC
TGTTCGACCTGTTCCTGCGCGAGAGCGGCCTCGCCGCCGAGATCCGCGCCGCCGAGGCCCGGGCCGAACCAG
CCCTCACCGTGCGCGAGGCGATCCTCGCCCGGGACGTCCCCGAGCCGATCGCCCGTACGATCCTCGCGGCGTA

285



Anhang

CGAGGACCTGGGCCGCCCCCGCGTCGCGGTGCGCTCCTCCACGCCGCGCGAGGACTCCGCCGAGCGGTCCTT
CGCGGGCCAGCACGACACGGTCCTCGACGTGTCGGGGGACGCGGCGLCTGCTCGACGCGGTCAAGGTCTGCTG
GGCGTCGCTGTGGTCGGACCGGGCGGCCGCCTACCGCTCGGGGCCTGGCCCCACGGGCTCCATCGCCGTCGT
GGTGCAGGAGATGGTGCCCGCCGACGTCAGCGGTGTCCTGTTCACCGTCGACCCGATCGGCGGCAGGCCCAA
CCGCCTTGTGGTGGAAGCCTGTTGCGGGCTCGGCGAGGGCCTGGTGTCGGGCCGGGTCTCCAGTGACTTCTTC
GTCGTGGACGACCGCACGCTCGACGTCGTCGAGGAACGCGTCCGCTACAAGGTCACCAAATGCGCCTCGCTCT
CCCCCGGCCGCATCGGCATGACGAAGGTCGACGCCGCCGACCGGGACGCCCCCTGCCTGACCCGCGACCAGC
TCGCGGCCCTGGCCCGGCTCGCCCTGGACGTGCGCGACCGCTACGGCACCGAGCAGGACATCGAGTGGGCGC
TGCGCGACGGCACCCTGCACCTGCTGCAGGCCCGCCCGATCACCACCCGGCCCCGCCCCGAGACCTCCGACGA
CGCCCGCAGCCCCTACCTTCCCCAGCACCTGAAGGAGCTCCCGGACGCCACCCGGCACGGCACCCTGTGGTCC
CGCATGGACATCGGCGAGATCTTCGTCGGCCTGATGTCACCGCTCGGCCTGAGCTTCGCCCGGCACTACCAGG
ACCATGTGCACGGCGACTGCACGGCGGCCCTCGGCGTGCGCGACACCGGCGACGTCGGCCTGCACATGGGCT
TCTTCCAGGGCCACGTCTACCTGAACATCTCCTACACCGCGTACCTGCTCGGCCAGGCCGTGCCCACCCGCGAC
CAGCGGCACTTCACGCGCCGCTTCGTCAGCGAGGAGGTGGACCTGGCGACGTACGAGAACCCCTTCGGCACC
TTCCCCGGCGGCATGGCGGACCTGCTGTCCACGACGCACTGGCTGCGGGCCACCGGCAACGAGATGCTGGTC
ATGAAGGGCCGCGCCCGCGACATGGCCGAGGCCCGCCTGTACGAGTTCGACCGCGCCCGGCGCCTGGACCTG
ACCCGCATGGGCCGCCGCGAACTGCACGCCGAACTCACCCGCTACCTCGACTACTTCCACGACGCGCACGTCG
GCTACATGCCGTACTACATCAACGCGTTCGGGTTCTACGGCATCCTCACCGAGCTGTGCGCCAAGTGGCTCGG
CTCCGCGGGCGACAACCTGCAGAACCGCATCAAGACCGACATGTCGAGCCTGCGCACGGTGGCATCGGCGCA
TGGAGGAGGTCGCGGACAAGCTGCGCGCGGACCCGGACGGCGAGGCGTTCTGGCAGTCGCAGATGGAGCCG
TTCCTGCGCGCCAACGGCACCCGGGGCCGCCAGGAGATGGAGCTCACCCATCAGCGCTGGATCGACGACCCG
TCGTACATCTTCCAGATGATTICGCCGCTACGCCGCGGACGGCTTCACCGCCGACGACATCATGGGCCGCAGCC
GCGCGCGCCAGGAGGGCGACACCCGCGCCGTCCTGAAGAAACTGCCGCTGCCGCAGCGCAAGACCCTCGAG
GGCCTCATCTCCATGTACGCCCTGTGCAGCGAGCTGCGCGAGACCACCCGGATGTCGATGATCACGTCGATCT
GGCTGGTCAGGAACGTCGTGTACGAAGTGGGCCGGCAGCTGGTCGACGAGGGCGTGCTGCACTCCCTGGAC
GAGGTGGCCTTCCTGGACTTCGCCGACGTACGCGGCTACTTGGCCGGTGAGCTGCCCGCGCGCGAGGCGTTCT
CGCGGCCCGTGATCGAGGAGCGGCGGCGCGTGCACGAGTACCACAACCGGCTGCCGGAGCCGCCGCLTCACCT
TCGTCGGCGAGCACGACTGCACCCGCGCGGTGCGGCCGGTGAAGGAGGGGACGCGCCTGGAGGGGLTCGGC
TCGTCGCCCGGGCGGATCGTCGGCCGGGCCCGCATCGTCGAGGACCTGGTGTGGCAGGCCGACGAGTTCCAG
GCCGGCGAGATCCTCGTCACCCGCCACACCGACGCGTCCTGGACGCCTCTGTTCGCCATCGCCGGCGGCGTCG
TCACCGACATCGGGTCGATGCTCTCGCACAGCTCCATCGTGTCGCGGGAGTTCAACGTGCCCTCGGTGGTCAA
CACCAAGTACGCCACGCAAGTGATCAACACCGGCGACATGGTCATGGTCGACGGCGACACCGGAGTCGTCGA
GGTCGTGGAGGGCTGA

Nukleotidsequenz von mcpH (originale, nicht erhaltene Sequenz):

ATGACGACGAAGGCGACCACCGACACGCCCACCGCCGACGACACCGCCACGGGETCLLCGLLGLCALCLCGLGGLC
GCCGACACCCCCGAGAGCACCGGGAGCACCGAGAGCACCGAGAGTCCCCAGGCTACCACCGACCGLLLGaGee
GATGCCCCGCACGCCGACCTCGTCGCCGTGCTCGGCCGCCCCCACACCGCCACACCCGACGAACTCGGCGGCA
AGGGGGCCCGGCTCGACGAGCTGACCGCGGCGGGCCTTCCGGTGCCGCCCGCGTTCTGCCTCACCACCGGCLC
TGTTCGACCTGTTCCTGCGCGAGAGCGGCCTCGCCGCCGAGATCCGCGCCGCCGAGGCCCGGGCCGAACCAG
CCCTCACCGTGCGCGAGGCGATCCTCGCCCGGGACGTCCCCGAGCCGATCGCCCGTACGATCCTCGCGGCGTA
CGAGGACCTGGGCCGCCCCCGCGTCGCGGTGCGCTCCTCCGCGCCGCGCGAGGACTCCGCCGAGCGGTCCTT
CGCGGGCCAGCACGACACGGTCCTCGACGTGTCGGGGGACGCGGCGCTGCTCGACGCGGTCAAGGTCTGCTG
GGCGTCGCTGTGGTCGGACCGGGCGGCCGCCTACCGCTCGGGGCCTGGCCCCGCGGGCTCCATCGCCGTCGT
GGTGCAGGAGATGGTGCCCGCCGACGTCAGCGGTGTCCTGTTCACCGTCGACCCGATCGGCGGCAGGCCCAA
CCGCCTTGTGGTGGAAGCCTGTTGCGGGCTCGGCGAGGGCCTGGTGTCGGGCCGGGTCTCCAGTGACTTCTTC
GTCGTGGACGACCGCACGCTCGACGTCGTCGAGGAACGCGTCCGCTACAAGGTCACCAAATGCGCCTCGCTCT
CCCCCGGCCGCATCGGCATGACGAAGGTCGACGCCGCCGACCGGGACGCCCCCTGCCTGACCCGCGACCAGC
TCGCGGCCCTGGCCCGGCTCGCCCTGGACGTGCGCGACCGCTACGGCACCGAGCAGGACATCGAGTGGGCECGC
TGCGCGACGGCACCCTGCACCTGCTGCAGGCCCGCCCGATCACCACCCGGCCCCGCCCCGAGACCTCCGACGA
CGCCCGCAGCCCCTACCTTCCCCAGCACCTGAAGGAGCTCCCGGACGCCACCCGGCACGGCACCCTGTGGTCC
CGCATGGACATCGGCGAGATCTTCGTCGGCCTGATGTCACCGCTCGGCCTGAGCTTCGCCCGGCACTACCAGG
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ACCATGTGCACGGCGACTGCGCGGCGGCCCTCGGCGTGCGCGACACCGGCGACGTCGGCCTGCACATGGGCT
TCTTCCAGGGCCACGTCTACCTGAACATCTCCTACACCGCGTACCTGCTCGGCCAGGCCGTGCCCACCCGCGAC
CAGCGGCACTTCACGCGCCGCTTCGTCAGCGAGGAGGTGGACCTGGCGACGTACGAGAACCCCTTCGGCACC
TTCCCCGGCGGCATGGCGGACCTGCTGTCCACGACGCACTGGCTGCGGGCCACCGGCAACGAGATGCTGGTC
ATGAAGGGCCGCGCCCGCGACATGGCCGAGGCCCGCCTGTACGAGTTCGACCGCGCCCGGCGCCTGGACCTG
ACCCGCATGGGCCGCCGCGAACTGCACGCCGAACTCACCCGCTACCTCGACTACTTCCACGACGCGCACGTCG
GCTACATGCCGTACTACATCAACGCGTTCGGGTTCTACGGCATCCTCACCGAGCTGTGCGCCAAGTGGCTCGG
CTCCGCGGGCGACAACCTGCAGAACCGCATCAAGACCGACATGTCGAGCCTGCGCACGGTGGCATCGGCGCA
GGAGATCTGGAGCGAGACGCAGGCCGCGAAGGCCAGGCCCCGGGTCAAGGAGATCATCGAGGLCGGCLLLCGC
TGGAGGAGGTCGCGGACAAGCTGCGCGCGGACCCGGACGGCGAGGCGTTCTGGCAGTCGCAGATGGAGCCG
TTCCTGCGCGCCAACGGCACCCGGGGCCGCCAGGAGATGGAGCTCACCCATCAGCGCTGGATCGACGACCCG
TCGTACATCTTCCAGATGATCCGCCGCTACGCCGCGGACGGCTTCACCGCCGACGACATCATGGGCCGCAGCC
GCGCGCGCCAGGAGGGCGACACCCGCGCCGTCCTGAAGAAACTGCCGCTGCCGCAGCGCAAGACCCTCGAG
GGCCTCATCTCCATGTACGCCCTGTGCAGCGAGCTGCGCGAGACCACCCGGATGTCGATGATCACGTCGATCT
GGCTGGTCAGGAACGTCGTGTACGAAGTGGGCCGGCAGCTGGTCGACGAGGGCGTGCTGCACTCCCTGGAC
GAGGTGGCCTTCCTGGACTTCGCCGACGTACGCGGCTACTTGGCCGGTGAGCTGCCCGCGCGCGAGGCGTTCT
CGCGGCCCGTGATCGAGGAGCGGCGGCGCGTGCACGAGTACCACAACCGGCTGCCGGAGCCGCCGLCTCACCT
TCGTCGGCGAGCACGACTGCACCCGCGCGGTGCGGCCGGTGAAGGAGGGGACGCGCCTGGAGGGGLCTCGGC
TCGTCGCCCGGGCGGATCGTCGGCCGGGCCCGCATCGTCGAGGACCTGGTGTGGCAGGCCGACGAGTTCCAG
GCCGGCGAGATCCTCGTCACCCGCCACACCGACGCGTCCTGGACGCCTCTGTTCGCCATCGCCGGCGGLGTCG
TCACCGACATCGGGTCGATGCTCTCGCACAGCTCCATCGTGTCGCGGGAGTTCAACGTGCCCTCGGTGGTCAA
CACCAAGTACGCCACGCAAGTGATCAACACCGGCGACATGGTCATGGTCGACGGCGACACCGGAGTCGTCGA
GGTCGTGGAGGGCTGA

lac Operator

mcpH_synth

pET28a(+)::mcpH_synth

8146 bps

Sall

Abbildung A 25. Vektorkarte von pET28a(+)::mcpH_synth. Das Plasmid wurde von GenScript USA Inc.
(Piscataway, NJ, USA) erworben.

Der Vektor pET28a(+)::mcpH_synth wurde von GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA) erworben. Es
wurden in E. coli und P. putida selten vorhandene Codons durch Einfligen stummer Mutationen

manuell abgedndert und Sacl und Xhol Schnittstellen innerhalb des Gens entfernt. Die Anderungen

sind hervorgehoben.

Nukleotidsequenz von mcpH_synth:

ATGGAGCTCATGACGACGAAGGCGACCACCGACACGCCCACCGCCGACGACACCGLCACGGGTECLCGLCGCC
ACCGCGGCCGCCGACACCCCCGAGAGCACCGGGAGCACCGAGAGCACCGAGAGTCCCCAGGCTACCACCGAC
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CGCCCGGCCGATGCCCCGCACGCCGACCTCGTCGCCGTGCTCGGCCGCCCCCACACCGCCACCCCCGACGAAC
TCGGCGGCAAGGGGGCCCGGCTCGACGAGCTGACCGCGGLCGGGLCCTCCCGGTGCCGCCCGCGTTCTGCCTCA
CCACCGGCCTGTTCGACCTGTTCCTGCGCGAGAGCGGCCTCGCCGCCGAGATCCGCGCCGCCGAGGLLLGGE
CCGAACCAGCCCTCACCGTGCGCGAGGCGATCCTCGCCCGGGACGTCCCCGAGCCGATCGCCCGTACGATCCT
CGCGGCGTACGAGGACCTGGGCCGCCCCCGCGTCGCGGTGCGCTCCTCCGCGCCGCGCGAGGACTCCGCCGA
GCGGTCCTTCGCGGGCCAGCACGACACGGTCCTCGACGTGTCGGGGGACGCGGCGCTGCTCGACGCGGTCAA
GGTCTGCTGGGCGTCGCTGTGGTCGGACCGGGCGGCCGCCTACCGCTCGGGGCCTGGCCCCGCGGGCTCCAT
CGCCGTCGTGGTGCAGGAGATGGTGCCCGCCGACGTCAGCGGTGTCCTGTTCACCGTCGACCCGATCGGCGG
CCGCCCCAACCGCCTCGTGGTGGAAGCCTGTTGCGGGCTCGGCGAGGGCCTGGTGTCGGGCCGGGTCTCCAG
TGACTTCTTCGTCGTGGACGACCGCACGCTCGACGTCGTCGAGGAACGCGTCCGCTACAAGGTCACCAAATGC
GCCTCGCTCTCCCCCGGCCGCATCGGCATGACGAAGGTCGACGCCGCCGACCGGGACGCCCLCTGLCTGACCC
GCGACCAGCTCGCGGCCCTGGCCCGGCTCGCCCTGGACGTGCGCGACCGCTACGGCACCGAGCAGGACATCG
AGTGGGCGCTGCGCGACGGCACCCTGCACCTGCTGCAGGCCCGCCCGATCACCACCCGGCCCCGLCCCGAGA
CCTCCGACGACGCCCGCAGCCCCTACCTCCCCCAGCACCTGAAGGAACTCCCGGACGCCACCCGGCACGGCAC
CCTGTGGTCCCGCATGGACATCGGCGAGATCTTCGTCGGCCTGATGTCGCCGCTCGGCCTGAGCTTCGCCCGG
CACTACCAGGACCATGTGCACGGCGACTGCGCGGCGGCCCTCGGCGTGCGCGACACCGGCGACGTCGGCCTG
CACATGGGCTTCTTCCAGGGCCACGTCTACCTGAACATCTCCTACACCGCGTACCTGCTCGGCCAGGCCGTGCC
CACCCGCGACCAGCGGCACTTCACGCGCCGCTTCGTCAGCGAGGAGGTGGACCTGGCGACGTACGAGAACCC
CTTCGGCACCTTCCCCGGCGGCATGGCGGACCTGCTGTCCACGACGCACTGGCTGCGGGCCACCGGCAACGA
GATGCTGGTCATGAAGGGCCGCGCCCGCGACATGGCCGAGGCCCGCCTGTACGAGTTCGACCGCGCCLGGLG
CCTGGACCTGACCCGCATGGGCCGCCGCGAACTGCACGCCGAACTCACCCGCTACCTCGACTACTTCCACGAC
GCGCACGTCGGCTACATGCCGTACTACATCAACGCGTTCGGGTTCTACGGCATCCTCACCGAGCTGTGCGCCA
AGTGGCTCGGCTCCGCGGGCGACAACCTGCAGAACCGCATCAAGACCGACATGTCGAGCCTGCGCACGGTGG
CATCGGCGCAGGAGATCTGGAGCGAGACGCAGGCCGCGAAGGCCCGCCCCCGGGTCAAGGAGATCATCGAG
GCGGCCCCGCTGGAGGAGGTCGCGGACAAGCTGCGCGCGGACCCGGACGGCGAGGCGTTCTGGCAGTCGCA
GATGGAGCCGTTCCTGCGCGCCAACGGCACCCGGGGCCGCCAGGAGATGGAACTCACCCATCAGCGCTGGAT
CGACGACCCGTCGTACATCTTCCAGATGATCCGCCGCTACGCCGCGGACGGCTTCACCGCCGACGACATCATG
GGCCGCAGCCGCGCGCGCCAGGAGGGCGACACCCGCGCCGTCCTGAAGAAACTGCCGCTGCCGCAGCGCAA
GACCCTCGAAGGCCTCATCTCCATGTACGCCCTGTGCAGCGAGCTGCGCGAGACCACCCGGATGTCGATGATC
ACGTCGATCTGGCTGGTCCGCAACGTCGTGTACGAAGTGGGCCGGCAGCTGGTCGACGAGGGCGTGCTGCAC
TCCCTGGACGAGGTGGCCTTCCTGGACTTCGCCGACGTCCGCGGCTACTTGGCCGGTGAGCTGCCCGCGCGLG
AGGCGTTCTCGCGGCCCGTGATCGAGGAGCGGCGGCGCGTGCACGAGTACCACAACCGGCTGCCGGAGCCG
CCGCTCACCTTCGTCGGCGAGCACGACTGCACCCGCGCGGTGCGGCCGGTGAAGGAGGGGACGCGCCTGGA
GGGGCTCGGCTCGTCGCCCGGGCGGATCGTCGGCCGGGCCCGCATCGTCGAGGACCTGGTGTGGCAGGCCG
ACGAGTTCCAGGCCGGCGAGATCCTCGTCACCCGCCACACCGACGCGTCCTGGACGCCTCTGTTCGCCATCGC
CGGCGGCGTCGTCACCGACATCGGGTCGATGCTCTCGCACAGCTCCATCGTGTCGCGGGAGTTCAACGTGCCC
TCGGTGGTCAACACCAAGTACGCCACGCAAGTGATCAACACCGGCGACATGGTCATGGTCGACGGCGACACC
GGCGTCGTCGAGGTCGTGGAGGGCTGA

Aminosduresequenz von McpH_synth:

MTTKATTDTPTADDTATGPAATAAADTPESTGSTESTESPQATTDRPADAPHADLVAVLGRPHTATPDELGGKGA
RLDELTAAGLPVPPAFCLTTGLFDLFLRESGLAAEIRAAEARAEPALTVREAILARDVPEPIARTILAAYEDLGRPRVAV
RSSAPREDSAERSFAGQHDTVLDVSGDAALLDAVKVCWASLWSDRAAAYRSGPGPAGSIAVVVQEMVPADVSGV
LFTVDPIGGRPNRLVVEACCGLGEGLVSGRVSSDFFVVDDRTLDVVEERVRYKVTKCASLSPGRIGMTKVDAADRD
APCLTRDQLAALARLALDVRDRYGTEQDIEWALRDGTLHLLQARPITTRPRPETSDDARSPYLPQHLKELPDATRHG
TLWSRMDIGEIFVGLMSPLGLSFARHYQDHVHGDCAAALGVRDTGDVGLHMGFFQGHVYLNISYTAYLLGQAVP
TRDQRHFTRRFVSEEVDLATYENPFGTFPGGMADLLSTTHWLRATGNEMLVMKGRARDMAEARLYEFDRARRLD
LTRMGRRELHAELTRYLDYFHDAHVGYMPYYINAFGFYGILTELCAKWLGSAGDNLQNRIKTDMSSLRTVASAQEI
WSETQAAKARPRVKEIIEAAPLEEVADKLRADPDGEAFWQSQMEPFLRANGTRGRQEMELTHQRWIDDPSYIFQ
MIRRYAADGFTADDIMGRSRARQEGDTRAVLKKLPLPQRKTLEGLISMYALCSELRETTRMSMITSIWLVRNVVYEV
GRQLVDEGVLHSLDEVAFLDFADVRGYLAGELPAREAFSRPVIEERRRVHEYHNRLPEPPLTFVGEHDCTRAVRPVK
EGTRLEGLGSSPGRIVGRARIVEDLVWQADEFQAGEILVTRHTDASWTPLFAIAGGVVTDIGSMLSHSSIVSREFNV
PSVVNTKYATQVINTGDMVMVDGDTGVVEVVEG
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marH — Ligase aus S. sp. CNQ-617

bla (Amp")
\

|
5000

pUC57_marH_&ynth
o 5430 bps

2000
N

marH_synth

Abbildung A 26. Vektorkarte von pUC57::marH_synth. Das Plasmid wurde von GenScript USA Inc. (Piscataway,
NJ, USA) erworben.

lac Operator

marH_synth
pET28a(+)::marH_synth
~ 8008bps

Abbildung A 27. Vektorkarte von pET28a(+)::marH_synth. Das Plasmid wurde von B. Sc. Annabel Arens im
Rahmen ihrer Bachelorarbeit erstellt.[2>

Der Vektor pUC57::marH_synth wurde von GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA) erworben. Das
Gen marH_synth wurde codonoptimiert® fiir P. putida KT2440. Zusatzlich wurden upstream des Gens
Sequenzen fir eine EcoRl und Ndel Schnittstelle eingefligt und downstream fir Sacl, Xbal und Xhol.

Die Schnittstellen sind kursiv markiert.

45 November 2018: http://www.jcat.de/ 412
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Abbildung A 28. Sequenzvergleich der Nukleotidsequenzen von marH und marH_synth. [Die Unterschiede sind

in grau hervorgehoben].
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Nukleotidsequenz von marH_synth:

ATGACCACCCACGCCACCGACACCCCGGTGACCGGCGAATACGCCGACCAGGTGGTGCTGCTGGGCGLCGGL
CCGCAGCCGGACCCGGCCGTGCTGGGCGGCAAGGCCGCCCGCATCGGCGAAATGCTGGCCGACGGLCTGCC
GGTGCCGCCGGCCTTCTGCCTGACCACCGAACTGTTCGCCGCCTACCTGTCGGAAACCGGCCTGGCCTCGGAA
CTGCGCGGCACCGACTCGCGCTCGGCCCGCGAACGCGTGCTGGCCACCGGCATCCCGCCGGCCATCGCCGAA
GCCATCATCGCCGGCTACACCCGCCTGGGCCGCCCGCGCGTGGCCGTGCGCTCGTCGGCCCTGCGCGAAGACT
CGGCCGGCCAGTCGTTCGCCGGCCAGCACGACACCATCCTGGACGTGTCGGGCGACGCCGACCTGCTGGACG
CCGTGCGCACCTGCTGGGCCTCGCTGTGGTCGGACCGCGCCACCGCCTACCGCGACGACGACTCGGCCCCCGG
GCGCCATCGCCGTGGTGGTGCAGGAAATGGTGCACGCCGACGTGTCGGGCGTGGCCTTCACCGTGGACCCGG
TGTCGGCCCGCCCGCACCGCATCGTGGTGGAAGCCTGCCAGGGCCTGGGCGAAGGCCTGGTGTCGGGCCGLG
TGTCGTCGGACTACTTCGTGCTGGACGACCGCACCCTGGAAGTGGTGGAAGAACGCGTGCGCCACAAGGTGA
CCAAGTGCGCCCCGCTGGCCCCGGGCAAGATCGGCATGACCCGCGTGGAAGCCGCCGCCCGCAACGTGLCGT
GCCTGTCGCGCGAACAGCTGGCCGAACTGTCGCGCCACGCCCTGCGCCTGCGCTCGCGCTACGGCGCCGAACA
GGACATCGAATGGGGCATGCGCGACGGCGCCCTGTGGTTCTTCCAGACCCGCCCGATCACCACCLGLLCCGGEC
GCCGGCTCGGGCGACCGCCCGGGLCGGCGCCCGCTCGCCGTACGTGACCCCGCAGAAGGACGCCATCGAACAG
GGCACCCTGTGGTCGCGCATGGACATCGGCGAAATCTTCGTGGGCCTGATGACCCCGCTGGGCCTGTCGTTCG
CCCGCTACTACCAGCAGCACGTGCACCTGGACTGCACCTCGGCCCTGGGCGCCCGCGTGACCGGCGACCCGGA
CCTGCCGATGGGCTACGTGCAGGGCCACGTGTACCTGAACATCTCGTACTCGGCCTACGTGATGGCCCAGTGC
CTGCCGACCCGCGACCAGTGGCGCTTCACCTCGCGCTTCGTGTCGGAAGAAGTGGACCTGACCGGCTACGAAA
ACCCGTTCGGCCGCTTCCCGGGCGGCCTGACCGACGCCCTGTCGATCGCCTTCTGGCTGCGCACCACCGCCAAC
GAACTGACCGACATGAAGGCCCGCGCCGAACGCATGTCGTCGTCGCGCGCCTACGAATTTGACCGCGACCGC
GCCCTGGACCTGACCCGCATGGGCCGCTCGGAACTGGACATGGAACTGAAGCGCCGCCTGGGCTACTTCCAC
GACATGCACGTGGGCTACATGCCGTACTACATCCACGCCTTCGGCTTCTACGCCGTGCTGGCCGAACTGTGCAA
GCAGTGGCTGGGCGACGAAGGCGTGAACCTGCAGAACCGCGTGAAGACCGACATGTCGAACCTGCGCACCGT
GGAATCGGCCAAGGAAATCTGGTCGGTGGCCCAGGCCGCCAAGGACCGCCCGCGCGTGCTGGAACTGATCGA
AGAACTGCCGCTGGACGGCATCGAAGAAGCCCTGCGCGCCGACGAAGAAGGCCGCGAATTTTGGCAGGAAC
AGATGGAACCGTTCCTGCGCGCCCACGGCACCCGCGGCCCGCAGGAAATGGAAATCACCCACCCGCGCTGGA
TCGACGACCCGTCGTACGTGTTCCAGATGATCCGCCGCTACGCCGCCGACGGCTTCTCGATCGACGACATCCTG
CGCCGCTCGGGCGGCCGCCAGGACGCCTCGCACACCGTGCTGAAGCAGCTGCCGCTGCCGAAGLGLLGLGLC
GTGGAAGCCGCCATCTCGATGTACCGCACCTACTCGGAACTGCGCGAAGTGACCCGCATGTCGATGATCACCT
CGATCTGGCTGGTGCGCAACGTGGTGTACGAAGTGGGCCGCCGCCTGCTGGAAGCCGGCGTGCTGCACTCGA
TGGACGAAGTGGCCTACCTGGACTTCGAAGACATCCGCGCCTACCTGGCCGGCGAACTGTCGGAAGCCGAAG
CCTTCGACCGCGCCAAGATCGACGGCGCCCGCCGCCTGCACGAATACCACAAGCGCCTGCCGGAACCGLCGCT
GACCTTCGTGGGCGAACACGACCCGGCCTCGGCCGTGCGCCCGGTGCCGGACGGCGAACACCTGGAAGGCCT
GGGCTCGTCGCCGGGCCGCGTGGTGGGCCGCGCCCGCGTGGTGGAAGACCTGGTGTGGCAGGCCGACGAAT
TTCAGGCCGGCGAAATCCTGATCACCCGCTACACCGACGCCACCTGGACCCCGCTGTTCGCCATCGCCGGCGG
CGTGGTGACCGACATCGGCTCGATGCTGTCGCACTCGTCGATCGTGGCCCGCGAATTTAACGTGCCGTCGGTG
GTGAACACCAAGTTCGCCACCCAGGTGATCCACACCGGCGACCTGATCGTGGTGGACGGCGACGCCGGCACC
GTGGAAGTGGTGGAAAACTCGGAGCTCTGA

Aminosauresequenz von MarH_synth:

Durch das Einfligen der Restriktionsschnittstellen ist das Protein MarH_synth um zwei Aminosduren

C-terminal verlangert.

MTTHATDTPVTGEYADQVVLLGAGPQPDPAVLGGKAARIGEMLADGLPVPPAFCLTTELFAAYLSETGLASELRGT
DSRSARERVLATGIPPAIAEAIIAGYTRLGRPRVAVRSSALREDSAGQSFAGQHDTILDVSGDADLLDAVRTCWASL
WSDRATAYRDDDSAPGAIAVVVQEMVHADVSGVAFTVDPVSARPHRIVVEACQGLGEGLVSGRVSSDYFVLDDR
TLEVVEERVRHKVTKCAPLAPGKIGMTRVEAAARNVPCLSREQLAELSRHALRLRSRYGAEQDIEWGMRDGALWF
FQTRPITTRPAAGSGDRPGGARSPYVTPQKDAIEQGTLWSRMDIGEIFVGLMTPLGLSFARYYQQHVHLDCTSALG
ARVTGDPDLPMGYVQGHVYLNISYSAYVYMAQCLPTRDQWRFTSRFVSEEVDLTGYENPFGRFPGGLTDALSIAFW
LRTTANELTDMKARAERMSSSRAYEFDRDRALDLTRMGRSELDMELKRRLGYFHDMHVGYMPYYIHAFGFYAVLA
ELCKQWLGDEGVNLOQNRVKTDMSNLRTVESAKEIWSVAQAAKDRPRVLELIEELPLDGIEEALRADEEGREFWQE
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QMEPFLRAHGTRGPQEMEITHPRWIDDPSYVFQMIRRYAADGFSIDDILRRSGGRQDASHTVLKQLPLPKRRAVE
AAISMYRTYSELREVTRMSMITSIWLVRNVVYEVGRRLLEAGVLHSMDEVAYLDFEDIRAYLAGELSEAEAFDRAKID
GARRLHEYHKRLPEPPLTFVGEHDPASAVRPVPDGEHLEGLGSSPGRVVGRARVVEDLVWQADEFQAGEILITRYT
DATWTPLFAIAGGVVTDIGSMLSHSSIVAREFNVPSVVNTKFATQVIHTGDLIVVDGDAGTVEVVENSEL

9.6.3 Vektorkarten — Ligasen im pET32a(+) Vektor

pigC — Ligase aus S. marcescens

Xhol
Aval
Notl

Hindlll EcoR
Sall
Sacl
Nhel

| bla (Am

Trx:His,: Thrombin:S-TagpigC

pPET32a(+): :piz%(g
_soo0 8544 bps

8000
Ncol

EcoRI \

Ndel lac Operator  Jacl

Ndel

Abbildung A 29. Vektorkarte von pET32a(+)::pigC.

Nukleotidsequenz von pigC:

Die unterstrichenen Nukleotide stammen von den verschiedenen an das Gen fusionierten Elementen

hervorgehoben.

An Position 6081 des Vektors pET32a(+)::pigC (Position 396 des Gens pigC) und Position 6420 des
Vektors pET32a(+)::pigC (Position 735 des Gens pigC) befinden sich stille Mutationen (an beiden
Stellen wurde Guanin gegen Adenin ausgetauscht, siehe Markierung).

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCC
TCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGA
ATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATC
CGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAG
GTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCAT

ATAAAACGCTGGAACCCCATCGCCTGGGCGGCAAAGCCCATTCGTTGAATCATTTGATTCAGGCGGGCTTGC
CGGTGCCGCCGGCGTTTTGCATCACCGCGCAGGCTTACCGGCAGTTTATCGAATTCGCCGTGCCGGGAGCGC
TGCTCGACACGGGCGCGCCGGGCAACGTGCGCGATATGATTTTGAGCGCCGCCATCCCCGCCCCGCTCGATC
TGGCGATCCGTCACGCCTGCAAACAGTTGGGCGACGGCGCCTCGCTCGCCGTGCGCTCTTCGGCGCTGGAAG
AAGACGGCCTGACCCACTCTTTCGCCGGGCAATACGACACTTACCTGCACGTGCGCGGGGATGACGAGGTG

GTACGCAAGGTGCAATCCTGCTGGGCGTCGCTCTGGGCGGAACGCGCCGCCCAGTATAGCCGGACATCGGC
GGCGCAGAGCGATATCGCCGTCGTCTTGCAAATCATGGTGGATGCAGACGCCGCCGGCGTCATGTTTACCCA
AGATCCGCTGACAGGCGATGCCAACCACATCGTCATCGACAGCTGCTGGGGGCTGGGGGAAGGCGTGGTCT
CCGGACAGGTCACCACCGACAGCTTCATTTTGGATAAGGCGAGCGGCGAGATCCGCGAGCAGCAAATTCGT
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CACAAACCGCACTATTGCCAACGCGATCCGCAGGGACGGGTCACGCTGCTGCAAACACCTGAAGCCAGGCG
AGACGCCCCCAGCCTAACCCCGGAACAGCTGCAACAGCTTGCCAGGCTGGCCAGGCAAACGCGGATGATTT
ACGGCGCGGAACTGGATATCGAATGGGCGGTGAAAGACGATCGCGTGTGGCTCCTGCAGGCGCGGCCGAT
CACCACGCAGGCCAAACCGGTTCAGATGCTTTACGCCAACCCGTGGGAAAGCGATCCGGCGATCAAGGAAC
GGGCCTTTTTCTCCCGAATGGACACCGGCGAGATCGTCACCGGCTTGATGACGCCGCTGGGGCTGTCGTTTT
GCCAGTTCTACCAAAAGCATATTCATGGCCCGGCGATCAAAACCATGGGGCTGGCGGATATCGGCGATTGG
CAGATTTATATGGGGTATTTGCAAGGCTACGTCTATCTGAATATCTCCGGATCGGCCTACATGCTCCGCCAAT
GCCCGCCCACCCGCGACGAAATGAAGTTCACGACCCGCTACGCCACCGCCGATATCGATTTCAGCGGGTACA
AAAACCCCTATGGCCCTGGCGTACAGGGATGGGCTTATCTCAAGAGCGCCTGGCATTGGCTGAAACAGCAG
AGGCATAACCTGCGCAGCGCCGGCGCGACCGTCGATGCCATGATCGCCCTGCGCCAGCGCGAAACGCGCCG
CTTTCTGGCGCTGGATCTGACCACCATGACGCATCAGGAGCTGGAGCGGGAACTCAGCCGCATCGACGGTTA
CTTCCTCGACAGCTGCGCCGCCTATATGCCCTTCTTCCTTCAGTCGTTCGCGCTCTACGATGCGCTGGCACTGA
CCTGCGAACGTTACCTTAAAGGCCGCGGCAACGGATTGCAAAATCGCATCAAGGCGTCGATGAACAACCTAC
GCACCATCGAAGTCACGCTGGGCATTCTCAGCCTGGTGGAGACGGTCAATCGTCAACCGGCGTTGAAGGCC
GTGTTCGAGCGACACAGCGCACAGGAACTGGTCACCGTCCTGCCCACCGATCCCGAATCGCGCGCCTTCTGG
CAAAGCGACTTCAGCGCCTTCCTGTTCGAATTCGGCGCCCGTGGCCGCCAGGAGTTCGAATTGAGTCTTCCGC
GCTGGAACGACGATCCCAGCTACCTGCTGCAAGTGATGAAAATGTATCTGCAACATCCGGTGGATCTGCACA
CGAAACTGCGGGAAACAGAGCGGCTGCGCCATGAAGACAGCGCGACGCTGCTTAAAGCGATGCCCTGGTTT
GGCCGGATGAAGCTGAAGTTCATCACCAAACTGTATGGCGTGATGGCCGAACGCCGCGAAGCGACCCGGCC
AACCTTCGTCACCGAAACCTGGTTCTACCGCCGCATCATGTTGGAAGTGCTGCGGCGCCTGGAGGCGCAAGG
CCTGGTCAAACAGGCCGATCTGCCCTATGTGGACTTCGAGCGCTTCCGCGCGTTTATGGCGGGGGAACAGTC
GGCGCAGGAGGCGTTCGCCGCCGATCTGATCGAGCGCAATCGCCACCAGCATCTGCTGAACCTGCATGCGG
AAGAGCCGCCGATGGCGATCGTCGGGGGGTATCAGCCCAGGATGAAAGCCCCCACGGCGGAAAACGCCGC
CGGCATGCTGTCCGGCCTGGCGGCCAGCCCCGGCAAAGTGGTGGCGAAAGCGCGCGTCATCACCGATCTGC
TGGCGCAGGCCGGCGAGCTGCAGCCCAACGAAATCCTGGTGGCGCGCTTTACCGACGCCAGCTGGACCCCG
CTCTTCGCGCTGGCGGCGGGCATCGTCACCGATATCGGCTCCGCGCTGTCCCACAGCTGCATCGTCGCACGCG
AATTCGGCATCCCCGCGGCGGTCAATCTCAAGAACGCCACCCAGCTGATCAACAGCGGCGACACCTTGATTC
TCGACGGCGACAGCGGGACGGTCATTATTCAACGCGGAGAACGTGCCGATGGCTAG

Aminosauresequenz von PigC:

Die unterstrichenen Aminosduren stammen von den verschiedenen, fusionierten Elementen:

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIP
TLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLYPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDL
GTDDDDKAMNPTLVVELSGDKTLEPHRLGGKAHSLNHLIQAGLPVPPAFCITAQAYRQFIEFAVPGALLDTGAPG
NVRDMILSAAIPAPLDLAIRHACKQLGDGASLAVRSSALEEDGLTHSFAGQYDTYLHVRGDDEVVRKVQSCWAS
LWAERAAQYSRTSAAQSDIAVVLQIMVDADAAGVMFTQDPLTGDANHIVIDSCWGLGEGVVSGQVTTDSFIL
DKASGEIREQQIRHKPHYCQRDPQGRVTLLQTPEARRDAPSLTPEQLQQLARLARQTRMIYGAELDIEWAVKDD
RVWLLQARPITTQAKPVQMLYANPWESDPAIKERAFFSRMDTGEIVTGLMTPLGLSFCQFYQKHIHGPAIKTM
GLADIGDWQIYMGYLQGYVYLNISGSAYMLRQCPPTRDEMKFTTRYATADIDFSGYKNPYGPGVQGWAYLKS
AWHWLKQQRHNLRSAGATVDAMIALRQRETRRFLALDLTTMTHQELERELSRIDGYFLDSCAAYMPFFLQSFAL
YDALALTCERYLKGRGNGLQNRIKASMNNLRTIEVTLGILSLVETVNRQPALKAVFERHSAQELVTVLPTDPESRA
FWQSDFSAFLFEFGARGRQEFELSLPRWNDDPSYLLQVMKMYLQHPVDLHTKLRETERLRHEDSATLLKAMPW
FGRMKLKFITKLYGVMAERREATRPTFVTETWFYRRIMLEVLRRLEAQGLVKQADLPYVDFERFRAFMAGEQSA
QEAFAADLIERNRHQHLLNLHAEEPPMAIVGGYQPRMKAPTAENAAGMLSGLAASPGKVVAKARVITDLLAQA
GELQPNEILVARFTDASWTPLFALAAGIVTDIGSALSHSCIVAREFGIPAAVNLKNATQLINSGDTLILDGDSGTVII
QRGERADG
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tamQ - Ligase aus P. tunicata D2 (DSM 14096)

Xhol
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Notl
Hindlll
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Trx:His,: Thrombin:S-TagtamQ

pET32a(+): :tamog
_sooo 8571 bps

8000

\
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Abbildung A 30. Vektorkarte von pET32a(+)::tamQ.

Nukleotidsequenz von tamQ:

Die unterstrichenen Nukleotide stammen von den verschiedenen an das Gen fusionierten Elementen

hervorgehoben.

An Position 8040 des Vektors pET32a(+)::tamQ (Position 2355 des Gens tamQ) befindet sich eine
stille Mutationen (Cytosin wurde gegen Thymin ausgetauscht, siehe Markierung).

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCC
TCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGA
ATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATC
CGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAG
GTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCAT

GCGATAATATTTTCCGCTTTACAGATATGCCGCTTCAGTCGGTATCACATATTGGTGGCAAAGGAGCCTCATT
GTGTGCAATGTCAGCCGCAGGTCTTCCGGTTCCTGCAGGTGTTTGTTTGAGTGTGGCTTTGTTTGATGACTTT
GCGGCGCACATTGAGCTACTGACAAGGTTCGACCTTACTGAGGGGTATGAACAGTGGCAAGCTGCTGCCAA
AGCGATTAAAGAGTCTCCATTACCAAATACATTACAAGATACGATAAGCGCTGCAATAGCACACCTAAAAGG
GCCGTTGGCTGTTCGTTCATCAGCACTTGATGAAGATGGTGAAAGTAGCTCTTTTGCTGGGCAACATCTGACT
AAATTGGCCTTGTGCGGGCTTGATACTATCCTCGATGCGATTAAAGAATGTTGGGCATCTGCTTTTAGCGAG
GCTGCGTATCGCTATCGTCAGCATACCGACAAACACCTCGACATGCCTCGTATGGCGGTGGTTGTGCAACAG
ATGCAATTTGGAGATGTTTCAGGCGTCGCGTTTGGTCAACATCCAACGACCTTTGCTCGTGATGCCTTTTTGG
TTGAAAACTGTTTTGGTTTGTGTGAAGGGTTGGTTTCTGGTCAGGTTGTTAGCGATAGCTGGCAAATTGATA
AAGCGTCGGGCGAAGTAAGGGAAGTGACTATCGCCGATAAATCTGAGCAAATAATTTATCTAGATGGCGAA
ATACAAAAGGTTGCGGTATCCGACGAGCAGCGCCAACAACCTGCTTTAGGGCCAATGGCACAGCAGGCGTT
ATACACCTTATTATGTAAAGTTGAAGCTTATTTTGGTGTGCCACAAGATGTGGAGTGGACCTGGAGTGAAGG
AAAAATTTGGTTATTACAAAGCCGCCCTATCACGACACATGCACCGCAACTCGATGATTTTTACCTAGGTTCT
CGAGATGTTGACTTGCAAAAAACCATGTTATGGTCACGTATGGATATTGGGGAAATATTCACCGGTCGCATG
ACGCCGCTTGGTTTATCATTTGCCCGTTACTATCAGCAACAGGTCCACACAGGTTGTGGTAAAGGGTTAGGTT
TGTTGGACTTAGGTGAGGCGGATGAAACCATCGCCTATTATCGAGGTCATGTATATCTCAATGTTTCTTATAC
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TGCTTGGCAATTGGCTCAAACTCCAATTGGTGAAGATCAATTGCCGTTTTTACAGCGTTTCAGTAGTGAGGCT
ATTGATTTAGCAGGTTACCGCAATCCTTATGGCGAAAAGCATAGCCATCAGGATTATAGCGCCAAACAGTGC
ACTCGTTATTGGCTGAAAAAGAACATTAAAGAGCTCTTTTGTGCCAAACGTCGTGCGCGCAGTATGATAGCT
TCGCGCTATAAACAGTTCGACCGGGCTCAGCAAAAACCACTGCAGCAGCTTTCTTTAGAGCAGTTGGCCGCA
GAAATGCGACATGCTTTGGCTTATTTTAAAGCCATGCATGAAGGTTATTTGCCTTACTACATTAACGCTTTTGC
CTGTTACGGAATTTTAGAGGAATTAAGTGCACTGTGGCTTGGCGACAAAGGTAAACAATTACATAACCAAAT
TAAAGGCGATATGTCTAACTTGCGAACTGTTGCAAGTGCACAGGAGCTGTGGCTGCTGTGCCAACAATTAGC
CGATTGGCCACAAGTGAAGCAAGCATTTTTAGATTTAGAGCTGGACGAACTTGAAGTATTTCTCAATGAACA
TCAAGCTGGAATTAAATATTCTCGTGGTCCATTAGCGCAGTTTATGCGCGAAAATGGTGTGCGTGCACGCGA
AGAAATGGAGCTGACACATCCACGCTGGCTCGATGACCGAACTTATTTATTGCAGATGATTAAAGTGTATCT
GCATCAAGGTTATGCGGTAGATGACGCCATCGCCACACAACAACGTAAGCAACGTAAAAACAGCAATGAAA
TATTAAAAACAATCCCTTGGTATCAACGCCGAGTAATGAAGCTGGTCATTTCGCTCTACAGTGGTTGTGCCAA
ATTACGTGAAGAGACACGTATGAGTATGGTGACCTCCATCTGGTTAGTTCGTCGTATTGTTTATGAACTAGG
ACAGCGTTTGGTTGCAACTCAGCAACTCACATCACTGGATGATATTGCTTATTTAGATTTTGCAGAGATCTTA
AGTTATCTTGAAAAGCGCATCGATGTGCACCAGCTCACTGAGCCTGCAAAGCTTGCACAACGTCAATCGGCT
TATCATCTTTGGCAATCAATGCCTGAGCCACCGTTAACCTTTATTGGCTCGCCAAAGAGCCAACCGGATTTAA
TTTTAGATCCAACATTGACACAGCTGTCTGGCCTTGCCACTTCAGCCGGTTTTTGCCGTGGCAAAGCATGTGT
GATCACTGATTTAGCCAAGCAAGCAGGGCAATTTAAAAAAGGCGATATATTAATTGCTCCTTTTACCGATGC
ATCTTGGACGCCACTTTTTGCACTTGCGGGTGCGGTAGTGACAGACATTGGCTCAATGTTGTCTCACAGTTCC
ATTGTTGCCAGAGAATTTGGCATCCCATGTGTGGTCAATACCAATCATGCCAGCGCGTTGTTTAAATCTGGCG
ACATGCTGATAGTTGATGCACAAAATGGCATCGTAGTTTTAGATAAGGAAAGTTAA

Aminosduresequenz von TamQ:

Die unterstrichenen Aminosduren stammen von den verschiedenen, fusionierten Elementen:

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGIP
TLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDL
GTDDDDKAMINAAMKLSTESDNIFRFTDMPLQSVSHIGGKGASLCAMSAAGLPVPAGVCLSVALFDDFAAHIEL
LTRFDLTEGYEQWQAAAKAIKESPLPNTLQDTISAAIAHLKGPLAVRSSALDEDGESSSFAGQHLTKLALCGLDTIL
DAIKECWASAFSEAAYRYRQHTDKHLDMPRMAVVVQQMQFGDVSGVAFGQHPTTFARDAFLVENCFGLCEG
LVSGQVVSDSWQIDKASGEVREVTIADKSEQIIYLDGEIQKVAVSDEQRQQPALGPMAQQALYTLLCKVEAYFG
VPQDVEWTWSEGKIWLLQSRPITTHAPQLDDFYLGSRDVDLQKTMLWSRMDIGEIFTGRMTPLGLSFARYYQQ
QVHTGCGKGLGLLDLGEADETIAYYRGHVYLNVSYTAWQLAQTPIGEDQLPFLQRFSSEAIDLAGYRNPYGEKHS
HQDYSAKQCTRYWLKKNIKELFCAKRRARSMIASRYKQFDRAQQKPLQQLSLEQLAAEMRHALAYFKAMHEG
YLPYYINAFACYGILEELSALWLGDKGKQLHNQIKGDMSNLRTVASAQELWLLCQQLADWPQVKQAFLDLELDE
LEVFLNEHQAGIKYSRGPLAQFMRENGVRAREEMELTHPRWLDDRTYLLQMIKVYLHQGYAVDDAIATQQRK
QRKNSNEILKTIPWYQRRVMKLVISLYSGCAKLREETRMSMVTSIWLVRRIVYELGQRLVATQQLTSLDDIAYLDF
AEILSYLEKRIDVHQLTEPAKLAQRQSAYHLWQSMPEPPLTFIGSPKSQPDLILDPTLTQLSGLATSAGFCRGKACV
ITDLAKQAGQFKKGDILIAPFTDASWTPLFALAGAVVTDIGSMLSHSSIVAREFGIPCVVNTNHASALFKSGDMLI
VDAQNGIVVLDKES
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treaP - Ligase aus P. citrea (DSM 8771)
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Abbildung A 31. Vektorkarte von pET32a(+)::treaP.

Nukleotidsequenz von treaP:

Die unterstrichenen Nukleotide stammen von den verschiedenen an das Gen fusionierten Elementen

hervorgehoben.

An Position 6408 des Vektors pET28a(+)::treaP (Position 723 des Gens treaP) befindet sich eine stille
Mutation (Guanin wurde gegen Adenin ausgetauscht, siehe Markierung).

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCC
TCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGA
ATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATC
CGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAG
GTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCAT

TTAATGATGGGATTGTTCATTTTGATAGCCAACAATCCGCCTCTGTAGAACTGGTTGGCGGAAAAGGCGCAT
CTTTATGTGCCATGCATAATGCAGGTCTGCCCGTCCCTATCGGCTACTGCATTACAGTCAATGTATTTGAAGA
GTTTTTACAACAAACTGAACTACTGAGTCGATTTGATCCGAGTAAAGGCGTCACTGAGTGGCGTGCATTAGC
AACCGCAATTACAAGCGTTGCCATGCCGGAACAAATTGCCACACAGATAAGCAATGCAAGTGCGTTATTAAT
TGGCCCCGTCGCCGTTCGCTCTTCTGCAACAGATGAAGACAGTGATAGTCATTCGTTTGCAGGGCAACACGTC
ACAAAACTCGCTGTTGAAGGCATAGACCATATTCTTGAAGCTGTTCAGGCATGCTGGGCATCAGCTTTTAGC
GAAGCAGCCTTTCAATATCGCCAAACAACAGGTCAAACAACGGATATTCCGAAGATTGCAGTCGTGGTACA
GCAAATGCAGTTTGGCGATGCATCAGGTGTTGCGTTTGGTCAGCACCCCACTACCTTTGCAAAAAATGCCTTT
GTTATAGAAGGCTGTTATGGTCTATGCGAAGGCTTAGTTTCTGGTCAAGTCAGTAGCGATAGCTATGAAATT
GACAAACTCAGTGGCGAGCTGATTGCTCATACTGTTCAACCAAAACAGCACCAAATTGTACATATCGACGGC
TCTATAAAAAAACTCGCCGTACCGCCTGCTTTACAAAATGAGCAAGTACTTAACCATCTTGCACAGCAATCGT
TATACAGTGTATTGCGTCAAGTTGAGTCGTACTACGGCTGCCCTCAGGATGTAGAGTGGACACTCAGTGATG
GGAAGATTTGGCTTTTACAAAGTCGTCCGATCACCACCAAAAATACCAAAGCTGATCCATTCTATTTAGGCAA
TAAATCTGAGCATGTGCAAAAAGACATTCTCTGGTCTCGCATGGATATAGGGGAAATATTCACCGGCCGAAT
GACACCTTTAGGATTATCGTTTGCACACTATTACCAAACTCGCGTTCACATCGATTGTGGTAAAAAGCTTGGT
TTACTTGATCTTGGTGAAGCGAATGAAACCATTGCTTATCATAAAGGTCATGTGTACCTCAATGTGTCTTATA
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CCGCATGGCAACTGGCTCAAACTCCAGTTGGGGAAGATCAAACCCCATTTTTAGCCCGCTTTAGTAGTGAAG
CCATTGACCTAACTGGCTATGAAAACCCATACGGTGCTAAACACAGTCACCCGAATATGACGCCAAAACAGT
GTCTACGCTATTGGATAAAGCAAAACGTCAAAGAACTATTTCAGGCTAAGCGTCGCGCAAAATCTATGGTCA
ACTCACGTTATCAAGAATTTGATAGAGTGCAAAGCCAGGACATTACAAACCTCTCTCATGACGAGTTACGCT
ACGAACTTGATCATTGCTTAGGCTACTTTAAAGCCATGCACGAGGGCTATTTACCCTATTATATCAACGCTTTT
GCTTGTTATGGCTTGCTTGAAGAACTCAGTGCGAAATGGTTGGGCGATAAAAGTAAGCATCTCCAAAATAA
AATCAAAGGTGACATGTCTAACTTGAGAACAGTCGCCAGTGCACAAGAGCTTTGGCAACTATGTAAAGTACT
TAATGCATGGCCTCAAGTGAAAGATGTGTTTACCAATAAAGACATTGCCGATATTGAGGATTTTCTTACCTCA
ACGCCACTGGGGATCCGATTTACCAACGGGCCTCTTGCTGAATTTATGCGTGATAATGGTGTACGCGGGCGT
GAAGAAATGGAGCTCACTCACCCTCGCTGGTTAGATGACAGAACCTACGTACTGCAAATGATTAAGTTGTAT
CTAAAGCAAGGCTATGAAGTGGACGACGCCTTAGTTGAACAAACACAGAAGCAGCAAAAGATAAGCGATG
AGCTACTCAATGAATTAAGTTGGACCCAGCGCTTTACGATTAACCGTGTCATCTCTTTGTACTCTGGTTGCGCT
AAACTACGTGAAGAAACACGAATGAGTATGACTACCTCAATTTGGCTCGTTCGTCGAGTCGTGTATGAAGTA
GCAAGACGATTAATTGATAAATCACTTTTGAGCAGCTTTGACGATGTTGCCTACCTCGACTTTGAAAATGTCA
TTCAGTATTTAAATAACACCATCACTGCTGAACAACTCACCGATGCACTGCTTATCAGTAAAAACCGTGCTCA
ATATCAACAATGGCAAGCACAACCAGAACCGCCTCTCACATTTATCGGCAAGCCGAGTAGCCAACCAGATCT
CATTTTTGATCCAAGCTTAACATCACTAGAAGGGCTTGCAACATCCGAAGGCTTTTGTCGCGCGCGTGCTTGT
GTGATCACTGATTTAGCTTCACAAGCCGGTGAATTTCAAAAAGGCGACATATTGATCGCCCCTTTCACCGACG
CTTCTTGGACTCCCCTGTTTGCACTAGCAAGCGCCGTAGTCACCGATATTGGTTCAATGCTGTCACACAGCTCT
ATTGTTGCCAGAGAGTTTGGCATTCCTTGTGTGGTGAACACTCACCATGCAAGCGCCCTGATAAACACCGGT
GACATCATCACCGTAGATGCACACAAAGGTCTAATAATTGTAAATAAGGAAGATTAA

Aminosauresequenz von TreaP:

Die unterstrichenen Aminosduren stammen von den verschiedenen, fusionierten Elementen:

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGIP
TLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDL
GTDDDDKAMTVNSLAIEQPLNDGIVHFDSQQSASVELVGGKGASLCAMHNAGLPVPIGYCITVNVFEEFLQQTE
LLSRFDPSKGVTEWRALATAITSVAMPEQIATQISNASALLIGPVAVRSSATDEDSDSHSFAGQHVTKLAVEGIDH
ILEAVQACWASAFSEAAFQYRQTTGQTTDIPKIAVVVQQMQFGDASGVAFGQHPTTFAKNAFVIEGCYGLCEG
LVSGQVSSDSYEIDKLSGELIAHTVQPKQHQIVHIDGSIKKLAVPPALQNEQVLNHLAQQSLYSVLRQVESYYGCP
QDVEWTLSDGKIWLLQSRPITTKNTKADPFYLGNKSEHVQKDILWSRMDIGEIFTGRMTPLGLSFAHYYQTRVHI
DCGKKLGLLDLGEANETIAYHKGHVYLNVSYTAWQLAQTPVGEDQTPFLARFSSEAIDLTGYENPYGAKHSHPN
MTPKQCLRYWIKQNVKELFQAKRRAKSMVNSRYQEFDRVQSQDITNLSHDELRYELDHCLGYFKAMHEGYLPY
YINAFACYGLLEELSAKWLGDKSKHLQNKIKGDMSNLRTVASAQELWQLCKVLNAWPQVKDVFTNKDIADIEDF
LTSTPLGIRFTNGPLAEFMRDNGVRGREEMELTHPRWLDDRTYVLQMIKLYLKQGYEVDDALVEQTQKQQKISD
ELLNELSWTQRFTINRVISLYSGCAKLREETRMSMTTSIWLVRRVVYEVARRLIDKSLLSSFDDVAYLDFENVIQYL
NNTITAEQLTDALLISKNRAQYQQWQAQPEPPLTFIGKPSSQPDLIFDPSLTSLEGLATSEGFCRARACVITDLASQ
AGEFQKGDILIAPFTDASWTPLFALASAVVTDIGSMLSHSSIVAREFGIPCVVNTHHASALINTGDIITVDAHKGLII
VNKED
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9.6.4 Vektorkarten — Zyklasen im pET28a(+) Vektor
tamC - Zyklase aus P. tunicata D2 (DSM 14096)

tamC:His,

lacl v
6000

pET28a(+): t4hC

6336 bps

4000
1

2000
~

Abbildung A 32. Vektorkarte von pET28a(+)::tamC.

Nukleotidsequenz von tamC:

Die unterstrichenen Nukleotide stammen vom Vektor.

ATGATCCCTAATCAATGGTATGCGATTTTACGCACCCAAGACGTTAAGAAAAAACCTGTAGGTATTAAACGATT
AGAAAAGCTGTTGGTACTTTATCGTGATACAGCGGGTGAATTAGTTTGTCTTGATGATCGTTGCCCTCACAAAG
GCGTTAAATTAAGTTTGGGTCAACAACATGGTGATCTGATTGCCTGTCCTTATCATGGTTTTCAATACGATCAGC
AAGGTGATTGTGTTCATATGCCAGTGCTAGGTCAAAAAGGTAATGTGCCAAAAGGCATGTGCGTTAAAAGCTA
CAAGGTTAAAGAAGAGTTAGGCCTGATTTGGTTTTGGTTTGGAGACGTGCGTCAAGAGCATGAATATCCAGAT
ATCCCAATGTTTAAACAACTTAAGGAATATAAAGGCCACTATTCCTATTATGGCTGGGATGCTCCAATCAATTA
CACCCGCTATGTGGAAAGTGTGTGTGAGATTTATCATATTCCATTTGTCCATAAAGGTTCAGCCATCAATATTTG
GGATCCAAAAGGAGGTCGAGTTGATAATTTCGAGTGTAAGGTCGAAGACACGCTGATCACCAGTGACTTTATT
TTACGTCCAGATGATGACCGCACCGCTGAGGAAACCTTAGTTGCTCGTAAACCTTGGACTCGCGGCTGGCGTTT
TGGCATTGACGTGCAAATGCCGAATTTAATCCTTATTCGCAGTGATGTGTTTGATGTGATTTTTATCCCTACACC
TATCGATGAAAATACCTGCTGGGTATGCGTTTGTTATCAAGAGCCTAAACGTGACTTGCTTTTACCACTCATTAA
ACCGTTGCCAATTCCATTTTGGGGGCCTGTGCGACCTTGGTATATGTGCCGAATTGAGCGTTTTGTGCAGCAAG
CAAAAGATATGGCAGTCATTGCCCATCAAGAGCCTAAAGTGTCTCATCCAAAAGCAAACCGTTTAATCCCACTT
GATAAAGTTAATGCTCATTATATTCGCTTTCGTGAAAAGCTAATTCGTGAAGCAAAAGAGCAACAACAAGTGA
AAGAGCTTGCCAAGTCTAATCCAGAATTTGCAGCGCCGACACTTGAACAGATTATCGGCATTGAAGAAGTACA
TCACCACCACCACCACCACTGA

MIPNQWYAILRTQDVKKKPVGIKRLEKLLVLYRDTAGELVCLDDRCPHKGVKLSLGQQHGDLIACPYHGFQYDQQG
DCVHMPVLGOKGNVPKGMCVKSYKVKEELGLIWFWFGDVRQEHEYPDIPMFKQLKEYKGHYSYYGWDAPINYT
RYVESVCEIYHIPFVHKGSAINIWDPKGGRVDNFECKVEDTLITSDFILRPDDDRTAEETLVARKPWTRGWRFGIDV
QMPNLILIRSDVFDVIFIPTPIDENTCWVCVCYQEPKRDLLLPLIKPLPIPFWGPVRPWYMCRIERFVQQAKDMAVIA
HQEPKVSHPKANRLIPLDKVNAHYIRFREKLIREAKEQQQVKELAKSNPEFAAPTLEQIIGIEEVHHHHHHH
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treaC — Zyklase aus P. citrea (DSM 8771)

lac Operator,

treaC:His,

lacl v
6000

pET28a(+)::treaC

6342 bps

4000
7/

2000
~

Abbildung A 33. Vektorkarte von pET28a(+)::treaC.

Nukleotidsequenz von treaC:

Die unterstrichenen Nukleotide stammen vom Vektor.

ATGATCCCTAATCAATGGTATGCAATTTCACGGATCCAAGATGTCAAAAAGAAACCTATCGGCATCAAACGTCT
AAACAAGTTACTGGTATTGTACCGCGATACCAAAGGTGAACTGGTTTGTATGGACGATAAATGCCCACATAAA
GGCGTTATGCTCAGTCGCGGAAAACAGCACGGTGATATTATTGCCTGCCCTTACCATGGTTTTCAATTTGACCA
AAAGGGTGACTGCGTTCACATGCCTGTACTAGGTAAAAATGGTGATGTACCAAAAGGGATGTGTGTCAAAACT
TATAAAGTAAAAGAAGAATTTGGCCTTATTTGGTTTTGGTATGGCGATTTAATGCCTGAAAATGACTACCCTGA
AGTGCCGATGTTCAAACAGTTCAAAGAGTACAAAGGATACTATTCTTTTTATGGCTGGGATGCGCCAATTAACT
ATACCCGTTATGTAGAAAGTGTTTGTGAGATTTATCACATTCCATTTGTACATAAAGGATCTGCGATTAATATTT
GGGATCCCAAAGGCGGCAAAGTCGACAACTTTGAATGTAAAGTTGACGGGACATTAATTACCAGTGATTTTGT
ACTTCGCCCAGATGACGAGCGCACGGCAGAAGAAACATTAGTTGCACGTAAACCTTGGACCCGCGGTTGGCA
GTTTGGCATTGATGTACAAATGCCTAATCTTGTTTTGATCCGAAGCGATGTTTTCGATGTAATGTTCATTCCAAC
ACCTATCGACGACAATACATGCTGGGTTTGTGTATGTTACCAAGAACCAAAACGTGACTTGTTGTTACCGTTAA
TTAAACCATTACCAATTCCATTTTGGCGCCCTGTTCGCCCTTGGTACATGTGTCGTATCGAGCGATTTGTACAAC
AAGATAAAGATATGGCGGTTATTTCATATCAAAACCCGAAAGTGTCTAGTCCAAAAGCCAATCGATTGATCCCT
CTAGATAAAGTAAACGCTCACTATATTCGTTTTAGAGAGAAGTTAATTCGCGAAGCCAATGAAGAAAAAGCAC
TAAAAGCAAAACTGCAAACTAAACCACACACTGATGTCGAGGCACCCTCACTCGAGCAAATCATTGGTATTGA
AGAAATTAACCACCACCACCACCACCACTGA

MIPNQWYAISRIQDVKKKPIGIKRLNKLLVLYRDTKGELVCMDDKCPHKGVMLSRGKQHGDIIACPYHGFQFDQKG
DCVHMPVLGKNGDVPKGMCVKTYKVKEEFGLIWFWYGDLMPENDYPEVPMFKQFKEYKGYYSFYGWDAPINYT
RYVESVCEIYHIPFVHKGSAINIWDPKGGKVDNFECKVDGTLITSDFVLRPDDERTAEETLVARKPWTRGWQFGIDV
QMPNLVLIRSDVFDVMFIPTPIDDNTCWVCVCYQEPKRDLLLPLIKPLPIPFWRPVRPWYMCRIERFVQQDKDMA
VISYQNPKVSSPKANRLIPLDKVNAHYIRFREKLIREANEEKALKAKLQTKPHTDVEAPSLEQIIGIEEINHHHHHH
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9.6.5 Vektorkarten —Zyklasen im pET32a(+) Vektor
tamC - Zyklase aus P. tunicata D2 (DSM 14096)

Xhol
Aval
Notl
Hindlll
Sall
Sacl

|
Trx:His,: Thrombin:S-TagtamC
bla (Amp®)
N 7’
6000 1000

pET32a(+)::tamC

lac Operator_ 5000 699 bpS 2000

4000

3000
/ \

Abbildung A 34. Vektorkarte von pET32a(+)::tamC.

Nukleotidsequenz von tamC:

Die unterstrichenen Nukleotide stammen von den verschiedenen an das Gen fusionierten Elementen

hervorgehoben.

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCC
TCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGA
ATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATC
CGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAG
GTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCAT

CCCAAGACGTTAAGAAAAAACCTGTAGGTATTAAACGATTAGAAAAGCTGTTGGTACTTTATCGTGATACAG
CGGGTGAATTAGTTTGTCTTGATGATCGTTGCCCTCACAAAGGCGTTAAATTAAGTTTGGGTCAACAACATG
GTGATCTGATTGCCTGTCCTTATCATGGTTTTCAATACGATCAGCAAGGTGATTGTGTTCATATGCCAGTGCT
AGGTCAAAAAGGTAATGTGCCAAAAGGCATGTGCGTTAAAAGCTACAAGGTTAAAGAAGAGTTAGGCCTG
ATTTGGTTTTGGTTTGGAGACGTGCGTCAAGAGCATGAATATCCAGATATCCCAATGTTTAAACAACTTAAG
GAATATAAAGGCCACTATTCCTATTATGGCTGGGATGCTCCAATCAATTACACCCGCTATGTGGAAAGTGTG
TGTGAGATTTATCATATTCCATTTGTCCATAAAGGTTCAGCCATCAATATTTGGGATCCAAAAGGAGGTCGA
GTTGATAATTTCGAGTGTAAGGTCGAAGACACGCTGATCACCAGTGACTTTATTTTACGTCCAGATGATGAC
CGCACCGCTGAGGAAACCTTAGTTGCTCGTAAACCTTGGACTCGCGGCTGGCGTTTTGGCATTGACGTGCAA
ATGCCGAATTTAATCCTTATTCGCAGTGATGTGTTTGATGTGATTTTTATCCCTACACCTATCGATGAAAATAC
CTGCTGGGTATGCGTTTGTTATCAAGAGCCTAAACGTGACTTGCTTTTACCACTCATTAAACCGTTGCCAATTC
CATTTTGGGGGCCTGTGCGACCTTGGTATATGTGCCGAATTGAGCGTTTTGTGCAGCAAGCAAAAGATATGG
CAGTCATTGCCCATCAAGAGCCTAAAGTGTCTCATCCAAAAGCAAACCGTTTAATCCCACTTGATAAAGTTAA
TGCTCATTATATTCGCTTTCGTGAAAAGCTAATTCGTGAAGCAAAAGAGCAACAACAAGTGAAAGAGCTTGC
CAAGTCTAATCCAGAATTTGCAGCGCCGACACTTGAACAGATTATCGGCATTGAAGAAGTACATTAA
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Aminosauresequenz von TamC:

Die unterstrichenen Aminosduren stammen von den verschiedenen, fusionierten Elementen:

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGIP
TLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDL
GTDDDDKAMIPNQWYAILRTQDVKKKPVGIKRLEKLLVLYRDTAGELVCLDDRCPHKGVKLSLGQQHGDLIACP
YHGFQYDQQGDCVHMPVLGQKGNVPKGMCVKSYKVKEELGLIWFWFGDVRQEHEYPDIPMFKQLKEYKGHY
SYYGWDAPINYTRYVESVCEIYHIPFVHKGSAINIWDPKGGRVDNFECKVEDTLITSDFILRPDDDRTAEETLVARK
PWTRGWRFGIDVQMPNLILIRSDVFDVIFIPTPIDENTCWVCVCYQEPKRDLLLPLIKPLPIPFWGPVRPWYMCRI
ERFVQQAKDMAVIAHQEPKVSHPKANRLIPLDKVNAHYIRFREKLIREAKEQQQVKELAKSNPEFAAPTLEQIIGI
EEVH

treaC — Zyklase aus P. citrea (DSM 8771)

Xhol
Aval
Notl
Hindlll
Sall
Sacl

Trx:His,: Thrombin :|S-TagtreaC
bla (Amp")

AN 7
6000 1000

pET32a(+)::treaC

lac Operator_ 5 60096 bps 2000_

4000 3000

Abbildung A 35. Vektorkarte von pET32a(+)::treaC.

Nukleotidsequenz von treaC:

Die unterstrichenen Nukleotide stammen von den verschiedenen an das Gen fusionierten Elementen

hervorgehoben.

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCC
TCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGA
ATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATC
CGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAG
GTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCAT

TCCAAGATGTCAAAAAGAAACCTATCGGCATCAAACGTCTAAACAAGTTACTGGTATTGTACCGCGATACCA
AAGGTGAACTGGTTTGTATGGACGATAAATGCCCACATAAAGGCGTTATGCTCAGTCGCGGAAAACAGCAC
GGTGATATTATTGCCTGCCCTTACCATGGTTTTCAATTTGACCAAAAGGGTGACTGCGTTCACATGCCTGTAC
TAGGTAAAAATGGTGATGTACCAAAAGGGATGTGTGTCAAAACTTATAAAGTAAAAGAAGAATTTGGCCTT
ATTTGGTTTTGGTATGGCGATTTAATGCCTGAAAATGACTACCCTGAAGTGCCGATGTTCAAACAGTTCAAA
GAGTACAAAGGATACTATTCTTTTTATGGCTGGGATGCGCCAATTAACTATACCCGTTATGTAGAAAGTGTTT
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GTGAGATTTATCACATTCCATTTGTACATAAAGGATCTGCGATTAATATTTGGGATCCCAAAGGCGGCAAAG
TCGACAACTTTGAATGTAAAGTTGACGGGACATTAATTACCAGTGATTTTGTACTTCGCCCAGATGACGAGC
GCACGGCAGAAGAAACATTAGTTGCACGTAAACCTTGGACCCGCGGTTGGCAGTTTGGCATTGATGTACAA
ATGCCTAATCTTGTTTTGATCCGAAGCGATGTTTTCGATGTAATGTTCATTCCAACACCTATCGACGACAATAC
ATGCTGGGTTTGTGTATGTTACCAAGAACCAAAACGTGACTTGTTGTTACCGTTAATTAAACCATTACCAATT
CCATTTTGGCGCCCTGTTCGCCCTTGGTACATGTGTCGTATCGAGCGATTTGTACAACAAGATAAAGATATGG
CGGTTATTTCATATCAAAACCCGAAAGTGTCTAGTCCAAAAGCCAATCGATTGATCCCTCTAGATAAAGTAA
ACGCTCACTATATTCGTTTTAGAGAGAAGTTAATTCGCGAAGCCAATGAAGAAAAAGCACTAAAAGCAAAA
CTGCAAACTAAACCACACACTGATGTCGAGGCACCCTCACTCGAGCAAATCATTGGTATTGAAGAAATTAAC
TAG

Aminosauresequenz von TreaC:

Die unterstrichenen Aminosduren stammen von den verschiedenen, fusionierten Elementen:

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGIP
TLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLYPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDL
GTDDDDKAMIPNQWYAISRIQDVKKKPIGIKRLNKLLVLYRDTKGELVCMDDKCPHKGVMLSRGKQHGDIIACP
YHGFQFDQKGDCVHMPVLGKNGDVPKGMCVKTYKVKEEFGLIWFWYGDLMPENDYPEVPMFKQFKEYKGY
YSFYGWDAPINYTRYVESVCEIYHIPFVHKGSAINIWDPKGGKVDNFECKVDGTLITSDFVLRPDDERTAEETLVA
RKPWTRGWQFGIDVQMPNLVLIRSDVFDVMFIPTPIDDNTCWVCVCYQEPKRDLLLPLIKPLPIPFWRPVRPWY
MCRIERFVQQDKDMAVISYQNPKVSSPKANRLIPLDKVNAHYIRFREKLIREANEEKALKAKLQTKPHTDVEAPS
LEQIIGIEEIN
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9.7 Ausgewaidhlte NMR-Spektren
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Abbildung A 36. *H-und 3C-NMR-Spektrum von 1b in CDCl; (600 MHz/151 MHz).
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Abbildung A 37. *H-und 3C-NMR-Spektrum von 1c in CDCl; (600 MHz/151 MHz).
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Abbildung A 38. H-und *C-NMR-Spektrum von 110a in CDCl; (600 MHz/151 MHz).
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9.8 Ausgewadhlte LC-MS Analytik

9.8.1 LC-MS Analytik der in vitro Assays
In den Bildunterschriften ist in Klammern jeweils angegeben welches Enzym in Form von Zelllysat

eingesetzt wurde. Leervektorproben wurden mit der Abkiirzung LV bezeichnet.

9.8.1.1Initiale in vitro Assays

DAD, 535 nm
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o
-10-
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Abbildung A 40. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 9a (RedH).
[EIC = engl. extracted ion chromatogram, ES = engl. electrospray, MSD = engl. mass selective detector].
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Abbildung A 41. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 9a (RedH).
DAD, 535 nm
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Abbildung A 42. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 9a (LV).
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=10

T T T T T T T T T T T T

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 9.0 95
Retentionszeit [min]

MSD, EIC = m/z 394 - 395; API-ES, positiv

20000 795
~
15000 9
10000
5000 M = 393.6 g/mol
0 N A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Retentionszeit [min]
MSD SPC; MS + spectrum 7.95 min; API-ES, positiv
200001 394.4
15000
2453
10000
247.4 395.4
5000 2172 243 2753
2403 7.4]2825 2074 a0 473 4502
21L4L23§§ 254.3267.4 |92 2974 3165  338.3 3534 3684 3926 4324L4412| 4883 507.4 536.0 566.0 580.2
PO RSN AT PPN T WY | T T 1 P P PRI | IO T PR 1 N R el T P SV U AT S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
m/z [Da]

Abbildung A 43. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 9a (McpH).
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Abbildung A 44. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 9a (MarH).
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DAD, 372 nm
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Abbildung A 45. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 26a (PigC).
DAD, 372 nm
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Abbildung A 46. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 26a (TamQ).
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DAD, 372 nm
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Abbildung A 47. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 26a (TreaP).
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Abbildung A 48. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 26a (LV).
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DAD, 535 nm
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Abbildung A 49. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 1a (PigC).
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Abbildung A 50. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 1a (TamQ).
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DAD, 535 nm
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Abbildung A 51. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 1a (TreaP).
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Abbildung A 52. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 1a (LV).
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9.8.1.2In vitro Assays mit 3-alkylierten Pyrrolen
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Abbildung A 53. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 101a (TamQ).
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9.8.1.3In vitro Assays mit 2-alkylierten Pyrrolen
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Abbildung A 54. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum von 9a (TamQ).
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9.8.2 LC-MS Analytik der Biotransformation von Undecylprodigiosin (9a)
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Abbildung A 55. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum der Biotransformation
von 9a [pET28a(+)_LV].
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DAD, 535 nm
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Abbildung A 56. DAD-Chromatogramm, Massenchromatogramm und Massenspektrum der Biotransformation

von 9a [pET28a(+)_treaC].
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9.9 Eigenanteile an den veréffentlichten Publikationen dieser Arbeit

A.S. Klein, A. Domrose, P.Bongen, H.U.C.Brass, T.Classen, A.Loeschcke, T.Drepper, L. Laraia,
S. Sievers, K.-E. Jaeger, J. Pietruszka, ACS Synth. Biol. 2017, 6, 1757-1765; 'New Prodigiosin Derivatives

Obtained by Mutasynthesis in Pseudomonas putida'.

Die oben genannte Publikation enthalt die folgenden Eigenanteile: Die Prodiginine 1c, 1f und 58b
wurden in Zusammenarbeit mit A. S. Klein im praparativen MaRstab fiir physiologische Testungen mit

Brustkrebszelllinien hergestellt.

A.S.Klein", H. U. C.Brass’, D. P.Klebl, T.Classen, A. Loeschcke, T. Drepper, S. Sievers, K.-E. Jaeger,
J. Pietruszka, ChemBioChem 2018, 19, 1545—-1552; 'Preparation of cyclic prodiginines by mutasynthesis
in Pseudomonas putida KT2440'.

Die oben genannte Publikation enthdlt die folgenden Eigenanteile: Die Experimente zur
antimikrobiellen Aktivitdt der Prodiginine 110a-110d gegeniber den Hefen P. pastoris und
S. cerevisiae wurden zusammen mit A. S. Klein durchgefiihrt und ausgewertet. Die Mutasynthese im
analytischen Malistab unter Nutzung der Pyrrole 82a-82d sowie die Mutasynthese im praparativen
Malistab mit Pyrrol 82d wurde von mir durchgefiihrt und ausgewertet. Der erste Entwurf des

Manuskripts wurde von A. S. Klein und mir verfasst.

H. U. C. Brass, A. S. Klein, S. Nyholt, T. Classen, J. Pietruszka, Adv. Synth. Catal. 2019, 361, 2659-2667,

‘Condensing Enzymes from Pseudoalteromonadaceae for Prodiginine Synthesis'.

Die oben genannte Publikation enthalt die folgenden Eigenanteile: Die Identifizierung der Proteine
TamQ und TreaP als potentiell neue Kondensationsenzyme fiir die Prodigininsynthese, die Klonierung
der Konstrukte pET28a(+)::tamQ und pET28a(+)::treaP ebenso wie die Expression von pigC, tamQ und
treaP in E. coli BL21(DE3) wurde durchgefiihrt. Die in vitro Assays, die Quantifizierung der in vitro
Assays, die kinetischen Untersuchungen der Kondensationsenzyme und die zugehorigen
Auswertungen wurden durchgefiihrt. Ebenso erfolgte die Synthese der Prodiginine 58c, 58d und 58e,
die Erhebung der zugehorigen analytischen Daten und die Bestimmung der Extinktionskoeffizienten
dieser Prodiginine. Ein Teil der Synthesen und Erhebung der analytischen Daten der
Vorlduferverbindungen fir die in vitro Assays wurde durchgefiihrt. Der Biokatalyseansatz im semi-

praparativen Malstab wurde durchgefihrt. Der erste Entwurf des Manuskripts wurde verfasst.
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Samer S. Habash, Hannah U. C. Brass,  Andreas S. Klein, David P. Klebl,  Tim Moritz Weber,
Thomas Classen, Jorg Pietruszka, Florian M. W. Grundler, A. Sylvia S. Schleker; '5826 19
ProdiProPlant’, Erfindungsmeldung (Erstellungsdatum Universitat Bonn: 11.12.2019).

Die oben genannte Erfindungsmeldung enthalt die folgenden Eigenanteile (5%): Prodigiosin (1a)

wurde hergestellt.

S.Brands, H.U.C.Brass, J.Pietruszka, A.J.Ruff, U.Schwaneberg, Chem. Commun. 2020, 56,
8631-8634; 'A colourimetric high-throughput screening system for directed evolution of prodigiosin

ligase PigC'.

Die oben genannte Publikation enthalt die folgenden Eigenanteile: Die Prodiginine 1a und 1b, die
Pyrrole 3a und 3b sowie MBC (2) wurden synthetisiert und die Analytik des Prodiginins 1b
aufgenommen. Fiir den Material und Methoden Teil des Manuskripts wurden die Synthesearbeiten
beschrieben und die Abbildung des 'H- und 3C-NMRs von Prodiginin 1b erstellt. Es wurden

Korrekturen des ersten Entwurfs des Manuskripts durchgefiihrt.

S.S.Habash, H.U.C.Brass, A.S.Klein, D.P.Klebl, T.M.Weber, T.Classen, J.Pietruszka,
F. M. W. Grundler, S.Schleker, Front. Plant Sci. 2020, 11, 1545; 'Novel prodiginine derivatives

demonstrate bioactivities on plants, nematodes, and fungi'

Die oben genannte Publikation enthélt die folgenden Eigenanteile: Bereitstellung des Naturstoffs
Prodigiosin (1a) fiir biologische Testungen. Es wurden Beitrdge zur Erstellung des Manuskripts geliefert

und Korrekturen des Manuskripts vorgenommen.
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