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ZUSAMMENFASSUNG 1

Zusammenfassung

2,5-Diketopiperazine sind die Grundgeriiste von einigen bereits zugelassenen Arzneistoffen mit
unterschiedlichen Indikationen und stellen ebenso wichtige Grundstrukturen fir weitere potentielle
Wirkstoffe dar. Das Grundgeriist der 2,5-Diketopiperazine kann unter anderem von Cyclodipeptid-
synthasen (CDPSs) synthetisiert werden. Es wurde bereits berichtet, dass die Motive im aktiven
Zentrum dieser Enzyme eine Vorhersage Uber die potentiell gebildeten cyclischen Dipeptide zulassen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine putative Cyclodipeptidsynthase namens CDPS-Np aus
Nocardiopsis prasina analysiert. Nach der Betrachtung der Motive im aktiven Zentrum zufolge waren
hierbei phenylalanin-haltige cyclische Dipeptide zu erwarten. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
CDPS-Np mit cyclo(L-Tyr-L.-Phe) als Hauptprodukt und cyclo(L-Tyr-L-Tyr), cyclo(L-Tyr-.-Met) und
cyclo(L-Tyr-L-Leu) oder cyclo(L-Tyr-L-lle) als Nebenprodukte tyrosin-haltige cyclische Dipeptide
synthetisiert. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass diese Vorhersagen zwar einen Hinweis auf die
Synthese cyclischer Dipeptide ermdglichen, der experimentelle Nachweis der tatsachlichen Produkte
jedoch unverzichtbar ist. Aufgrund der Abweichung der tatsdchlichen von der erwarteten
Produktbildung von CDPS-Np wurden die Motive im aktiven Zentrum genauer betrachtet. Durch
zielgerichtete Mutagenese innerhalb der zwei Bindetaschen P1 und P2 des aktiven Zentrums von
CDPS-Np solllte deren Substratspezifitat verandert werden. Hierfliir wurden zunachst verschiedene
zielgerichtete Mutationen innerhalb der Bindetasche P1 in den Positionen Thr82 und Tyr196
eingefiihrt. Die urspriingliche Absicht die Substratspezititat von CDPS-Np zu verandern konnte durch
diese Experimente jedoch nicht erzielt werden. Allerdings konnte bei CDPS-Np_T82V_Y196F im
Vergleich zum Wildtypen die 8- bzw. 10-fache Produktion von cyclo(L-Tyr-L-Phe) bzw. cyclo(L-Tyr-L-Tyr)
festgestellt werden. Gezielt eingefiihrte Mutationen innerhalb der Bindetasch P2 von CDPS-Np fuhrten

ebenso nicht zur Anderung des Produktspektrums.

Wahrend die Cyclodipeptidsynthasen die Grundstruktur fiir potentielle Wirkstoffe bilden, kénnen
diese durch unterschiedliche Enzyme derivatisiert werden. Hierbei kdnnen zum einen
Methyltransferasen Methyl-Reste auf C- oder O-Atomen anfligen. Zum anderen kénnen Cytochrom
P450 Enzyme C-C-Bindungen, Hydroxygruppen oder Doppelbindungen einfligen. In dieser Arbeit
wurden Cyclodipeptidoxidasen (CDOs), welche Doppelbindungen an Positionen 3 und 6 in
2,5-Diketopiperazin-Grundgeriste einfliigen kdnnen, analysiert. Cyclodipeptidoxidasen bestehen aus
zwei Untereinheiten, welche nur zusammen zu der enzymatischen Bildung einer Doppelbindung
flhren. Bisher wurden zwei Cyclodipeptidoxidasen genauer analysiert. Zum einen AlbA und AlbB aus
Streptomyces noursei und zum anderen Ndas_1146 und Ndas_1147 aus Nocardiopsis dassonvillei. In

dieser Arbeit wurde eine weitere putative Cyclodipeptidoxidase, CDOa-Np und CDOg-Np aus
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Nocardiopsis prasina, genauer betrachtet. Hierflir wurde die Uberlappende Gensequenz in einen
Vektor zur Uberproduktion von CDOA-Np und CDOs-Np in E. coli kloniert. Durch die Identifizierung der
enzymatischen Produkte einer Biotransformation des naturlichen Substrats cyclo(L-Tyr-L-Phe) in E. coli
konnte die Aktivitdt von CDOA-Np und CDOs-Np bestatigt werden. Des Weiteren konnte ebenso die
Aktivitat von Hise-CDOA-Np und CDOg-Np-Hiss gezeigt werden. Fiir weitere Untersuchungen wurden
die einzelnen Gensequenzen der Cyclodipeptidoxidasen aus Nocardiopsis prasina und Nocardiopsis
dassonvilleiin verschiedene Expressionsvektoren fir E. coli kloniert. Hierbei bedarf es der Optimierung
der Uberproduktion und Reinigung von CDOa-Np-Hiss, CDOg-Np-Hiss, Ndas-1146-Hiss und
Ndas-1147-Hiss. Des Weiteren sollte die Cyclodipeptidoxidase aus Nocardiopsis prasina mit den bereits
bekannten Cyclodipeptidoxidasen aus Nocardiopsis dassonvillei und Streptomyces noursei verglichen
werden. Hierfliir wurde zunadchst die Uberlappende Gensequenz aus Streptomyces noursei zur
Uberproduktion von AlbA und AIbB in E. coli kloniert. AnschlieBend wurde die Biotransformation
verschiedener cyclischer Dipeptide durch CDOA-Np/CDOs-Np, Ndas_1146/Ndas_1147 sowie AlbA/AlbB
untersucht. Nach der Identifizierung der enzymatischen Produktbildung durch die drei
Cyclodipeptidoxidasen mittels LC-MS wurden diese miteinander verglichen, was bisher noch nicht

betrachtet wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass diese sich sehr dhnlich, jedoch nicht gleich verhalten.

Der Reaktionsmechanismus der CDOs ist weitgehend unbekannt. Es kommt hierbei eine direkte
Dehydrierung, eine a-Hydroxylierung mit anschlielender Dehydratation oder eine Imin-Bildung in
Verbindung mit einer anschliefenden Isomerisierung in Frage. In dieser Arbeit wurde der
Reaktionsmechanismus anhand einer Biotransformation von deuteriertem cyclo(L-Tyr-L.-Phe) durch
CDOA-Np/CDOs-Np aus Nocardiopsis prasina, Ndas_1146/Ndas_1147 aus Nocardiopsis dassonvillei
und AIbA/AIbB aus Streptomyces noursei in E.coli analysiert. Nach der Identifizierung der
enzymatischen Produkte mittels LC-MS konnten keine Produkte, welche auf Bildung einer Imin-
Zwischenstufe hindeuten, festgestellt werden. Diese Ergebnisse deuten somit auf eine direkte

Dehydrierung.
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Summary

2,5-Diketopiperazines are the basic structures of some already approved drugs with different
indications and therefore represent important skeletons for new potential biological active structures.
This basic structure can be formed by cycliodipeptide synthases (CDPSs). It has been postulated that

special motifs in the active center allow a prediction of possibly formed cyclic dipeptides.

In this work, a cyclodipeptide synthase from Nocardiopsis prasina named CDPS-Np was analyzed.
According to the motives in the active center, this CDPS is proposed to produce phenylalanine-
containing cyclic dipeptides. After experimental proof, CDPS-Np was shown to produce tyrosine-
containing cyclic dipeptides with cyclo(L-Tyr-.-Phe) as the main and cyclo(L-Tyr-L-Tyr),
cyclo(L-Tyr-L-Met) and cyclo(L-Tyr-L-Leu) or cyclo(L-Tyr-L-lle) as minor products. These results provided
evidence that this kind of prediction allows to become a hint of possible product formation, but an
experimental proof is necessary. Due to the deviation of the actual from the expected product
formation, motifs in the active center were analyzed. The substrate specificity should be changed by
site-directed mutagenesis in the two binding pockets P1 and P2. For this purpose, various mutations
were first introduced in position Thr82 and Tyr196 in binding pocket P1 of CDPS-Np. The original
intention to change the substrate specificity could not be achieved by these experiments. However, an
8-fold increase in product formation of cyclo(L-Tyr-.-Phe) and 10-fold of cyclo(L-Tyr-L-Tyr) were
detected in the case of the mutant CDPS-Np_T82V_Y196 compared to that of the wild type. Site-

directed mutagenesis in the binding pocket P2 also did not change the product spectrum.

While the CDPSs are able to form the basic structure of potential active agents, different enzymes are
able to modify these structures. Methyltransferases are able to attach a methyl-residue to either C- or
O-atoms. Cytochrome P450 enzymes are for example able to bild C-C-bonds and to introduce hydroxy
groups or double bonds. In this work, cyclodipeptide oxidases (CDOs) were analyzed, which introduce
double bonds at positions 3 and 6 of 2,5-diketopiperazine skeleton. CDOs consist of two subunits,
which are only together active for introduction of double bonds. Until now only two CDOs has been
analyzed in details. AlbA and AlbB from Streptomyces noursei and Ndas_1146 and Ndas_1147 from
Nocardiopsis dassonvillei. The third CDO named CDOa-Np and CDOg-Np from Nocardiopsis prasina has
been analyzed in this work. For this purpose, the overlapping nucleotide sequence was cloned into a
vector for overproduction of CDOa-Np and CDOs-Np in E. coli. By identifying the enzymatic products of
a biotransformation of the natural substrate cyclo(L-Tyr-L-Phe) in E. coli, the functionality of CDOa-Np
and CDOs-Np could be confirmed. Furthermore, the activity of Hise-CDOA-Np and CDOg-Np-Hiss was
also shown. For futher investigations, the separated genes of the cyclodipeptide oxidases from

Nocardiopsis prasina and Nocardiopsis dassonvillei were already cloned into different expression
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vectors for overproduction in E. coli. This requires the optimization of overproduction and purification
of CDOa-Np-Hiss, CDOg-Np-Hiss, Ndas-1146-Hiss and Ndas-1147-Hise. Furthermore, the cyclodipeptide
oxidase from Nocardiopsis prasina was compared with the alrady known cyclodipeptide oxidases from
Nocardiopsis dassonvillei and Streptomyces noursei. For this purpose, the overlapping nucleotide
sequence from Streptomyces noursei was cloned into an expression vector for overproduction of AlbA
and AIbB in E. coli. Subsequently, the biotransformation of various cyclic dipeptides by CDOa-Np/
CDOg-Np, Ndas_1146/Ndas_1147 as well as AlbA/AlbB was investigated. After identification of the
enzymatic products by LC-MS, these results were compared. In this context it was the first time that
these three cyclodipeptide oxidases has been compared with each other. These enzymes share similar,

but not identical behaviors.

The mechanism of the CDO reaction is unknown. A direct dehydration, a-hydroxylation followed by
loss of water or imine formation and a following isomerization are possible scenarios. The mechanism
was analyzed by biotransformation of deuterated cyclo(L-Tyr-L-Phe) using CDOA-Np/CDOg-Np from
Nocardiopsis prasina, Ndas_1146/Ndas_1147 from Nocardiopsis dassonvillei and AlbA/AIbB from
Streptomyces noursei in E. coli. After analysis of the products by LC-MS, no product indicating an imine-
intermediate were detected. These results suggest a direct dehydration as plausible mechanism of the

reaction.
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1 Einleitung

1.1 2,5-Diketopiperazine

1.1.1 Allgemeines

Chemische Strukturen, welche die Grundstruktur von 2,5-Diketopiperazinen (2,5-DKPs) besitzen,
verfligen Uber vielseitige biologische Eigenschaften und stellen somit potentielle Wirkstoffkandidaten
fir die pharmazeutische Industrie dar (Borthwick, 2012; Huang et al., 2014). In Abbildung 1-1 sind
einige Arzneistoffe dargestellt, welche momentan therapeutisch genutzt werden bzw. sich bereits in
der Klinischen Priifung befinden. Tadalafil wird unter dem Handelsnamen Cialis® als Phospho-
diesterase-5-Hemmer zur Behandlung der erektilen Dysfunktion oder des benignen Prostatasyndroms
beim erwachsenen Mann angewendet (Rote Liste® online, Stand 6.07.2018). Retosiban fungiert als
Oxytocin-Antagonist und wird derzeit zur Behandlung vorzeitiger Wehen in einer Klinischen Phase I
Studie untersucht (NCT02377466, ClinicalTrials.gov). Aplaviroc ist ein CCR5 Entry-Inhibitor, der zur
Behandlung einer HIV-Infektion entwickelt wurde. Er schaffte es ebenso bis hin zu Klinischen Phase I
Studien, welche jedoch im Jahre 2005 aufgrund auftretender arzneimittelinduzierter Hepatitis

eingestellt wurde (Borthwick, 2012). Plinabulin erwies sich als Mikrotubuli-Inhibitor

o

A NH Nf\N
HN A=

H

o

Plinabulin

e}
o
6

HNZs
o}

2,5-Diketopiperazin
Retosiban

Tadalafil
KL (6] (:)H
N
(0]
\©\/ (\j\)ﬂ/m
HO\H/©/ N 5
(6]

Aplaviroc

Abbildung 1-1: Chemische Strukturen von ausgewdhlten Arzneistoffen bzw. Arzneistoffkandidaten mit 2,5-DKP-Struktur. Die
Grundstruktur der 2,5-DKPs ist hierbei in blau markiert.
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(Nicholson et al., 2006; Yamazaki et al., 2012) und befindet sich zur Behandlung des nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms (NSCLC) in Phase Ill der Klinischen Prifung (NCT02504489, ClinicalTrials.gov).

Bei der Entwicklung von neuen Arzneistoffen konnen Naturstoffe als Grundlage dienen. Plinabulin
stellt hierbei ein Beispiel dafiir dar, denn bei diesem handelt es sich um ein synthetisches Derivat des
Naturstoffes (-)-Phenylahistin. (-)-Phenylahistin wurde zuerst aus Aspergillus ustus NSC-FO38 isoliert
und fungiert bereits als Mitose-Hemmstoff mit cytotoxischer Wirkung gegeniliber verschiedener
Tumorzelllinien (Kanoh et al., 1997; Kanoh et al., 1999). Naturstoffe mit einem 2,5-Diketopiperazin-
Grundgerist verfligen jedoch Uber vielfaltige biologische Aktivitaten. Zum Beispiel besitzen einige von
ihnen antibakterielle, antimykotische, antivirale, antitumor, immunsupressive oder entziindungs-
hemmende Eigenschaften (Belin et al., 2012). In Abbildung 1-2 sind einige weitere Naturstoffe mit
einem 2,5-Diketopiperazin-Grundgerist dargestellt, welche bereits aus Pilzen oder aus Bakterien
isoliert werden konnten. Es handelt sich bei diesen um derivatisierte cyclische Dipeptide. Wahrend die
enzymatische Biosynthese dieser Grundstrukturen in Ascomyceten weitestgehend mit Hilfe von Nicht-
ribosomalen Peptid-Synthetasen (NRPSs) erfolgt, kdnnen in Actinobacteria auch sogenannte
Cyclodipeptidsynthasen (CDPSs) fiir die Bildung dieser Strukturen verantwortlich sein (Belin et al.,
2012; Giessen & Marahiel, 2014; Walsh, 2016). Die hierbei gebildeten cyclischen Dipeptide werden
weitergehend enzymatisch derivatisiert. Zum Beispiel kdénnen diese Grundstrukturen durch
Methyltransferasen an O- oder N-Atomen methyliert, durch Prenyltransferasen reguldr oder revers
prenyliert oder durch Cytochrom P450-Enzyme oder Cyclodipeptidoxidasen (CDOs) dehydriert werden
(Giessen & Marahiel, 2015; Mishra et al., 2017).

Roquefortin C ist ein weiterer Naturstoff, der aus dem cyclischen Dipeptid cyclo(L-Trp-L-His)
hervorgeht. Es handelt sich hierbei um ein Mycotoxin, welches bakteriostatische Eigenschaften
gegenliber grampositiven Bakterien besitzt und mit Cytochrom P450 Enzymen aus Sdugetieren
interagieren kann (Aninat et al., 2001; Borthwick, 2012; Kopp-Holtwiesche & Rehm, 1990). Besonders
Penicillium roqueforti ist neben weiteren Penicillium spp. dafiir bekannt, groBe Mengen dieses
Mycotoxins zu produzieren. Allerdings korrelieren diese in vitro produzierten Mengen nicht mit jenen
aus verschiedenen Blauschimmelkase-Sorten, bei deren Herstellung diese Stimme verwendet werden
(Finoli et al., 2001). Tryprostain B aus Aspergillus fumigatus, welches auf der Grundstruktur
cyclo(L-Trp-L-Pro) basiert, erwies sich als Inhibitor des Zellzyklus wahrend der G2/M-Phase (Cui et al.,
1995; Zhao et al., 2002). Neoechinulin A, ein Derivat von cyclo(L-Trp-L-Ala), wurde aus Aspergillus spp.
isoliert und besitzt aufgrund seiner neuroprotektiven Wirkung Potential eine Anwendung bei
neurodegenerativen Erkrankungen zu finden (Borthwick, 2012). Thaxtomin A wiederum ist ein
Phytotoxin aus Actinobacteria (Borthwick, 2012). Dieses Derivat von cyclo(L-Trp-L-Phe) wird von
Streptomyces spp. produziert und besitzt herbizide Wirkung gegen Mono- und Dikotylen (Borthwick,

2012). Gliotoxin, bekannt aus Aspergillus fumigatus, ist ein weiteres Mycotoxin aus Ascomyceten mit
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immunsuppressiven und cytotoxischen Eigenschaften (Borthwick, 2012). Dieses geht auf die Grund-
struktur von cyclo(L-Phe-L-Ser) zuriick. Ein Beispiel fir einen Naturstoff, der auf einem weiteren
phenylalanin-haltigen cyclischen Dipeptid basiert, stellt XR334 dar. Dieses Derivat von
cyclo(L-Phe-L-Tyr) wurde aus Streptomyces sp. isoliert und vermag den inhibitorischen Effekt des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitors Typ 1 (PAI-1) umzukehren (Borthwick, 2012; Bryans et al., 1996).
Albonoursin, ein Derivat von cyclo(L-Phe-L-Leu), wird von Streptomyces noursei synthetisiert und wirkt
antibiotisch gegenilber verschiedenen Bacillus spp. (Borthwick, 2012; Fukushima et al., 1973).
Bicyclomycin wurde aus Streptomyces sapporonesis und Streptomyces aizumenses isoliert und ist ein
Breitspektrum-Antibiotikum gegen gramnegative Bakterien, sowie gegen das grampositive Bakterium
Micrococcus luteus (Borthwick, 2012). Dieses Derivat von cyclo(L-lle-L.-Leu) wurde bis 2005 unter dem
Namen Bicozamycin zur Behandlung von Diarrhoe beim Menschen und von bakterieller Diarrhoe bei

Schweinen und Kalbern eingesetzt (Borthwick, 2012).

(-)-Phenylahistin Roquefortin C Tryprostatin B

Asperqgillus ustus Penicillium roqueforti Aspergillus fumigatus

O

Neoechinulin A Thaxtomin A Gliotoxin
Aspergillus sp. Streptomyces spp. Aspergillus spp.

(@] O
HN
-0 S HN\H/\)\
O O

XR334 Albonoursin Bicyclomycin
Streptomyces sp. Streptomyces noursei Streptomyces cinnamoneus

Abbildung 1-2: Chemische Strukturen einiger derivatisierter cyclischer Dipeptide aus Bakterien und Pilzen.
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1.1.2 Derivatisierte Diketopiperazine

1.1.2.1 Dehydro-2,5-Diketopiperazine

Neben anderen Derivaten kommen in der Natur unterschiedliche Dehydro-2,5-Diketopiperazine vor.
Diese Derivatisierung der Grundstrukturen erfolgen in der Regel entweder unter Einwirkung von
Cytochrom P450 Enzymen oder von Cyclodipeptidoxidasen. In Kapitel 1.1.1 wurden bereits einige
Naturstoffe wie Roquefortin C, XR334, Albonoursin und (-)-Phenylahistin vorgestellt (Abbildung 1-2).
Bei dem Naturstoff (-)-Phenylahistin handelt es sich um ein 6-Dehydro-Derivat des revers prenylierten
cyclo(L-Phe-L-His) (Kanoh et al., 1997; Kanoh et al., 1999). Bei Plinabulin wiederum handelt es sich um
ein synthetisches 3,6-Dehydro-Derivat des (-)-Phenylahistins, bei welchem die reverse Prenylierung
durch einen tertiaren Butyl-Rest substituiert wurde. Wie bereits zuvor erwahnt, schaffte es Plinabulin
bisher aufgrund seiner biologischen Aktivitdt in Phase Ill Studien der Klinischen Prifung zur
Behandlung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC). Auf dem Weg hierhin wurden einige
Untersuchungen an unterschiedlichen Dehydro-Derivaten durchgefiihrt (Kanzaki et al., 2002; Kanzaki

et al., 2004). In Abbildung 1-3 sind einige interessante Strukturen dieser Derivate dargestellt.

O O O

2\ X A\ X A
NH N= NH NH N= NH NH N= NH
HN = HN = HN =
ol \ 0 1 0

(-)-Phenylahistin Dehydrophenylahistin Plinabulin

2\
NH N/N

H

Cyclo(L-Phe-L-His) Cyclo(A-Phe-L-His) Cyclo(A-Phe-AHis)

Abbildung 1-3: Chemische Strukturen ausgewdhlter Dehydro-2,5-Diketopiperazine. Die betreffenden Doppelbindungen sind
blau markiert.

Cyclo(L-Phe-L-His) sowie dessen beiden 3-Dehydro- bzw. 3,6-Dehydro-Derivate, cyclo(A-Phe-L-His) bzw.
cyclo(A-Phe-AHis), wurden in Hinblick auf deren inhibitorische Aktivitdat anhand der ersten Zellteilung
von Seeigelembryonen getestet (Kanzaki et al.,, 2004). Wahrend cyclo(L-Phe-L-His) und
cyclo(A-Phe-L-His) hier keine biologische Aktivitdt zeigten, erwies sich cyclo(A-Phe-AHis) immerhin
mehr als 8-fach wirksamer als Albonoursin. Das 3,6-Dehydro-Derivat von (-)-Phenylahistin,
Dehydrophenylahistin, wurden ebenso in Hinblick auf dessen biologische Aktivitdt anhand derselben

Zelllinie untersucht und zeigte sich wiederum 2000-fach aktiver als cyclo(A-Phe-AHis), welches auf die
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reverse Prenylierung zurlickzufiihren ist (Kanzaki et al., 2004). Dehydrophenylahistin zeigte hierbei
weitergehend eine um mehr als 1000-fach bzw. mehr als 10.000-fach hoéhere Aktivitat als
(-)-Phenylahistin bzw. Albonoursin (Kanzaki et al., 2002; Kanzaki et al., 2004). Dies zeigt deutlich, dass
die unterschiedlichen Dehydrierungen der cyclischen Dipeptide, neben anderen Substituierungen,

einen nicht unwesentlichen Einfluss auf die biologische Aktivitat dieser ausiiben kénnen.
1.2 CDPS-haltige Gencluster

1.2.1 Allgemeines

Einige der in Kapitel 1.1 vorgestellten Substanzen gehen aus sogenannten Cyclodipeptidsynthase-
(CDPS-) Genclustern hervor. Bisher wurden lediglich einige dieser Cluster aus grampositiven Bakterien
aufgeklart. Hierzu gehéren die Biosynthese von Albonoursin in Streptomyces noursei (S. noursei), die
von methyliertem cyclo(L-Trp-L-Trp) in A. mirum (A. mirum), die Biosynthese verschiedener Nocazine
in Nocardiopsis dassonvillei (N. dassonvillei), die Biosynthese von Pulcherrimin in Bacillus subtilis
(B. subtilis) sowie die von Mycocyclosin in Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Diese Cluster
bestehen zum einen jeweils aus einem Gen, welches die CDPS kodiert, und somit fiir die Bildung der
jeweiligen Grundstrukturen verantwortlich ist, und zum anderen aus zuséatzlichen Genen, welche diese
Grundstrukturen weiter modifizieren. Hierbei kommen unterschiedliche Enzymgruppen in Frage,

welche im Folgenden vorgestellt werden.

Mit der Aufklarung der Biosynthese von Albonoursin aus S. noursei (Abbildung 1-4) wurde im Jahre
2002 zum ersten Mal ein solches CDPS-haltiges Gencluster beschrieben (Lautru et al., 2002). Hierbei
ist die Cyclodipeptidsynthase (CDPS) namens AIbC flr die Bildung des cyclischen Dipeptides
cyclo(L-Phe-L-Leu) verantwortlich. In einem weiteren Schritt wird diese Grundstruktur durch die
Cyclodipeptidoxidase (CDO), bestehend aus den beiden Untereinheiten AlbA und AlbB, zu dessen

3,6-Dehydro-Derivat cyclo(APhe-ALeu), Albonoursin, umgewandelt.

Streptomyces noursei ATCC 11455
albA albB albC

500 bp

o o}
tRNA/O
o NH AlbA N7 ONH
AlbC AlbB
L-Phe-tRNA —) HN — 22 HN A
o (o]
NH, cyclo(L-Phe-L-Leu) Albonoursin
tRNA- o

o
L-Leu-tRNA

Abbildung 1-4: Biosynthese von Albonoursin in Streptomyces noursei (Lautru et al., 2002).
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Ein weiteres Beispiel flir ein aus zwei Genen bestehendes CDPS-haltiges Gencluster aus Actinobacteria
stellt die Biosynthese von methyliertem cyclo(L-Trp-L-Trp) aus A. mirum dar (Abbildung 1-5) (Giessen
et al., 2013a). Die CDPS Amir_4627 ist fur die Bildung von cyclo(L-Trp-L-Trp) verantwortlich, wahrend
die S-Adenosylmethionin (SAM)-abhangige Methyltransferase Amir_4628 anschlieRend ein oder zwei

N-Methylierungen einfligt.

Nz NH
(RNA /O\’(K/EQ o
NH
o Amir_4627 | NHo Amir_4628
L-Trp-tRNA —_— HN HN —)
o

NH

[e]
o% cyclo(L-Trp-L-Trp) W N [ NH
tRNA HN— N W)\/EQ
© o

L-Trp-tRNA

Abbildung 1-5: Biosynthese von methyliertem cyclo(L-Trp-L-Trp) in Actinosynnema mirum (Giessen et al., 2013a).

Es kommen jedoch auch Cluster vor, in denen die Grundstrukturen durch eine CDO sowie durch
Methyltransferasen modifiziert werden. Ein Beispiel hierfir stellt die Biosynthese verschiedener
Nocazine aus N. dassonvillei dar (Abbildung 1-6) (Giessen et al., 2013b). Die CDPS Ndas_1148 bildet
hierbei zunachst cyclo(L-Phe-L-Tyr). Die CDO, bestehend aus Ndas_1146 und Ndas_1147, Gberfiihren
diese wiederum in dessen 3-Dehydro-, 6-Dehydro- bzw. 3,6-Dehydro-Derivate. Die SAM-abhangige
O-Methyltransferase Ndas_1149 fiigt schlieRlich eine Methylierung an der Hydroxyl-Gruppe des
Tyrosin-Restes ein. Ausgehend von der Grundstruktur resultieren so zum Beispiel Nocazine E oder
XR334. Die SAM-abhangige O-/N-Methyltransferase Ndas_1145 kann des Weiteren Methylierungen
am 2,5-DKP-Ring einfligen und fiihrt somit zu Bildung weiterer Vertreter der Nocazin-Familie (Giessen

& Marahiel, 2014).

Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111
ndas_1145 ndas_1146 ndas_1147 ndas_1148 ndas_1149

¢ ) S |

500 bp

NH,

o
" [} o o
(RNA oy Ndas_1146 oH o
o Ndas_1148 NH Ndas_1147, NH Ndas_1149 NH ~
L-Phe-tRNA —> HN — > HN « — > HN “~
NH, OH o o o
o cyclo(L-Phe-L-Tyr) Nocazine E
tRNA-
Ndas_1146 Ndas_1146
o Ndas_1147 Ndas_1147
L-Tyr-tRNA

e} o
OH o
YT UNH Ndas_1149 7 UNH >
HN A > BUNGEQN
o] o

XR334

Abbildung 1-6: Biosynthese von Nocazinen in Nocardiopsis dassonvillei (Giessen et al., 2013b).
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Neben CDOs und Methyltransferasen sind ebenso CDPS-haltiges Gencluster bekannt, bei denen
Cytochrom P450 Enzyme die cyclischen Dipeptide weiter umsetzten. In M. tuberculosis produziert die
CDPS Rv2275 cyclo(L-Tyr-L-Tyr) (Belin et al., 2009; Belin et al., 2012). Diese wird anschliefend durch
das Cytochrom P450 Enzym CYP121 zu Mycocyclosin umgesetzt (Abbildung 1-7). Hierbei wird oxidativ

eine C-C-Bindung zwischen den beiden Tyrosin-Resten katalysiert (Belin et al., 2009).

NH, OH

tRNA/O 2
NH OH
0 Rv2275 CYP121
L-Tyr-tRNA — ) Ho HN E— OH
OH o
NH; cyclo(L-Tyr-L-Tyr)
(o]
tRNA- Mycocyclosin  oH
[e]
L-Tyr-tRNA

Abbildung 1-7: Biosynthese von Mycocyclosin in Mycobacterium tuberculosis (Belin et al., 2009).

Die Biosynthese von Pulcherrimin in B. subtilis (Abbildung 1-8) erfolgt ebenso mit Hilfe einer CDPS
sowie eines Cytochrom P450 Enzyms (Cryle et al., 2010). YvmC bildet hierbei das cyclische Dipeptid
cyclo(L-Leu-L-Leu). CypX, ein CYP134A1 Enzym, katalysiert die Bildung von Pulcherriminsaure. Hierbei
kommt es zu einer zweifachen N-Oxid-Bildung sowie einer Aromatisierung der Grundstruktur. Durch

die Reaktion mit Fe**-lonen wird anschlieRend Pulcherrimin gebildet.

NH,
(o] OH O—FRe
RNA-C . o
CYP134A1 op+ O Npy”
o YvmC NH = CypX [N Fe3* [N
L-Leu-tRNA S HNW/K)\ e — o N F LA ,N%K)\
(o]
0 OH Fe-O
NH; cyclo(L-Leu-L-Leu) Pulcherriminsaure Pulcherrimin
tRNA/O
(0]
L-Leu-tRNA

Abbildung 1-8: Biosynthese von Pulcherrimin in Bacillus subtilis (Cryle et al., 2010).

Ein weiteres Cytochrom P450 Enzym ist in der Biosynthese von Naseseazine C in Streptomyces sp.
involviert (Abbildung 1-9) (Tian et al., 2018). Eine Sequenzanalyse von NascA impliziert, dass es sich
hierbei um eine CDPS mit cyclo(L-Trp-L-Pro) als Produkt handelt (Borgman et al., 2019). Das Cytochrom
P450 Enzym NascB katalysiert anschlieBRend eine intermolekulare C-C-Bindung zwischen zwei

Molekiilen der Vorstufe (Tian et al., 2018).

NH

NH, ,
RN A/OW)\/EQ o
o NascA /

W)ND NascB
L-Trp-tRNA R 4 HN HN —_—)
o
HN cyclo(L-Trp-L-Pro) Naseseazine C
RNA O
o
L-Pro-tRNA

Abbildung 1-9: Biosynthese von Nasesezain C in Streptomyces sp. (Borgman et al., 2019; Tian et al., 2018).
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Die Biosynthese von 1-(8-Guaninyl)-cyclo(L-Tpr-L-Tpr) in Streptomyces purpureus (Abbildung 1-10)
beruht ebenfalls auf dem Zusammenspiel einer CDPS (CDPSngs737) und einem Cytochrom P450 Enzym
(P450ngs737) (Yu et al., 2018). CDPSnss737 synthetisiert hierbei zunachst cyclo(L-Tyr-L-Tyr), wadhrend
PA450nss737 eine C-N-Bindung zwischen dem Stickstoff-Molekiil des Indol-Restes von cyclo(L-Tyr-L-Tyr)

und einem Kohlenstoff-Molekil von Guanin katalysiert.

NHz NH
o)
TraaRNA COPSnesrar, % P450Nesrar, m)\/[@

NH; | NH cyclo(L-Trp-L-Trp) j/j\( 1-(8-guaninyl)-cyclo(L-Trp-L-Trp)
(o)
tRNA -~
HN- N
0 X

L-Trp-tRNA NH,

Abbildung 1-10: Biosynthese von 1-(8-Guaninyl)-cyclo(L-Trp-L-Tpr) in Streptomyces purpureus NRRL B-5737 (Yu et al., 2018).

Das mit sieben Genen grofSte bisher identifizierte CDPS-haltiges Gencluster stellt die Biosynthese von
Bicyclomycin in Streptomyces spp. dar (Abbildung 1-11) (Borgman et al., 2019). Die Synthese erfolgt
unter dem Mitwirken einer CDPS (BcmA), finf a-Ketoglutarat-abhangigen Dioxygenasen (BcmB, BcmC,

BcmeE, BcmF und BcmG) und einer Cytochrom P450 Monooxygenase (BcmD) (Meng et al., 2018).

NH,
tRNA/ON
o

o OH OH
L-lletRNA /g/mNH o o
BcmA HNW/K)\ BcmE NH BemC NH BecmG NH OH
NHz (o} HNM HNMH HNMH
tRNA/ON cyclo(L-lle-L-Leu) o

(0]
(0]

o
L-Leu-tRNA
chmB
o OH
OH OHO o BcmB

oo &NH &NH oder i
BemF BemD spontan BcmB OH
HNN\/OH ¢ TR OslHO on ¢ o OalHo. «— m/’t/QOH

Y : N

o
OI

O OH : ;
. . O OH O OH
Bicyclomycin

Abbildung 1-11: Biosynthese von Bicyclomycin in Streptomyces sapporonensis (Borgman et al., 2019; Meng et al., 2018).

In der Biosynthese von Drimentin G in Streptomyces spp. (Abbildung 1-12) sind drei Enzyme involviert
(Yao et al., 2018). Wahrend die CDPS DmtB zunéachst cyclo(L-Tyr-L-Val) bildet, ibertragt die Indol-
Prenyltransferase DmtC eine Farnesyl-Gruppe auf den Indol-Rest dieser Grundstruktur. AnschlieRend

katalysiert die Farnesyl-Cyclase DmtA die Cyclisierung des Farnesyl-Restes und fiihrt somit zu Bildung

von Drimentin G.

NH,
o

o H o H
{RNA - M H A M H R
[e] N
LValRNA DmtB m/‘\/l© DrntC DmtA
NH; | NH cyclo(L-Trp-L-Val) Pre-drimentine
tRNA/o
]

L-Trp-tRNA

Drimentine G

Abbildung 1-12: Biosynthese von Drimentin G in Streptomyces spp. (Borgman et al., 2019).
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1.2.2 Cyclodipeptidsynthasen

In Kapitel 1.2.1 wurden die neun bereits charakterisierten Biosynthesewege inklusive der jeweiligen
CDPSs vorgestellt. Insgesamt wurden jedoch mehr als 100 CDPSs experimentell untersucht (Algahtani
et al., 2015; Brockmeyer & Li, 2017; Giessen et al., 2013a; Giessen et al., 2013b; Gondry et al., 2009;
Jacques et al., 2015; James et al., 2016; Liu et al., 2018a; Liu et al., 2018b; Patteson et al., 2017; Seguin
et al., 2011). Hierbei konnte die Synthese von zusammen mehr als 75 verschieden cyclischen
Dipeptiden identifiziert werden (Borgman et al., 2019). Die meisten dieser Gene wurden in Bakterien,
genauer betrachtet in Actinobacteria, gefunden. Lediglich eine CDPS wurde bisher in Eukaryoten und
bisher keine einzige in Archaeen identifiziert (Moutiez et al., 2017; Seguin et al., 2011). Zu Beginn
dieser Arbeit konnte jedoch die Bildung verschiedener 2,5-DKPs durch insgesamt lediglich elf dieser
Gene nachgewiesen werden (Belin et al., 2012; Giessen et al., 2013a; Giessen et al., 2013b). Des
Weiteren konnten Uber 700 putative Gene von CDPSs in offentlich zugdnglichen Datenbanken

identifiziert werden (Borgman et al., 2019; Gondry et al., 2018).

Die CDPSs bestehen in der Regel aus 200-300 Aminosauren und besitzen untereinander mit nicht
selten weniger als 30 % eine eher moderate Ubereinstimmung in ihren Sequenzen (Moutiez et al.,
2017). Sie besitzen konservierte Bereiche in den Positionen 31, 54, 79, 128, 184 und 225, sowie
katalytische Bereiche in den Positionen 37, 40, 178, 182, 202 und 203 (Nummerierung von AlbC)
(Jacques et al., 2015). CDPSs werden in die zwei Unterfamilien NYH und XYP eingeteilt (Jacques et al.,
2015). Diese Einteilung erfolgt aufgrund der katalytischen Bereiche in den Positionen X40, Tyr202 und
X203 (Nummerierung von AlbC). Wahrend CDPSs der NYH Unterfamilie in diesen Positionen lber
Asn40, Tyr202 und His203 verfligen, sind bei CDPS der XYP Unterfamilie X40 (GIn40, Ser40, Ala40,
Gly40, Lys40 oder Asn40), Tyr202 und Pro203 zu finden (Jacques et al., 2015). Bisher wurden
Kristallstrukturen von drei CDPSs untersucht. Wahrend AlbC aus S. noursei mit einer Auflésung von
1,9 A (PDB ID: SOQV) (Sauguet et al., 2011) sowie von 2,9 A (PDB ID: 4Q24) (Moutiez et al., 2014a)
untersucht wurde, wurde Rv2275 aus M. tuberculosis mit einer Auflésung von 2,0 A (PDB ID: 2X9Q)
(Vetting et al., 2010) und YvmC-Blic aus Bacillus licheniformis mit Aufldsungen von 1,9, 1,7 und 2,4 A
(PDB ID: 30QH, 30AQl, 30QJ) (Bonnefond et al., 2011) analysiert. Somit wurden Kristallstrukturen von
drei CDPSs der NYH Unterfamilie betrachtet (Abbildung 1-13). Kristallstrukturen von CDPSs der XYP
Unterfamilie sind dagegen noch nicht bekannt. CDPSs kommen als Monomere mit einer Rossmann-
Faltung vor, welche durch die B-Faltblatter B3 — B5 und die a-Helices a2 und a4 gebildet wird (Moutiez
etal., 2017).
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Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu den
katalytischen Berichten von Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen (aaRSs) der Klasse Ic wird
vermutet, dass CDPSs von diesen Enzymen
abstammen (Moutiez et al., 2017). Es bestehen
jedoch signifikante Unterschiede zwischen
diesen beiden Enzym-Klassen. Zum einen
besitzen CDPSs im Gegensatz zu den aaRSs
keine ATP-Bindungsstellen, so dass die

Aminosduren nicht aktiviert werden kénnen.

Zum anderen sind CDPSs als Monomere aktiv,

wihrend die aaRSs TyrRS und TrpRS als Abbildungl 1-13: Kristallstrukturen von AlbC (PDB IQ:
30QV; griin), Rv2275 (PDB ID: 2X9Q; grau) und YvmC-Blic
Homodimere funktionieren (Schmitt et al., (PDB ID: 30QH,; magenta). Die Elemente der B-Faltbldtter
und a-Helices der Sekunddrstrukturen sind markiert. Die
2018). Abbildung stammt aus der Veréffentlichung von Moutiez

etal. (2017).

Der Reaktionsmechanismus der CDPSs wurde bisher intensiv anhand von AlbC untersucht (Moutiez et
al., 2014a). Es konnte gezeigt werden, dass diese kleinen Enzyme Aminoacyl-tRNAs aus dem primaren
Metabolismus als Substrate nutzen und ATP-unabhangig durch die Bildung von zwei Peptidbindungen
die Synthese von cyclischen Dipeptiden katalysieren (Belin et al., 2012; Giessen et al., 2013a; Giessen
et al., 2013b; Giessen & Marahiel, 2014; Gondry et al., 2009; Jacques et al., 2015). An dieser Reaktion
der CDPSs sind jeweils zwei Bindetaschen ,Pocket P1“ und ,,P2“ von grofRer Bedeutung (Jacques et al.,
2015). Wahrend die Bindetasche P1 aus den Positionen 33, 35, 65, 67, 119, 185, 186, und 200 besteht,
wird P2 aus den Positionen 152, 155, 156, 159, 204, 206 und 207 gebildet (Nummerierung von AlbC).
Neben diesen sind hierbei ebenso die katalytischen Bereiche in Positionen Ser37, Asn40, Tyrl78,

Glu182, Tyr202 und His203 von AlbC involviert (Moutiez et al., 2017).

Bei der Synthese der cyclischen Dipeptide bindet zundchst eine Aminoacyl-tRNA mit dessen
Aminosadure-Rest im aktiven Zentrum innerhalb der Bindetasche P1 der CDPS und lbertragt diesen auf
den katalytischen Ser37-Rest (Nummerierung von AlbC) (Abbildung 1-14). Die tRNA wird abgespalten
und es bildet sich ein Peptidyl-Enzym-Intermediat. In einem weiteren Schritt bindet der Aminosaure-
Rest einer zweiten Aminoacyl-tRNA in der Bindetasche P2. Es wurde postuliert, dass bei der Erkennung
des zweiten Substrates ebenso die Bindung der tRNA von Bedeutung ist (Moutiez et al., 2014b). Das
Peptidyl-Enzym-Intermediat reagiert anschlieRend mit diesem zweiten Substrat und bildet ein
Dipeptidyl-Enzym-Intermediat, aus welchem nach intramolekularer Cyclisierung ein cyclisches

Dipeptid hervorgeht (Moutiez et al., 2017).
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Abbildung 1-14: Biosynthese von cyclischen Dipeptiden (CDPs) durch Cyclodipeptidsynthasen (CDPSs). Modifiziert nach (Belin

et al., 2012) und (Giessen & Marahiel, 2014).

Zunachst wurde postuliert, dass der erste Aminosaure-Rest auf den Ser37-Rest ibertragen wird sowie

dass Tyrl78 und Glul82 zur Stabilisierung dieses Aminosdure-Restes sowie spater zur Bildung des

Dipeptidyl-Enzym-Intermediat beitragen (Moutiez et al., 2014a; Sauguet et al., 2011; Schmitt et al.,

2018). In Erganzung dazu dient Tyr202 der Protonenibertragung und katalysiert so die Cyclisations-

Reaktion (Abbildung 1-15) (Schmitt et al., 2018). Neben Tyrl78 sind Asn40 und His203 dafir

verantwortlich, die Dipeptidyl-Reste wahrend der Reaktion in korrekter Konformation zu halten

(Schmitt et al., 2018).

Ii/\NjH o
;,hijQ — OO

o

Tyraoz

Abbildung 1-15: Cyclisations-Reaktion von CDPSs in Anlehnung den die Verdffentlichung von (Gondry et al., 2018).

Es wurde postuliert, dass anhand der Motive innerhalb der Bindungstaschen P1 und P2 eine

Vorhersage der lGberwiegend synthetisierten Produkte getroffen werden kann (Gondry et al., 2018;

Jacques et al., 2015). CDPSs sollen demnach ein Hauptprodukt und weitere Nebenprodukte nach der

Formel cyclo(AA:-X) synthetisieren. Hierbei ist AA; der in P1 bevorzugt gebundene Aminoacyl-Rest,

wahrend X den etwas variableren und in P2 gebundenen Aminoacyl-Rest darstellt.
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Es wird also fir die Bindung des ersten

Substrates in P1 eine hohe und fir die des "

zweiten Substrates in P2 eine geringere S ,\[GYPNFEﬁ ME%%EQP
Substratspezifitat vorausgesetzt. Im Jahre 2015 L II_G-IQFFEL M.(IAJAS w

wurden die in Abbildung 1-16 gezeigten

w55 CGFP WFF Wv-Qv

XYP subfamily

produziert AlbC neben cyclo(L-Phe-L-Leu), srinsar éLAAW' |V T FR'QI\'AE

welches in der Biosynthese von Albonoursin . T FHQME
involviert ist, noch weitere 2,5-DKPs. Dazu cax ITLﬁAWrHV

7 members

entsprechenden Sequenzlogos identifiziert

(Jacques et al., 2015). Nach diesem Schema

gehoren die phenylalanin-haltigen 2,5-DKPs
Abbildung 1-16: Sequenzlogos von Aminosduren, welche
die beiden Bindungstaschen P1 und P2 bilden, fiir Gruppen

(L-Phe-L-Tyr) und cyclo(L-Phe-L-Met) (Belin et von CDPSs, welche die gleichen cyclischen Dipeptide
synthetisieren. (Abbildung aus (Jacques et al., 2015)).

cyclo(L-Phe-L-Leu), cyclo(L-Phe-L-Phe), cyclo-

al., 2012; Gondry et al., 2009).

Die CDPS Ndas_1148 bildet ebenso weitere 2,5-DKPs. Neben dem bereits beschriebenen
cyclo(L-Phe-L-Tyr) produziert diese cyclo(L-Phe-L-Phe) und cyclo(L-Phe-L-Leu) als Hauptprodukte sowie
cyclo(L-Phe-L-Ala), cyclo(L-Phe-L.-Met), cyclo(L-Tyr-L.-Leu) und cyclo(L-Tyr-L-Tyr) als Nebenprodukte
(Giessen et al., 2013b). Rv2275 bildet hauptsachlich cyclo(L-Tyr-L-Tyr) und lediglich zu einem geringen
Anteil cyclo(L-Tyr-L-Phe) (Belin et al., 2012). Etwa die Halfte der CDPSs verfligen jedoch tber eine hohe
Substratspezifitat und produzieren lediglich ein einziges cyclisches Dipeptid (Moutiez et al., 2017). Ein
Beispiel hierfir stellt Amir_4627 mit der Produktion von cyclo(L-Trp-L-Trp) dar (Giessen et al., 2013a).
Jedoch bieten diese Motive lediglich einen Hinweis auf mogliche Produkte der CDPSs, so dass die

experimentelle Analyse dennoch notwendig ist.

1.2.3 Cyclodipeptidoxidasen

Eine Enzymklasse, die es vermag deren Substrate zu dehydrieren, sind Cyclodipeptidoxidasen (CDOs)
(Belin et al., 2012). Diese kommen geclustert mit Cyclodipeptidsynthasen (CDPSs) sowie teilweise mit
Methyltransferasen und Cytochrom P450 Enzymen in Actinobacteria vor. Die erste CDO wurde in
Streptomyces albulus (S. albulus), einem Albonoursin-Produzenten, in Japan identifiziert (Kanzaki et
al., 1999). Die Untersuchungen beschrankten sich hierbei jedoch auf Reaktionen mit I6slichem Enzym
aus zellfreien Extrakten und Biotransformationen (Kanzaki et al., 1999; Kanzaki et al., 2000a; Kanzaki
et al., 2000c). In Frankreich wurde dagegen die gesamte Biosynthese von Albonoursin in S. noursei
identifiziert und charakterisiert (Gondry et al., 2001; Lautru et al., 2002). Bei dieser CDO handelt es

sich um einen Enzymkomplex aus den beiden Untereinheiten AlbA und AlbB, bestehend aus 219 bzw.
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105 Aminosauren, welche zusammen in der Lage sind, durch Dehydrierung an beiden Substituenten
des 2,5-Diketopiperazin-Grundgeristes Doppelbindungen einzufiigen (Belin et al., 2012). Die
MolekulargroRe dieses Komplexes umfasst insgesamt mehr als 2000 kDa (Gondry et al., 2001). Der
grolRere Anteil besteht hierbei aus der Untereinheit AlbA, wahrend der Anteil von AlbB lediglich ein
Zehntel dieses Komplexes ausmacht (Belin et al., 2012). Obwohl die Rolle der Untereinheit AlbB bisher
nicht geklart werden konnte, ist diese fiir die Reaktion zwingend notwendig. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die Expression der Untereinheit AlbA alleine zu keiner Produktbildung, sondern lediglich
zu unléslichem Protein fihrt (Belin et al., 2012; Lautru et al., 2002). Der Reaktionsmechanismus der
CDO konnte bisher also nicht aufgeklart werden. Als mogliche Mechanismen wurden eine direkte
a,B-Dehydrierung, eine B-Hydroxylierung mit anschlieRender Dehydratisierung oder die Bildung eines
Imin-Intermediats mit anschlieBender Umlagerung zum Enamin postuliert (Gondry et al., 2001). Es ist
bekannt, dass die CDO aus S. noursei (AlbA/AIbB) den kovalent gebundenen Cofaktor Flavin enthalt
und dass es sich um eine aerobe Reaktion handelt, bei der O; als Elektronen-akzeptor agiert und H,0;
als Nebenprodukt entsteht (Gondry et al., 2001). Das Gen albA besteht aus 660 bp, wahrend albB aus
318 bp besteht. Diese beiden Nukleotidsequenzen (iberlappen hierbei in einem Bereich von 41 bp. In
diesem Zusammenhang wurde postuliert, dass eine Regulation wahrend der Synthese der beiden
Untereinheiten flr die Funktionsfahigkeit des Enzymkomplexes verantwortlich sein kdnnte (Belin et

al., 2012).

Die natlirlichen Substrate der CDOs stellen verschiedene cyclische Dipeptide dar, welche durch die
jeweils benachbarten CDPSs synthetisiert werden. CDOs akzeptieren unterschiedliche cyclische
Dipeptide mit 2,5-DKP-Grundgerist, linearen Dipeptide hingegen werden nicht umgesetzt (Gondry et
al., 2001). AlbA und AlbB setzen bekanntermaflen ihr natlrliches Substrat cyclo(L-Phe-L-Leu) zu
Albonoursin um (Abbildung 1-4). Des Weiteren wurde die Akzeptanz gegeniiber einigen weiteren
cyclischen Dipeptiden getestet, welche in der Tabelle 1-1 aufgelistet sind. Es wurde postuliert, dass
CDOs groRe aromatische Seitenketten ihrer Substrate, wie z. B. Phenylalanin und Tryptophan,
bevorzugen (Belin et al., 2012). Die dehydrierten Produkte konnten in vitro sowohl in E- als auch in
Z-Konfiguration detektiert werden (Gondry et al., 2001; Kanzaki et al., 2000c). Das Auftreten der
Z,Z-Konfiguration von Albonoursin, welches zuvor aus Kulturen von S. noursei extrahiert wurde, spricht
jedoch fir ein bevorzugtes Einbringen der Doppelbindungen durch CDOs in Z-Konfiguration (Belin et

al., 2012; Gondry et al., 2001).

Eine weitere charakterisierte CDO stellen Ndas_1146 und Ndas_1147 aus Nocardiopsis dassonvillei
subsp. dassonvillei DSM 43111 dar (Giessen et al., 2013b). Ndas_1146 besteht hierbei aus 195
Aminosauren, wahrend Ndas_1147 ebenso aus 105 Aminosduren besteht. Die hierflir codierenden
Nukleotidsequenzen von ndas_1146 und ndas_1147 bestehen aus 588 bzw. 318 bp und tberlappen

mit 20 bp. Diese CDO katalysiert die Dehydrierung von phenylalanin- sowie tyrosin-haltigen
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2,5-Diketopiperazinen und trdagt somit, neben zwei Methyltransferasen, zur Biosynthese
verschiedener Nocazine bei (Abbildung 1-6) (Giessen et al., 2013b). Die Untersuchungen der CDO
beschrankten sich hierbei auf die natiirlichen Substrate dieser, genauso wie bei der CDO aus

Nocardiopsis alba ATCC BAA-2165 (Tabelle 1-1) (Li et al., 2014).

Im Folgenden werden putative Homologe der beiden Proteine AlbA und Ndas_1146 als CDO,, putative

Homologe von AlbB und Ndas_1147 als CDOg bezeichnet.

Tabelle 1-1: Ubersicht iiber bisher identifizierte Cyclodipeptidoxidasen und deren Substrate.

Organismus CcDhO Substrate

S. noursei AlbA / AlbB cFL (Gondry et al., 2001; Lautru et al., 2002)

ATCC 11455 cFL, cFH, cFG, clLA, clLG, cSG, cEG, cWW (Gondry et al., 2001)

S. albulus KO-23 cFL (Kanzaki et al., 1999; Kanzaki et al., 2000a; Kanzaki et al., 2000c)

cFG, cFA, cFV, cFF (Kanzaki et al., 2000b)
cFH (Kanzaki et al., 2004)
cFP, cYP (Arunrattiyakorn et al., 2006; Arunrattiyakorn et al., 2007)

N. alba AlbA / AlbB cFL, cYL (Li et al., 2014)
ATCC BAA-2165

N. dassonvillei Ndas_1146 / cFY, cFF, cFL, cFA, cFM, cYL, cYY (Giessen et al., 2013b)
subsp. dassonvillei  Ndas_1147
DSM 43111

1.3 Actinobacteria

1.3.1 Allgemeines

Die Klasse der Actinobacteria innerhalb der Domane der Eubacteria umfasst die Ordnungen
Actinomycetales, Bifidobacteriales, Catenulisporales, Corynebacteriales, Cryptosporangiales,
Frankiales, Glycomycetales, lJiangellales, Kineosporiales, Micrococcales, Micromonosporales,
Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Sporichthyales, Streptomycetales und Streptosporangiales
(Nouioui et al., 2018). In Abbildung 1-17 ist die taxonomische Einordnung der im Rahmen dieser Arbeit
relevanten Species Streptomyces noursei, Nocardiopsis dassonvillei und Nocardiopsis prasina

wiedergegeben.
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Es handelt sich bei Actinobacteria um meist aerobe grampositive Eubakterien mit hohem Guanin-
Cytosin-Gehalt (GC-Gehalt) im Genom (Barka et al., 2016). Morphologisch unterscheiden sich die
Ordnungen innerhalb der Actinobacteria erheblich voreinander, so reichen die Zellstrukturen von
Kokken (z. B. Micrococcus spp.) Gber Stabchen (z. B. Corynebacterium spp.) bis zu Mycel-Strukturen
(z. B. Streptomyces spp.) (Nouioui et al., 2018). Sie kdnnen sich heterotroph, chemoautotroph oder
chemoheterotroph ernahren (Barka et al., 2016) und sind in unterschiedlichsten Umgebungen zu
finden. Wahrend Streptomyces spp. in Boden oder wassriger Umgebung leben, sind z.B.
Corynebacterium spp. und Mycobacterium spp. als Pflanzen- oder Tierpathogene, Bifidobacterium spp.

hingegen als gastrointestinale Kommensale bekannt (Barka et al., 2016).

Domadne

. . Eubacteria
(Dominium)

Abteilung/Stamm Actinobacteria

(Divisio/Phylum)

Klasse

. Actinobacteria
(Classis)

Ordnung
(Ordo)

Streptomycetales Streptosporangiales

Familie

- Streptomycetaceae Nocardiopsaceae
(Familia) promy P

Gattung

Streptomyces Nocardiopsis
(Genus) promy P

Art
(Species)

S. noursei N. dassonvillei N. prasina

Abbildung 1-17: Taxonomische Einordnung von Streptomyces noursei, Nocardiopsis dassonvillei und Nocardiopsis prasina.
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1.3.2 Streptomyces noursei

Die Species Streptomyces noursei Brown 1953 (Ettlinger et al., 1958; Hazen & Brown, 1951; Skerman

et al., 1980) gehort zur Gattung Streptomyces, der Familie Streptomycetaceae, der Ordnung

Streptomycetales innerhalb der Abteilung Actinobacteria und ist somit ein grampositives Bakterium

mit hohem GC-Gehalt (Abbildung 1-18).

Abbildung 1-18: Streptomyces noursei DSM 40635
kultiviert auf GYM-Medium bei 28 °C. (Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, abgerufen am 23.01.2018)

Die Sequenzierung des Genomes von
Streptomyces noursei ATCC 11455 erfolgte
durch die Universitdt Bielefeld und wurde im
Jahre 2015 in der Datenbank von NCBI unter
der Accession-Nummer NZ_CP011533
hinterlegt. Das Genom umfasst 9,8 Mb, enthalt
einen GC-Gehalt von 71,35 % und codiert

insgesamt 8102 Proteine.

Die Biosynthese des Antimykotikums Nystatin
(= Fungicidin) (Abbildung 1-19), welches zur
Behandlung von Infektionen mit Candida
albicans oder Aspergillus fumigatus verwendet
wird, konnte in S. noursei aufgeklart werden

(Brautaset et al., 2000; Hazen & Brown, 1951).

Nystatin

Abbildung 1-19: Ausgewdhlte Sekunddrmetabolite aus Streptomyces noursei.

Des Weiteren konnte die Synthese von Albonoursin (Abbildung 1-2), dessen biologische Aktivitat

bereits in Kapitel 1.1.1 beschrieben wurde, in S. noursei identifiziert werden (Gondry et al., 2001;

Lautru et al., 2002).
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1.3.3 Nocardiopsis dassonvillei

Die Gattung Nocardiopsis gehort zur Familie der Nocardiopsaceae innerhalb der Ordnung der
Streptosporangiales und somit zur Abteilung der Actinobacteria. Sie wurde im Jahre 1976 von Meyer
auf Grund von morphologischen Gegebenheiten fiir Bakterien beschrieben, welche bis dahin unter

Streptothrix dassonvillei, Nocardia dassonvillei oder Actinomadura dassonvillei bekannt waren (Brocq-

Rousseu, 1904; Gordon & Horan, 1968; Lechevalier & Lechevalier, 1970; Sun et al., 2010).

Abbildung 1-20: Aufnahmen von Nocardiopsis dassonvillei IMRU 509. A: Mikroskopische Aufnahmen von sporulierendem
Luftmycel von Nocardiopsis dassonvillei IMRU 509 auf Bennett Medium, x480 (Aufnahme aus (Meyer, 1976)). B:
Elektronenmikroskopische Aufnahme von Nocardiopsis dassonvillei IMRU 509, x16.500 (Aufnahme aus (Meyer, 1976)). C:
Elektronenmikroskopische Aufnahme von Nocardiopsis dassonvillei IMRU 509 (Aufnahme aus (Sun et al., 2010)).

Bei der von Meyer beschriebenen Species Nocardiopsis dassonvillei IMRU 509 handelt es sich um ein
grampositives Bakterium mit einem hohen GC-Gehalt (Sun et al., 2010). Das Temperaturoptimum
seines Wachstums befindet sich bei etwa 28 °C, wobei liber 45 °C kein Wachstum mehr beobachtet
werden konnte (Sun et al., 2010). Das pH Optimum liegt hierbei bei 8,0 (Sun et al., 2010). Nocardiopsis
dassonvillei IMRU 509 bildet ein Luftmycel, welches aus langen, diinnen und moderat verzweigten
Hyphen besteht (Abbildung 1-20, A-C). Dieses zeigt zu Beginn der Sporenbildung ein mehr oder
weniger ausgepragtes zickzackformiges Aussehen (Abbildung 1-20, C) (Meyer, 1976). Die Farbe des
Luftmycels ist abhdngig vom Medium weil} oder gelblich bis graulich (Abbildung 1-21), wahrend das
Substratmycel gelblich-braun oder olivfarben bis dunkel braun ist (Meyer, 1976). Dieser Species ist es
moglich Arabinose, Xylose, Mannose, Glucose, Rhamnose, Maltose, Mannitol, Fruktose, Lactose,

Sucrose, Raffinose und Glycerol als Kohlenstoffquelle zu verwenden (Meyer, 1976; Sun et al., 2010).

Nocardiopsis dassonvillei wurde bereits aus schimmeligem Getreide, Erde oder Meeressediment
isoliert (Sun et al., 2010), steht jedoch zusatzlich im Zusammenhang mit Infektionen der Haut, des
Auges sowie der Lunge beim Menschen (Beau et al., 1999). Daher wurde Nocardiopsis dassonvillei
subsp. dassonvillei vom Ausschuss fiir Biologische Arbeitsstoffe (ABAS) im Rahmen der Technischen
Regeln fir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA) in den TRBA 466 , Einstufung von Prokaryonten (Bacteria
und Archaea) in Risikogruppen” (Stand: Ausgabe August 2015, 3. Anderung vom 2.5.2018) in die

Risikogruppe 2 eingestuft und somit im Umgang entsprechend eingeschrankt.
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N. dassonvillei IMRU 509 (= DSM 43111) wurde
im Jahre 2010 sequenziert und durch das US
DOE Joint Genome Institute (JGI-PGF) unter
den Accession-Nummern NC_014210 und
NC 014211 in der Datenbank von NCBI
hinterlegt (Brocg-Rousseu, 1904; Sun et al.,
2010). Das Genom besteht aus 6,6 Mb, verteilt
auf zwei Chromosomen, besitzt einen GC-
Gehalt von 72,73 % und codiert wahrscheinlich

insgesamt 5437 Proteine. Bisher wurden einige

Sekundarmetabolite aus N. dassonvillei

Abbildung 1-21: Nocardiopsis dassonvillei DSM 43111 identifiziert und teilweise deren Biosynthese
kultiviert auf GYM-Medium bei 28 °C. (Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, abgerufen am 23.01.2018)

aufgeklart. In Abbildung 1-22 sind ausgewahlte
Strukturen abgebildet.

Nocapyrone E Nocapyrone F Nocapyrone G Nocapyrone S

O/ O/ (0]
/©/\)\NH O /©/\)\NH WNH
~0 /N\”/\/©/ ~0 /N\H/\/© ~0 /N\H/\/©
o 0] 0]

Nocazine A Nocazine B Nocazine C

(0] (e}
o OH
N
HN HN
- AT L
(0] (6] OH

Nocazine E XR334 Nocazoline A

Abbildung 1-22: Ausgewdihlte Sekunddrmetabolite aus Nocardiopsis dassonvillei.

Aus N. dassonvillei HR10-5 wurden Nocapyrone E-G, Nocazine A-C und Nocazoline A isoliert und
identifiziert (Fu et al., 2011). Die Biosynthese von Nocazine E und XR334 in N. dassonvillei subsp.
dassonvillei DSM 43111 konnte im Jahre 2013 aufgeklart werden (Giessen et al., 2013b). Aus

demselben Stamm wurde im Jahre 2016 mit Nocapyrone S ein weiteres a-Pyrone isoliert (Zou et al.,
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2017). Einige dieser Strukturen verfiigen Uber biologische Aktivitdten, welche bereits in Kapitel 1.1.1

beschrieben wurden.

1.3.4 Nocardiopsis prasina

Nocardiopsis dassonvillei subsp. prasina subsp. nov. wurde zuerst im Jahre 1984 von Miyashita
beschrieben (Miyashita et al., 1984). Dieser Stamm wurde urspringlich in Japan aus Erde isoliert. Es
handelt sich hierbei um ein grampositives alkaliphiles Bakterium, welches ein pH Optimum von 9,0 bis
10,0 besitzt (Miyashita et al., 1984). Das Wachstumsoptimum liegt hier bei einer Temperatur von
28 °C, wobei bei 45 °C kein Wachstum mehr auftritt (Grund & Kroppenstedt, 1990).

Es wird reichlich oberirdisches Mycel gebildet, wobei die Sporentrdager vom Typ Rectus flexibilis sind.
Sie verlaufen hierbei nahezu geradlinig und bilden Ketten von bis zu 50 Sporen (Abbildung 1-23, A und
C). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen eine glatte Oberflache der Sporen (Abbildung 1-23,
B) (Miyashita et al., 1984).

Die Farbe des oberirdischen Mycels ist abhdngig vom Medium weild bis blassrosa, wahrend das
vegetative Mycel weitgehend farblos ist. Teilweise wurde eine griine Schattierung des Mycels
beobachtet (Miyashita et al., 1984). Diesem Stamm ist es moglich, Glukose, Arabinose, Glycerol,
Mannose, Fruktose, Xylose und Mannitol als Kohlenstoffquelle zu verwenden (Miyashita et al., 1984).
Aufgrund einiger Unterschiede zu anderen Stammen von N. dassonvillei, wie seiner Unfdhigkeit
Maltose und Rhamnose als Kohlenstoffquelle nutzen zu koénnen sowie seines hdheren pH

Wachstumsoptimums, wurde dieser Stamm zu dieser Zeit als neue Unterart von N. dassonvillei

definiert (Miyashita et al., 1984).

Abbildung 1-23: Mikroskopische Aufnahmen von sporulierenden oberirdischem Mycel von Nocardiopsis dassonvillei subsp.
prasina auf Hefe- und Malzextrakt-Festmedium (pH 9,0). A: Lichtmikroskopische Aufnahme, x440. B:
Elektronenmikroskopische Aufnahme, x29.000. C: Elektronenmikroskopische Aufnahme, x5.800. (Aufnahmen aus (Miyashita
etal., 1984).

Im Jahre 1990 wurde N. dassonvillei in Anlehnung an chemotaxonomische und physiologische
Untersuchungen in zwei Gattungen aufgeteilt, N. dassonvillei und N. alba. In diesem Zusammenhang
wurde N. dassonvillei subsp. prasina DSM 43845 in N. alba subsp. prasina DSM 43845 (Miyashita et al.

1984) umbenannt (Grund & Kroppenstedt, 1990). Aufgrund genetischer Unterschiede zwischen N. alba
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subsp. alba DSM 43377 und N. alba subsp. prasina DSM 43845 beziiglich 16S rDNA Sequenzvergleichen

und Untersuchungen zur DNA-DNA Hybridisierung, wurde N. alba subsp. prasina DSM 43845 im Jahre

1997 schlieBlich zu N. prasina DSM 43845 erhoben (Abbildung 1-24) (Yassin et al., 1997).

Abbildung 1-24: Nocardiopsis prasina DSM 43845
kultiviert auf GYM-Medium bei 28 °C. (Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, abgerufen am 23.01.2018)

Kalafungin

Nocapyrone E

Abbildung 1-25: Ausgewdhlte Sekunddrmetabolite aus
Nocardiopsis prasina.

N. prasina DSM 43845 (= NRRL B-16235) wurde
vom Yunnan Institute of Microbiology (Yunnan
University, China) sequenziert und im Jahre
2012 unter der Accession-Nummer
NZ_ANAEO0000000 in der Datenbank von NCBI
hinterlegt (Li et al., 2013). Das Genom umfasst
6,0 Mb und enthalt 4.960 proteinkodierende

Gene. Der GC Anteil betragt hierbei 70,8 %.

Zur Biosynthese von Sekundiarmetaboliten
durch N. prasina ist bisher nur wenig bekannt.
In Abbildung 1-25 sind ausgewahlte Strukturen
abgebildet. Im Jahre 1990 konnte das
cytotoxische Kalafungin aus N. dassonvillei
subsp. prasina OPC-553 identifiziert werden
(Tsujibo et al, 1990). Aus dem Stamm
N. prasina CLA68 wurde 2016 das Polyketid
Nocapyrone E isoliert (Rao et al., 2016). Uber
die Synthese von Sekundarmetaboliten mit
dem Grundgerist von 2,5-Diketopiperazinen
(2,5-DKPs) lagen hingegen zu Beginn dieser

Arbeit keine Informationen vor.
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2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

Untersuchungen zur putativen Cyclodipeptidsynthase CDPS-Np aus N. prasina

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Biosynthese von cyclischen Dipeptiden durch die putative

Cyclodipeptidsynthase CDPS-Np in N. prasina. Hierfir sollten folgende Schritte durchgefihrt werden:

Amplifikation von CDPS-Np aus genomischer DNA von N. prasina NRRL B-16235

>
» Klonierung von CDPS-Np in pQE-60 zur Expression in E. coli
> Uberproduktion von CDPS-Np in E. coli

>

Identifizierung der Produktbildung durch CDPS-Np mittels LC-MS

Im Anschluss daran sollte durch zielgerichtete Mutagenese innerhalb der Bindetaschen P1 und P2 des
aktiven Zentrums von CDPS-Np deren Substratspezifitdt verandert werden. Diesbeziiglich sollten

folgende Arbeiten durchgefiihrt werden:

» Analyse der Bindetaschen P1 und P2 des aktiven Zentrums von CDPS-Np

» gezielte Einflihrung von Mutationen durch PCR zum Austausch einzelner oder mehrerer
Aminosauren innerhalb der Bindetaschen P1 und P2 im aktiven Zentrum von CDPS-Np

> Uberproduktion der mutierten Proteine in E. coli

> ldentifizierung der Produktbildung durch die mutierten Proteine mittels LC-MS und Vergleich

dieser mit der vom Wildtypen

Analysen zur putativen Cyclodipeptidoxidase CDOa-Np und CDOg-Np aus N. prasina

Ziel war die Untersuchung der Biosynthese von dehydrierten cyclischen Dipeptiden durch die putative
Cyclodipeptidoxidase CDOa-Np und CDOs-Np in N. prasina. Hierfir sollten folgende Arbeiten

ausgefiihrt werden:

» Amplifikation der tGberlappenden Sequenz von CDO4-Np und CDOg-Np aus genomischer DNA
von N. prasina NRRL B-16235 und Klonierung der Gene in pQE-60 zur Uberproduktion von
CDOA-Np und CDOg-Np in E. coli

» Amplifikation der Uberlappenden Sequenz von CDO4-Np und CDOg-Np und Klonierung der
beiden Gene in pQE-60 zur Uberproduktion von Hiss-CDOa-Np und CDOg-Np-Hiss in E. coli
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» Amplifikation der einzelnen Sequenzen von CDO4-Np und CDOs-Np und Klonierung der
beiden getrennten Gene in einen pQE-60 zur Uberproduktion von CDOa-Np und CDOg-Np
in E. coli
Biotransformation verschiedener cyclischer Dipeptide durch CDOA-Np/CDOs-Np in E. coli
Identifizierung der enzymatischen Produkte mittels LC-MS
Amplifikation der einzelnen Sequenzen von CDOa-Np, CDOs-Np, ndas_1146 und ndas_1147
sowie die getrennte Klonierung der vier Gene in pQE-60 und pHis8 zur Expression in E. coli

> Uberproduktion von CDOa-Np-Hiss, CDOg-Np-Hiss, Ndas_1146-Hiss und Ndas_1147-Hise
in E. coli

» Reinigung und Charakterisierung der Proteine

Vergleichende Analysen zu Cyclodipeptidoxidasen aus N. prasina, N. dassonvillei und S. noursei

AnschlieBend sollte die Biotransformation von CDOa-Np/CDOs-Np aus N. prasina mit der von
Ndas_1146/Ndas_1147 aus N. dassonvillei und AlbA/AlbB aus S. noursei verglichen werden. Hierfur
wurde ein Plasmid mit ndas_1146/ndas_1147 aus N. dassonvillei freundlicherweise von Prof. Dr.
Marahiel (Philipps-Universitdat Marburg) zur Verfligung gestellt. Fiir die vergleichenden Analysen

sollten folgende Arbeiten durchgefiihrt werden:

» Amplifikation der Gberlappenden Sequenz von albA und albB aus genomischer DNA von
S. noursei und Klonierung der Gene in pQE-60 zur Uberproduktion von AlbA und AlbB
in E. coli
» Biotransformation verschiedener cyclischer Dipeptide durch CDOA-Np/CDOs-Np aus
N. prasina, Ndas_1146/Ndas_1147 aus N. dassonvillei und AlbA/AlbB aus S. noursei in E. coli
> Identifizierung der enzymatischen Produktbildung durch CDOA-Np/CDOs-Np,
Ndas_1146/Ndas_1147 und AlbA/AlbB mittels LC-MS und Vergleich dieser miteinander

Analysen zum putativen Reaktionsmechanismus der Cyclodipeptidoxidasen

Zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus der Cyclodipeptidoxidasen wurde von Rixa Kraut

deuteriertes cyclo(L-Tyr-L-Phe) synthetisiert und freundlicherweise zur Verfligung gestellt:

» Biotransformation von deuteriertem cyclo(L-Tyr-L.-Phe) durch CDOA-Np/CDOg-Np aus
N. prasina, Ndas_1146/Ndas_1147 aus N. dassonvillei und AlbA/AlbB aus S. noursej in E. coli

> Identifizierung der enzymatischen Produkte mittels LC-MS
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Gerate, Sdulenmaterialien und Enzyme

3.1.1 Chemikalien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden hauptsachlich von den Firmen Alfa
Aesar (Karlsruhe), Fluka (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-
Aldrich und VWR (Darmstadt) erworben. Bestandteile fir Nahrmedien stammen hauptsachlich von BD
(Heidelberg) und AppliChem (Darmstadt). FlieBmittel und Losungsmittel wurden von Acros Organics
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), Fisher Scientific (Schwerte), Roth und VWR bezogen.

Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile sind in Tabelle 3-1 aufgelistet.

Cyclo(L-Tyr-L-Phe) wurde von Frau Lena Ludwig-Radtke, das deuteriertes cyclo(L-Tyr-L-Phe) von Frau
Rixa Kraut synthetisiert und freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Die verwendeten cyclischen

Peptide sind in Tabelle 3-2 aufgefiihrt.

Samtliche Verbrauchsmaterialen wie Pipettenspitzen, ReaktionsgefaRe und Einmalklivetten wurden

von Sarstedt (Niimbrecht) erworben.

Tabelle 3-1: Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Bezeichnung

Hersteller

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Roth, Karlsruhe

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (BCIP)

Roth, Karlsruhe

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-R-p-galactopyranosid (X-Gal)

Peglab, VWR, Darmstadt

Acetonitril, HPLC

VWR, Darmstadt

Adenin Roth, Karlsruhe
Agar-Agar Roth, Karlsruhe
Agarose Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Roth, Karlsruhe

Bovines Serumalbumin (BSA)

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid Dihydrat

Roth, Karlsruhe

Carbenicillin

Roth, Karlsruhe

Chloramphenicol

Roth, Karlsruhe

Coomassie® Brilliant Blue G 250

Serva, Heidelberg

D(+)-Glucose Monohydrat

Roth, Karlsruhe

D(+)-Saccharose

Roth, Karlsruhe

DifcoTMYeast nitrogen base without amino acids

BD, Heidelberg

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Roth, Karlsruhe

D-Sorbit

Roth, Karlsruhe

Dimethylformamid (DMF)

Acros Organics, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Ethylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat
(EDTA)

Roth, Karlsruhe
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Bezeichnung Hersteller

Ethylacetat Fisher Chemical, Fisher Scientific, Schwerte
Essigsaure Roth, Karlsruhe

2-Propanol Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt
Glycerin Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt Roth, Karlsruhe

Imidazol Roth, Karlsruhe
Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG) Roth, Karlsruhe

Kanamycin Roth, Karlsruhe

L-Alanin Merck, Darmstadt

L-Arginin Merck, Darmstadt
L-Asparaginsdure Merck, Darmstadt

L-Cystein Roth, Karlsruhe

L-Glutamin Fluka, Merck, Darmstadt
L-Histidin Roth, Karlsruhe

L-Isoleucin Sigma, Merck, Darmstadt
L-Leucin Merck, Darmstadt

L-Lysin Aldrich, Merck, Darmstadt
L-Methionin Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt
L-Phenylalanin Roth, Karlsruhe

L-Prolin Roth, Karlsruhe

L-Serin Roth, Karlsruhe

L-Threonin Roth, Karlsruhe

L-Tryptophan Roth, Karlsruhe

L-Tyrosin Merck, Darmstadt

L-Valin Roth, Karlsruhe

Malzextrakt Roth, Karlsruhe

Methanol, HPLC VWR, Darmstadt
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe

Natriumsulfat Acros Organics
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Roth, Karlsruhe
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween® 20) Roth, Karlsruhe

Potato dextrose broth Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt
Riboflavin Roth, Karlsruhe

Roti® -Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Roth, Karlsruhe

(30 % Acrylamidstammldsung mit 0,8 % Bisacrylamid)

Sojamehl L-Carb-Shop, Offenbach
R-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt
SYBR® Safe DNA Gel Stain (10000x in DMSO) Life Technologies, Darmstadt
Tetracyclin Roth, Karlsruhe
Trifluoressigsaure (TFA) Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe

Trypto/Pepton aus Casein Roth, Karlsruhe
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Tabelle 3-2: Verwendete cyclische Peptide

Hersteller

cyclische Peptide

cyclo(L-Phe-L-Gly)
cyclo(L-Phe-L-Ser)
cyclo(L-Phe-L-Leu)
cyclo(L-Phe-L-Pro)
cyclo(L-Phe-L-Phe)
cyclo(L-Phe-L-Tyr)
cyclo(L-Phe-L-Tyr), deuteriertes
cyclo(L-Phe-L-Trp)
cyclo(L-Phe-L-His)
cyclo(L-Tyr-L-Gly)
cyclo(L-Tyr-L-Ser)
cyclo(L-Tyr-L-Pro)
cyclo(L-Tyr-L-Tyr)
cyclo(L-Tyr-L-Trp)
cyclo(L-Tyr-D-Trp)
cyclo(L-Trp-L-Gly)
cyclo(L-Trp-L-Ala)
cyclo(L-Trp-D-Ala)
cyclo(p-Trp-L-Ala)
cyclo(p-Trp-pD-Ala)
cyclo(L-Trp-L-Leu)
cyclo(L-Trp-L-Pro)
cyclo(L-Trp-D-Pro)
cyclo(p-Trp-L-Pro)
cyclo(p-Trp-D-Pro)
cyclo(L-Trp-L-Trp)
cyclo(L-Trp-L-His)
cyclo(L-His-L-Gly)
cyclo(L-His-L-Ala)
cyclo(L-His-L-Pro)
cyclo(L-Ala-L-Ser)
cyclo(L-Pro-L-Thr)
cyclo(L-Pro-L-Val)
cyclo(L-Pro-L-Leu)
cyclo(L-Glu-L-Glu)

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
synthetisiert von Frau Rixa Kraut

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Rudjer Boskovic Institute Zagreb, Croatia
Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz
synthetisiert von Herrn Dr. Hui-Xi Zou
Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
Bachem, Bubendorf BL, Schweiz
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
synthetisiert von Frau Dr. Beate Plenz
synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke
Bachem, Bubendorf BL, Schweiz
synthetisiert von Frau Dr. Xia Yu

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

Bachem, Bubendorf BL, Schweiz

(R)-Benzodiazepindion / cyclo(p-Trp-Ant) synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke

(S)-Benzodiazepindion / cyclo(L-Trp-Ant)

3.1.2 Gerate

synthetisiert von Frau Lena Ludwig-Radtke

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geréate sind in Tabelle 3-3 aufgelistet.
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Tabelle 3-3: Verwendete Gerdte

Bezeichnung

Hersteller

AccuBlock™ Digital Dry Bath

Labnet, Edison, NJ, USA

Analysenwaage ABJ 220-4NM

Kern und Sohn, Balingen-Frommern

Autoklav VX-150

Systec, Linden

Biowizard Golden Line
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Klasse Il

Kojair, Vilppula, Finnland

Criterion™ Blotter

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Destamat Bi-Destillation Apparat Bi 18E aus
Quarzglas

QCS, Maintal

EB 280 Fan Incubator

Jouan, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

ECOTRON Inkubationsschuttler

Infors, Bottmingen, Schweiz

Einkanalpipetten Labmate optima

Abimed, Kinesis, Langenfeld

ENDURO 300 Volt Power Supply

Labnet, Edison, NJ, USA

FastGene® FAS Digi Imaging System

Nippon Genetics Europe, Diren

Gasprofi 1 SCS micro

WLD - TEC GmbH, Goéttingen

Gelco-System GH303

Biostep, Burkhardtsdorf

HandyStep® S

Brand, Wertheim

Heraeus Fresco 17 Zentrifuge

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Heraeus Multifuge 1 L-R

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

HPLC Agilent 1200 series

Agilent, Santa Clara, CA, USA

HPLC Agilent 1260 series

Agilent, Santa Clara, CA, USA

ImageQuant 100 Geldokumentationssystem

GE Healthcare, Chicago, IL, USA

Kamera SP-500 ZU mit aufgesetztem UV-Filter

Olympus, Tokio, Japan

Labcycler compact silver

Biolabproducts, Bebensee

Magnetrihrer mit Heizplatte VMS-C7 ADVANCED

VWR, Darmstadt

Massenspektrometer micrOTOF-Q IIl mit ESI-Source

Bruker, Billerica, MA, USA

Membranpumpe Vacuubrand, Wertheim
MicroStar 17 Zentrifuge VWR, Darmstadt
Mikrowelle Siemens, Munchen

Millipore Milli-RX 20

Merck, Darmstadt

Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

MJ Mini 48-Well Personal Thermal Cycler

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

MyCycler™ Thermal Cycler

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

NanoDrop 2000c

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Neolab-Orbital Shaker

Neolab, Heidelberg

pH 211 Microprocessor pH Meter

Hanna Instruments, Vohringen

PowerPac™ HC Power Supply

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Prazisionswaage 440-35A

Kern und Sohn, Balingen-Frommern

Rotavapor-R Rotationsverdampfer mit
angeschlossener Membranpumpe

Biichi, Flawil, Schweiz

Scotsman AF 100 Eisbereiter

Hubbard Systems, Ipswich, GroRbritannien

Sonifier 250

Branson Ultrasonics, Danbury, CT, USA

Sonorex RK 100 Ultraschallbad

Bandelin, Berlin

Sorvall RC 6+ Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

ThermoMixer® C

Eppendorf, Hamburg

Univapo 100 H Vakuumzentrifuge mit
angeschlossener Membranpumpe

UniEquip, Planegg

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
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3.1.3 Materialien zur Chromatographie

Zur Chromatographie verwendete Materialien sind in Tabelle 3-4 aufgelistet.

Tabelle 3-4: Verwendetes Chromatographiematerial

Bezeichnung Hersteller

Multospher 120 RP 18-5u (Fertigsaule, 250 x 4 mm) CS - Chromatographie Service, Langerwehe
Multospher 120 RP 18-5p (Fertigsdule, 250 x 2 mm) CS - Chromatographie Service, Langerwehe
Protino Ni-NTA Agarose (Suspension) Macherey Nagel, Diiren

Sephadex G-25 PD-10, NAP-5 (Fertigsaulen) GE Healthcare, Chicago, IL, USA

3.1.4 Enzyme und Kits

In dieser Arbeit verwendete Enzyme, GréRenstandards und Kits sind in Tabelle 3-5 aufgelistet.

Tabelle 3-5: Enzyme, GréfSenstandards und Kits

Bezeichnung Hersteller

Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit

for SDS Electrophoresis GE Healthcare, Chicago, IL, USA

Anti-Histidine-Tagged Protein Mouse mAb Calbiochem, Merck, Darmstadt
Anti-Mouse IgG Alkaline Phosphatase Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt
DNase | AppliChem, Darmstadt
Expand™ High Fidelity?'US PCR System Roche Applied Science, Mannheim
GeneRuler™ DNA Ladder Mix Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit SLG Siidlaborbedarf, Gauting
Lysozym Fluka, Merck, Darmstadt
pGEM®-T Easy Vector System Promega, Mannheim
Precision Plus Protein™ All Blue Standards Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Restriktionsendonukleasen Jena Bioscience, Jena
Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
RNase A Roth, Karlsruhe
SYBR® Safe DNA Gel Stain Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
T4-DNA Ligase Jena Bioscience, Jena

3.2 Na&hrmedien, Antibiotika und Puffer

Im Folgenden sind alle Nahrmedien fiir die Kultivierung der jeweiligen Mikroorganismen aufgefihrt.
Die Medien wurden vor der Verwendung autoklaviert (121 °C, 20 min). Bei der Herstellung von
Festmedien wurden vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar zugegeben. Antibiotika zur Selektion
wurden mit einem Spritzenfilter (Filtropur S 0,2, PorengréBe 0,2 um, Sarstedt, Nimbrecht) steril

filtriert und den Medien nach deren Sterilisation zugesetzt.
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3.2.1 Wasser

Leitungswasser wurde durch eine BioQuell Wasserenthartungsanlage (Judo Wasserenthartungs-
anlagen GmbH, Winnenden) und eine Millipore Milli-RX 20 (Merck, Darmstadt) entsalzt und gereinigt.
Vollentsalztes Wasser wurde mittels Destamat Bi-Destillation Apparat Bi 18E aus Quarzglas (QCS

GmbH, Maintal) zweifach destilliert.

3.2.2 Nahrmedien zur Kultivierung von E. coli

Tabelle 3-6: Ndhrmedien zur Kultivierung von E. coli

Bezeichnung Bestandteile Volumen/ Bemerkung
Mengen
LB-Medium Trypton 10,0g pH7,0
NacCl 10,0g
Hefeextrakt 50g
Wasser ad 1000 ml

3.2.3 Nahrmedien zur Kultivierung von Actinobacteria

Tabelle 3-7: Ndhrmedien zur Kultivierung von Actinobacteria

Bezeichnung Bestandteile Volumen/ Bemerkung
Mengen
GYM-Medium Glucose 40g pH7.2
Hefeextrakt 40¢g
Malzextrakt 10,0g
Wasser ad 1000 ml
GYM-Festmedium Glucose 0,4g pH72
Hefeextrakt 04g
Malzextrakt 10¢g
CaCOs 0,2g
Agar-Agar 12¢g
Wasser ad 100 ml
MS-Medium Mannitol 02¢g
Sojamehl 02¢g
Agar-Agar 2,0¢g
Wasser ad 100 ml

3.2.4 Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika wurden in entsprechenden Lésungsmitteln (Tabelle 3-8) gelost. Wassrige
Losungen wurden mit einem Spritzenfilter (Filtropur S 0,2, PorengréRe 0,2 um) steril filtriert. Die
Lagerung erfolgte bei -20 °C. Die Zugabe der Antibiotika erfolgte nach Sterilisation der Nahrmedien.

Bei Flissigmedien fand diese kurz vor Gebrauch, bei Festmedien nach Abkiihlen auf etwa 50 °C statt.
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Tabelle 3-8: Verwendete Antibiotikal6sungen

Antibiotikum Konzentration Losungsmittel Endkonzentration

der Stammlosung [mg/ml] der Stammlésung [ng/ml]
Carbenicillin 50 Wasser 50
Chloramphenicol 50 Ethanol 12,5
Kanamycin 50 Wasser 25
Tetracyclin 12,5 Wasser 12,5

3.2.5 Puffer und Losungen

3.2.5.1  Puffer und Losungen zur Isolierung von DNA

Tabelle 3-9: Lésungen zur Isolierung von Plasmid-DNA

Bezeichnung Bestandteile Konzentration Bemerkung

Miniprep-Losung | Tris-Base 50 mM pH 8,0 mit HCl einstellen;
EDTA 10 mM  vor Gebrauch RNase A frisch
RNase A 100 pg/ml  zugeben

Miniprep-Losung Il NaOH 0,2 M nicht autoklavieren
SDS 1% (w/v)

Miniprep-Lésung Il Kaliumacetat 3 M pH 5,2 mit HCl einstellen

Tabelle 3-10: Lésungen zur Isolierung von genomischer DNA aus Actinobacteria

Bezeichnung Bestandteile Konzentration / Bemerkung

Volumen
TSE-Puffer Tris 25mM pH8,0
EDTA 25 mM  Vor Gebrauch 3 mg/ml Lysozym
Saccharose 10,3 % (w/v) und 100 pg/ml RNase A zugeben
2 % SDS-Lésung SDS 2 % (w/v)
3 M Natriumacetat- Natriumacetat 3M pHS5,2

Puffer
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3.2.5.2 Puffer und Losungen zur Transformation von E. coli

Tabelle 3-11: Puffer und Lésungen zur CaCly-vermittelten Transformation von E. coli

Bezeichnung Bestandteile

Endkonzentration

0,1 M Calciumchlorid- CaCl, 0,1M
Lésung
0,1 M Calciumchlorid- CaCl, 0,1M

Losung mit Glycerin Glycerin

3.2.5.3 Losungen zur Gelelektrophorese

Tabelle 3-12: Lésungen zur Agarose-Gelelektrophorese

Bezeichnung Bestandteile

15 % (w/V)

Konzentration / Bemerkung

Volumen

50x TAE-Puffer Tris-Base 2M pH78
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml
Essigsdure 96 % 57,1 ml
Wasser ad 1000 ml
6x Probenpuffer Bromphenolblau 0,25 % (w/V)
Glycerin 30 % (w/v)

Tabelle 3-13: Lésungen zur SDS-PAGE

Bezeichnung Bestandteile

Konzentration / Bemerkung

Volumen
10x Laufpuffer Tris Base 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 1% (w/v)
Sammelgel (4 %) 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 2,5ml Menge fiur 4 Gele;
Rotiphorese® Gel 30 1,3ml APS als letzten Bestandteil
10 % SDS 100 pl  unmittelbar vor dem GieRen
TEMED 10yl der Gele zugeben
APS 200 pl
Wasser 5,9 ml
Trenngel (15 %) 1,5 ml Tris-HCI (pH 8,8) 5ml Menge fir 4 Gele;
Rotiphorese® Gel 30 10 ml  APS als letzten Bestandteil
SDS 200 ul  unmittelbar vor dem GieRRen
APS 500 ul der Gele zugeben
TEMED 10 pl
Wasser 4,3 ml
2x Probenpuffer 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 ml
10 % SDS 2,0ml
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
Glycerin 2,5ml
R-Mercaptoethanol 0,5 ml
Wasser 3,55 ml
Farbeldsung Coomassie Brilliant Blau 0,25 % (W/V)
G-250
Methanol 45 % (w/v)
Essigsdure 10 % (wW/V)
Wasser 45 % (w/V)
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Bezeichnung

Bestandteile

Konzentration/ Bemerkung

Volumen

Entfarbelésung Ethanol 20 % (W/V)
Essigsaure 10 % (w/V)

Wasser 70 % (W/v)

3.2.5.4 Losungen zur Western Blot-Analyse

Tabelle 3-14: Lésungen zur Western Blot-Analyse

Bezeichnung Bestandteile Konzentration/ Bemerkung
Volumen
Transferpuffer Tris Base 25 mM Lagerung bei 4 °C
(Towbin Buffer) Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)
TBS-Puffer Tris Base 10mM pH7,4
NaCl 0,9% (w/v)
TBS-T-Puffer Tris Base 10mM pH74
NacCl 0,9 % (w/v)
Tween® 20 0,05 % (v/V)
Blockierlsung Tris Base 10mM pH7,4
NaCl 0,9 % (w/v)
Tween® 20 0,05 % (v/v)
Milchpulver 5% (w/v)
Substratpuffer Tris Base 100 mM pH9,5
NaCl 100 mM
MgCl, 5mM
BCIP-L6sung BCIP 20 mg Lagerung bei-20 °C
DMF 1ml
NBT-Losung NBT 50 mg Lagerung bei-20 °C
70 % DMF 1ml
Farbeldsung Substratpuffer 10 ml  Lésung unmittelbar vor
BCIP-Losung 80 ul  Gebrauch herstellen
NBT-Losung 60 ul

3.2.5.5 Ldsungen zur Proteinreinigung

Tabelle 3-15: Lésungen zur Reinigung von liberproduzierten Proteinen mittele Affinitdtschromatographie

Bezeichnung Bestandteile Konzentration Bemerkung

Lysepuffer NaH,PO4 50 mM pH 8,0 mit NaOH einstellen;
NaCl 300 mM  Lysozym vor Gebrauch frisch
Imidazol 10 mM  zugeben
Lysozym 1 mg/ml

Waschpuffer NaH,PO, 50 mM pH 8,0 mit NaOH einstellen
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM

Elutionspuffer NaH,PO, 50 mM pH 8,0 mit NaOH einstellen
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM

Aufbewahrungspuffer Tris 50 mM pH 7,5 mit HCl einstellen

Glycerin

15 % (V/V)
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3.2.5.6  Sonstige Losungen und Puffer

Tabelle 3-16: Sonstige Lésungen

Bezeichnung

Bestandteile

Konzentration

Bemerkung

1 M IPTG-L6sung IPTG 1M Lagerung bei-20°C
X-Gal-Stammldsung X-Gal 20 mg Lagerung bei-20 °C
DMF 1ml
X-Gal/IPTG-Lésung 1 M IPTG-L6sung 7 ul - Vor Gebrauch frisch zubereiten
X-Gal-Stammlosung 40 pl
Wasser 153 pl
0,1 % Tween®20- Losung Tween®20 0,1 % (v/v)
RNase A-Lésung RNase A 10 mg Vor Gebrauch fiir 15 min bei
10 mM Tris-HCl (pH 7,5) 1 ml 100 °C erhitzen;
Lagerung bei -20 °C
TB-Puffer KH,PO4 0,17 M
KoHPO, 0,72 M
5x Bradford-Lésung Serva Blau R-250 70 mg Lagerung bei 4 °C unter
Ethanol 50 ml Lichtausschluss
85 % Phosphorsdure 100 ml
Wasser ad 200 ml
1x Bradford-Losung 5x Bradford-16sung 20 ml vor Gebrauch filtrieren;
Wasser 80 ml Lagerung bei 4 °C unter
Lichtausschluss
10x BSA-LOsung BSA 1 mg/ml Lagerung bei-20 °C
3.3 Plasmide, Primer, Mikroorganismen
3.3.1 Plasmide
Tabelle 3-17: Kommerziell erworbene Klonierungs- und Expressionsvektoren
Bezeichnung Beschreibung Hersteller

pGEMP®-T Easy

Linearisierter Vektor mit T-Uberhang am 3‘-Ende
zum Einbringen von PCR-Produkten mit A-

Uberhang am 3‘ Ende.

Promega, Mannheim

pQE-60

Expressionsvektor fiir E. coli, Amp®, ColE1-Origin,

T5-Promotor, Sequenz fir C-terminalen Hisg-tag

Qiagen, Hilden
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Tabelle 3-18: Verwendete Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung Referenz

pHis8

Expressionsvektor fir E. coli, pET28a(+)-Derivat, (Jez et al., 2000)
KanR, f1-Origin, pBR322-Origin, T7-Promotor,

Sequenz fiir N-terminalen Hisg-tag und

C-terminalen Hise-tag

Ndas_1146-
1147-EcoRl-
HindIll-pACYC

liberlappende Sequenz von ndas_1146 und (Giessen et al., 2013b)
ndas_1147 mit EcoRl und HindlIl in pACYCDuet-1

Tabelle 3-19: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

pKB18

Klonierungskonstrukt fiir ndas_1146 aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;
durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (603 bp) mit Ncol und Bglll aus Ndas_1146-1147-
EcoRI-Hindlll-pACYC (Tabelle 3-18) in pGEM®-T Easy kloniert; NC_014210.1: bp 1400900 —
bp 1401487 (WP_071621715, Ndas_1146);

Primer: NdOO1-for und Nd0OO1-rev;

pKB19

Klonierungskonstrukt fiir ndas_1147 aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;
durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (330 bp) mit Ncol und Bglll aus Ndas_1146-1147-
EcoRI-HindllI-pACYC (Tabelle 3-18) in pGEM®-T Easy kloniert; NC_014210.1: bp 1401468 —
bp 1401785 (WP_013152195, Ndas_1147);

Primer: Nd0O2-for und Nd002-rev;

pKB20

Klonierungskonstrukt fiir CDPS-Np aus N. prasina NRRL B-16235;

durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (742 bp) mit Ncol und Bglll aus gDNA in pGEM®-T
Easy kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 32019 — bp 32747 (WP_017544375.1, CDPS-Np);
Primer: Np002-for und Np002-rev;

pKB23

Expressionskonstrukt fiir ndas_1146 aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;
Ncol-Bglll-Fragment (587 bp) aus pKB18 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von Ndas_1146-Hisg in E. coli

pKB24

Expressionskonstrukt fiir ndas_1147 aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;
Ncol-Bglll-Fragment (317 bp) aus pKB19 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von Ndas_1147-Hisg in E. coli

pKB25

Expressionskonstrukt flir CDPS-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-Bglll-Fragment (728 bp) aus pKB20 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von CDPS-Np-Hisg in E. coli

pKB31

Klonierungskonstrukt fiir CDOa-Np aus N. prasina NRRL B-16235;

durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (573 bp) mit Ncol und Bglll aus gDNA in pGEM®-T
Easy kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 31180 — bp 31737 (WP_017544373.1, CDOA-Np);
Primer: Np0O3-for und Np003-rev;

pKB32

Klonierungskonstrukt fiir CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235;

durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (321 bp) mit Ncol und Bglll aus gDNA in pGEM®-T
Easy kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 31730 — bp 32035 (WP_017544374.1, CDOs-Np);
Primer: Np0O4-for und NpOO4-rev;

pKB33

Expressionskonstrukt flir CDOa-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-Bglll-Fragment (557 bp) aus pKB31 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von CDOa-Np-Hisg in E. coli

pKB34

Expressionskonstrukt flir CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-Bglll-Fragment (305 bp) aus pKB32 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von CDOg-Np-Hisg in E. coli

pKB54

Klonierungskonstrukt fiir CDO4-Np/CDOs-Np/CDPS-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment mit Ncol und BamHI aus gDNA in pGEM®-T Easy
kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 31180 — bp 32747 (WP_017544373.1, CDOa-Np;
WP_017544374.1, CDOs-Np; WP_017544375.1, CDPS-Np);

Primer: Np0O6-for und Np0O06-rev;
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Bezeichnung

Beschreibung

pKB59

Klonierungskonstrukt fiir ndas_1146 aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;
durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (604 bp) mit Ncol und BamHI, Xhol aus pKB18 in
PGEM®-T Easy kloniert; NC_014210.1: bp 1400900 — bp 1401487 (WP_071621715,
Ndas_1146);

Primer: NdOO1-for und NdOO1b-rev;

pKB60

Expressionskonstrukt fiir ndas_1146 aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;
Ncol-Xhol-Fragment (593 bp) aus pKB59 in pHis8 kloniert;
zur Produktion von Ndas_1146-Hisg in E. coli

pKB62

Expressionskonstrukt fiir ndas_1147 aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;
Ncol-Bglll-Fragment (317 bp) aus pKB19 in pKB60 kloniert;
zur Produktion von Ndas_1147-Hisg in E. coli

pKB64

Expressionskonstrukt flir CDO4-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-Bglll-Fragment (557 bp) aus pKB31 in pKB60 kloniert;
zur Produktion von CDO-Np-Hisg in E. coli

pKB65

Expressionskonstrukt flir CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-Bglll-Fragment (305 bp) aus pKB32 in pKB60 kloniert;
zur Produktion von CDOg-Np-Hisg in E. coli

pKB78

Klonierungskonstrukt flir CDO4-Np/CDOgs-Np aus N. prasina NRRL B-16235;

durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (870 bp) mit Ncol und BamHI aus pKB54 in
pGEM®-T Easy kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 31180 — bp 32035 (WP_017544373.1,
CDOA-Np; WP_017544374.1, CDOg-Np); Primer: Np003-for und Np0O4b-rev;

pKB79

Klonierungskonstrukt fiir CDO4-Np/CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235;

durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (887 bp)mit Ncol und Bglll aus pKB54 in pGEM®-T
Easy kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 31180 — bp 32035 (WP_017544373.1, CDOa-Np;
WP_017544374.1, CDOg-Np); Primer: Np003b-for und Np004-rev;

pKB81

Expressionskonstrukt fiur CDOA-Np/CDOs-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-BamHI-Fragment (858 bp) aus pKB78 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von CDOA-Np/CDOg-Np in E. coli

pKB83

Expressionskonstrukt fiir CDO4-Np/CDOs-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-Bglll-Fragment (876 bp) aus pKB79 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von Hiss-CDOA-Np/CDOs-Np-Hisg in E. coli

pKB89

Klonierungskonstrukt fiir albA/albB aus S. noursei ATCC 11455;

durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment (947 bp) mit Ncol und BamHI aus gDNA in pGEM®-
T Easy kloniert; AY129235.1: bp 711 — bp 1647 (AAN07907.1, AlbA; AAN07908.1, AlbB);
Primer: Sn001-for und Sn001-rev;

pKB9O

Expressionskonstrukt fir albA/albB aus S. noursei ATCC 11455;
Ncol-BamHI-Fragment (939 bp) aus pKB89 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von AlbA/AIbB in E. coli

pKB101

Expressionskonstrukt flir CDPS-Np_T82A; erhalten durch Mutagenese von pKB25;
Primer: Np010-for und Np010b-rev;

Mutation: A244G;

zur Produktion von CDPS-Np_T82A-Hisg in E. coli

pKB102

Expressionskonstrukt flir CDPS-Np_T82V; erhalten durch Mutagenese von pKB25;
Primer: Np010-for und Np010b-rev;

Mutationen: A244G, C245T,;

zur Produktion von CDPS-Np_T82V-Hiss in E. coli

pKB106

Expressionskonstrukt flir CDPS-Np_Y196L; erhalten durch Mutagenese von pKB25;
Primer: NpO11-for und NpO11-rev;

Mutationen: T586C, A587T;

zur Produktion von CDPS-Np_Y196L-Hisg in E. coli

pKB108

Expressionskonstrukt flir CDPS-Np_Y196F; erhalten durch Mutagenese von pKB25;
Primer: NpO11-for und NpO11-rev;

Mutation: A587T,;

zur Produktion von CDPS-Np_Y196L-Hise in E. coli
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Bezeichnung

Beschreibung

pKB113 Expressionskonstrukt flir CDPS-Np_T82A_Y196L; erhalten durch Mutagenese von pKB101;
Primer: Np013-for und Np013-rev;
Mutationen: A244G, T586C, A587T;
zur Produktion von CDPS-Np_T82A_Y196L-Hise in E. coli
pKB115 Expressionskonstrukt fir CDPS-Np_T82A_Y196F; erhalten durch Mutagenese von pKB101;
Primer: NpO11-for und NpO11-rev;
Mutationen: A244G, A587T;
zur Produktion von CDPS-Np_T82A Y196F-Hisg in E. coli
pKB117 Expressionskonstrukt flir CDPS-Np_T82V_Y196L; erhalten durch Mutagenese von pKB102;
Primer: Np013-for und Np013-rev;
Mutationen: A244G, C245T, T586C, A587T;
zur Produktion von CDPS-Np_T82V_Y196L-Hisg in E. coli
pKB119 Expressionskonstrukt fir CDPS-Np_T82V_Y196F; erhalten durch Mutagenese von pKB102;
Primer: NpO11-for und NpO11-rev;
Mutationen: A244G, C245T, A587T;
zur Produktion von CDPS-Np_T82V_Y196F-Hise in E. coli
pKB140 Klonierungskonstrukt fiir CDOa-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment mit Ncol und Sacl/BamHI aus pKB81 in pGEM®-T
Easy kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 31180 — bp 31737 (WP_017544373.1, CDOa-Np);
Primer: Np018-for und Np018-rev;
pKB141 Klonierungskonstrukt fir CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
durch PCR amplifiziertes DNA-Fragment mit Sacl und Bglll aus pKB81 in pGEM®-T Easy
kloniert; NZ_ANAE01000117: bp 31718 — bp 32035 (WP_026129216.1, CDOs-Np);
Primer: Np019-for und Np019-rev;
pKB145 Expressionskonstrukt flir CDPS-Np_E215A [217M;
erhalten durch Mutagenese von pKB25;
Primer: Np021-for und Np021-rev;
Mutationen: A644C, C649A;
zur Produktion von CDPS-Np_E215A_L217M-Hise in E. coli
pKB149 Expressionskonstrukt fur CDPS-Np_T82A_Y196L_E215A L217M;
erhalten durch Mutagenese von pKB113;
Primer: Np021-for und Np021-rev;
Mutationen: A244G, T586C, A587T, A644C C649A,
zur Produktion von CDPS-Np_T82A Y196L_E215A_L217M-Hisg in E. coli
pKB150 Expressionskonstrukt fir CDPS-Np_Q170H_I1171V_G174A_E215A L217M;
erhalten durch Mutagenese von pKB145;
Primer: Np020-for und Np020-rev;
Mutationen: G510C, A511G, G521C, T522C, A644C C649A;
zur Produktion von CDPS-Np_Q170H_1171V_G174A_E215A _L217M-Hisg in E. coli
pKB151 Expressionskonstrukt fir CDPS-Np_T82A_Y196L_Q170H_1171V_G174A _E215A L217M;
erhalten durch Mutagenese von pKB149;
Primer: Np020-for und Np020-rev;
Mutationen: A244G, T586C, A587T, G510C, A511G, G521C, T522C, A644C C649A;
zur Produktion von CDPS-Np_T82A_Y196L_Q170H_I171V_G174A_E215A_L217M-Hisg
in E. coli
pKB157 Expressionskonstrukt flir CDO4-Np aus N. prasina NRRL B-16235;
Ncol-BamHI-Fragment (578 bp) aus pKB140 in pQE-60 kloniert;
zur Produktion von CDOa-Np in E. coli
pKB158 Expressionskonstrukt flir CDO4-Np und CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235;

Ncol-Sacl-Fragment (576 bp) aus pKB140 und Sacl-Bglll-Fragment (338 bp) aus pKB141 in
pQE-60 kloniert;

zur Produktion von CDOA-Np und CDOg-Np (jeweils mit eigenen Ribosomalen Bindestellen)
in E. coli
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3.3.2 Primer

Tabelle 3-20: Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5‘-3¢)

Bemerkung / Plasmid

Np002-for AGCCCCATGGCGTTTCAGCCTGAGACAA zur Klonierung von CDPS-Np
Np002-rev CGTTAGATCTCCTCGGCCTCAGGACGAG mit Ncol und Bglll in pBK20
Np003-for AGTGGCCATGGCTGTGGCGGCCGAAGAA zur Klonierung von CDO4-Np
Np003-rev CGCGGAGATCTTTCACCCCAGCACTCAT mit Ncol und Bglll in pBK31
Np004-for TGCTGCCATGGATGACGACCGCGTCGGT zur Klonierung von CDOg-Np
NpO04-rev GCGTTAGATCTGGCTGAAACGGCACCGG mit Ncol und Bglll in pBK32
Np003-for AGTGGCCATGGCTGTGGCGGCCGAAGAA zur Klonierung von CDO4-Np /
Np004b-rev TGGATCCTCAGGCTGAAACGGCACCGG CDOg-Np mit Ncol und BamHI
in pKB78
Np003b-for CCATGGCGCATCACCATCACCATCACGCTGTGGCGGCCGAAGAACC zur Klonierung von CDO4-Np /
Np004-rev GCGTTAGATCTGGCTGAAACGGCACCGG CDOs-Np mit Ncol und Bglll in
pKB79
Np006-for ACCATGGCTGTGGCGGCCGAAGAAC zur Klonierung von CDO4-Np /
NpO06-rev TGGATCCCTACCTCGGCCTCAGGACGAG CDOg-Np/CDPS-Np mit Ncol
und BamHl in pKB54
Np010-for CTCTACSYGGACCTGCACCTCGACACCATG zur Mutagenese von CDPS-Np:
Np010b-rev GGTCCRSGTAGAGCAGGTCCACTGCGGC A244G/C, C245T/C
(T82A/V/L/P)
NpO11-for CTGCCCYTCCTGCTCAGCACCCCCGAGG zur Mutagenese von CDPS-Np:
NpO11-rev GCAGGAYGGGCAGTTCGGCGCGCAGGTAG T586C/T, A587T (Y196L/F)
Np013-for CTGCCCCTCCTGCTCAGCACCCCCGAGG zur Mutagenese von CDPS-Np:
NpO13-rev GCAGGAGGGGCAGTTCGGCGCGCAGGTAG T586C, A587T (Y196L)
Np018-for CCATGGCTGTGGCGGCCGAAGAACCG zur Klonierung von CDO4-Np
Np018-rev GGATCCGAGCTCTCTCCTGGTACCTCATTCACCCCAGCACTCAT mit Ncol und Sacl/BamHI in
pKB140
Np019-for GAGCTCATGAGTGCTGGGGTGAATGA zur Klonierung von CDOg-Np
Np019-rev AGATCTACTAGTTCTCCTGGATCCTCAGGCTGAAACGGCACCGG mit Sacl und Bglll in pKB141
Np020-for CACGTCCGGCACGTCGTCGGCGCCGGACCCGGGTCGCCGGAG zur Mutagenese von CDPS-Np:
Np020-rev CCCGGGTCCGGCGCCGACGACGTGCCGGACGTGCTCCTCGCA G510C (Q170H), A511G (1171V),
G521C, T522C (G174A)
Np021-for TACCACGCACTGATGCCGCTCCTGGTCGAGCTGGAG zur Mutagenese von CDPS-Np:
Np021-rev GAGCGGCATCAGTGCGTGGTAACAGCACACCGACGA AB64AC (E215A), C649A (L217M)
Nd001-for CGAATCCATGGACACAGGTTCGAGCGAG zur Klonierung von ndas_1146
Nd001-rev GTCGGAGATCTGGTTCCCCAGCGCTCAT mit Ncol und Bglll in pBK18
Nd001-for CGAATCCATGGACACAGGTTCGAGCGAG zur Klonierung von ndas_1146
Nd0O1b-rev CTCGAGGGATCCGGTTCCCCAGCGCTCATGGCTG mit Ncol und (BamHl), Xhol in
pBK59
Nd002-for AGCCATGGGCGCTGGGGAACCTGA zur Klonierung von ndas_1147
Nd002-rev GCAAGAGATCTGTCGGAGATGACATCGG mit Ncol und Bglll in pBK19
Sn001-for ACCATGGGGCGCCACCCATCGCATT zur Klonierung von albA/albB
Sn001-rev TGGATCCTCAGGGGGTTTCAATTTC mit Ncol und BamHI in pKB89
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3.3.3 Mikroorganismen

3.3.3.1 Bakterienstimme

Tabelle 3-21: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

Bezeichnung Beschreibung

Referenz

E. coli DH5a F~ $80/acZAM15 A(lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (r¢,
mg*) phoA supE44 X\~ thi-1 gyrA96

relAl

Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

E. coli XL1-Blue MRF’ A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F' proAB

laclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

Stratagene,
Agilent, Santa Clara, CA, USA

E. coli XL10-Gold Tet'A (mcrA)183 A(mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44
thi-1 recA1 gyrA96 relAl lac Hte
[F proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet")

Amy Camr]

Stratagene,
Agilent, Santa Clara, CA, USA

E. coliJM109 el4-(McrA-) recAl endA1 gyrA96
thi-1 hsdR17(rK- mK+) supE44
relA1 A(lac-proAB) [F' traD36

proAB laclqZAM15]

Stratagene,
Agilent, Santa Clara, CA, USA

E. coli M15 [pREP4] Nals, Str%, RifS, Thi~, Lac”, Ara®, Qiagen, Hilden
Gal*, Mtl~, F-, RecA*, Uvr*, Lon*
E. coli SG13009 [pREP4] NalS, Str%, RifS, Thi~, Lac”, Ara®, Qiagen, Hilden

Gal*, Mtl~, F-, RecA*, Uvr*, Lon*

E. coli SoluBL21™ FompT hsdSg(rsme’) gal dem

(DE3)"

AMS Biotechnology, Abingdon,
Grol3britannien

E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dcm

(DE3) pLysSRARE2 (CamR)

3.3.3.2 Actinobacteria

Tabelle 3-22: Ubersicht iiber die verwendeten Actinobakterienstimme

Novagen,
Merck, Darmstadt

Bezeichnung Beschreibung

Referenz

Wildtypstamm

Synonyme:

Nocardiopsis prasina (Miyashita
et al., 1984; Yassin et al., 1997);
Nocardiopsis alba subsp. prasina
(Grund & Kroppenstedt, 1990;
Miyashita et al., 1984);
Nocardiopsis dassonvillei subsp.
prasina (Miyashita et al., 1984);
= ATCC 35940 = DSM 43845
=1FO 14423 =JCM 3336

= NIAES (K. Miyashita, 208)

Nocardiopsis prasina
NRRL B-16235

ARS Culture Collection (NRRL),
Peoria, IL, USA
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Bezeichnung Beschreibung Referenz
Wildtypstamm

Synonyme:

Streptomyces noursei Brown et
al. 1953

= DSM 40636 = NRRL B-1714

American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, VA, USA

Streptomyces noursei
ATCC 11455

3.4 Bioinformatische Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Sequenzen stammen aus den Daten des National Center for
Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Nukleotid- bzw. Aminosaure-
sequenzen wurden durch das Programm Basic Local Alignment Search Tool (BLAST;
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit Sequenzen der NCBI-Datenbank verglichen. Zur
Bestimmung der Sequenzidentititen von Proteinen wurde das Programm EMBOSS Needle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle) verwendet. Alignments mit mehreren Sequenzen
wurden mit MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle), ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr)
oder dem CLC Sequence Viewer (CLC bio, Qiagen) visualisiert. Phylogenetische Analysen wurden mit
Hilfe des ,one click” Modus des Programmes Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr) erstellt. Die
Codon Usage der Gene im entsprechenden Organismus wurde mit Hilfe der Codon Usage Database
(http://www.kazusa.or.jp/codon) und dem CAlcal SERVER (http://genomes.urv.es/CAlcal) analysiert.
Zur Darstellung von Genclustern wurde das Programm EasyFig verwendet. Die Illustration von

Plasmidkarten erfolgte mit Hilfe des SnapGene Viewer von GSL Biotech LLC.

3.5 Methoden der Mikrobiologie

3.5.1 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in der Regel in LB-Medium (Tabelle 3-6) bei 37 °C unter
Lichtausschluss. Die Anzucht von E. coli auf Festmedien erfolgte hierbei Gber Nacht (16 - 18 h) im
Brutschrank. Die Anzucht von Vorkulturen in Fliissigmedien erfolgte Gber Nacht (16 - 18 h) bei 230 rpm
im Schuttelinkubator. Hauptkulturen wurden mit jeweils 1 % (v/v) der entsprechenden Vorkultur
inokuliert. Die Nahrmedien wurden zur Selektion mit Antibiotika (Tabelle 3-8) entsprechend der

jeweiligen plasmid-vermittelten Resistenz versetzt.

Zur dauerhaften Lagerung von Bakterienstammen wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierflir wurden
jeweils 600 pl Ubernachtkultur mit 400 pl sterilem Glycerin gemischt und in fliissigem Stickstoff

eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.


http://genomes.urv.es/CAIcal
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3.5.2 Kultivierung von Actinobacteria

3.5.2.1 Kultivierung von S. noursei

Die Anzucht von S. noursei (Tabelle 3-22) erfolgte fiir drei Tage auf MS-Festmedium (Tabelle 3-7) bei
28 °C unter Lichtausschluss im Brutschrank. Die Kultivierung erfolgte fir drei Tage in GYM-

Flissigmedium (Tabelle 3-7) bei 28 °C unter Lichtausschluss im Schittelinkubator bei 180 rpm.

3.5.2.2  Kultivierung von N. prasina

Die Anzucht von N. prasina (Tabelle 3-22) erfolgte fiir sieben Tage auf GYM-Festmedium (Tabelle 3-7)
bei 28 °C unter Lichtausschluss im Brutschrank. In Abbildung 3-1 ist N. prasina nach einer Inkubation
von zehn Tagen bei 28 °C auf GYM-Medium dargestellt. Die Kultivierung in GYM-Flissigmedium
(Tabelle 3-7) erfolgte fiir sieben Tage bei 28 °C und 180 rpm im Schittelinkubator unter Licht-

ausschluss.

Zur dauerhaften Lagerung wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierflr wurde jeweils 1 ml Flissigkultur
flir 10 Minuten bei 4 °C und 4300 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml 20 % Glycerin-Losung
gewaschen und anschliefend in 0,5 ml 20 % Glycerin-Losung resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei

-80 °C.

Abbildung 3-1: Kultivierung von Nocardiopsis prasina fiir 10 Tage bei 28 °C auf GYM-Festmedium.

3.6 Methoden der Molekularbiologie

3.6.1 Isolierung von genomischer DNA aus Actinobacteria

Zur Isolierung von genomischer DNA von S. noursei bzw. N. prasina wurden 30 ml einer drei bzw. sieben
Tage alten Flissigkultur in einem 50 ml ReaktionsgefaR fiir 10 Minuten bei 4 °C und 3000 x g
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde anschlieend 2-mal mit jeweils 15 ml TSE-Puffer (Tabelle

3-10) gewaschen. In einem 2 ml ReaktionsgefaR wurden etwa 2 mg Zellen in 500 ul TSE-Puffer mit
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Zusatz von 3 mg/ml Lysozym und 100 pg/ml RNase A resuspendiert und anschlieRend fiir 30 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Nach der Zugabe von 250 pl 2 % SDS-Lésung (Tabelle 3-10) wurde der Ansatz fiir
10 Minuten bei 60 °C, 10 Minuten bei Raumtemperatur und wiederum 10 Minuten bei 60 °C inkubiert
und anschlieBend fiir 20 Minuten bei 4 °C und 17000 x g zentrifugiert. Der Uberstand mit einem
Volumenteil Roti® -Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Tabelle 3-1) grindlich gemischt und erneut fur
10 Minuten bei 4 °C und 17000 x g zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 2-mal wiederholt, wobei bei
der letzten Wiederholung 70 ul 3 M Natriumacetat-Puffer (Tabelle 3-10) zugesetzt wurde. Die obere
wassrige Phase wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefal Giberfiihrt und durch griindliches Invertieren
mit einem Volumenteil Isopropanol gemischt. Die DNA wurde fiir 30 Minuten bei 4 °C und 17000 x g
gefallt, mit 500 ul einer 70 % Ethanol-L6sung gewaschen, getrocknet und in 50 pl Aqua bidest. wieder

aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.6.2 Isolierung von Plasmiden aus E. coli (Alkalische Lyse)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Plasmid-Isolierungen nach diesem Protokoll durchgefiihrt.
Hierfiir wurden einzelne plasmidtragende E. coli XL1-Blue MRF‘- oder XL10-Gold-Kolonien (Tabelle
3-21) in jeweils 4 ml LB-Medium (Tabelle 3-6) mit Zusatz eines entsprechenden Antibiotikums (Tabelle
3-8) fur 16 h bei 37 °C und 220 rpm kultiviert. Jeweils 2 ml dieser Kulturen wurden in ein 2 mi
Reaktionsgefalk Giberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 4 °C und 9600 x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet
wurde in 250 ul Miniprep-Losung | (Tabelle 3-9) resuspendiert, mit 250 ul Miniprep-Lésung Il (Tabelle
3-9) durch Invertieren gemischt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe
von 250 ul Miniprep-Lésung IIl (Tabelle 3-9) wurde der Ansatz durch Invertieren gemischt und
anschlieRend fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss an eine Zentrifugation fiir 20 Minuten bei
4°C und 17000 x g wurden jeweils 750 pl des Uberstandes in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR
Uberfihrt und mit 750 pl eiskaltem Isopropanol durch grindliches Invertieren gemischt. Die DNA
wurde fir 30 Minuten bei 4 °C und 17000 x g pelletiert und durch Zugabe von 500 pl eiskalter 70 %
Ethanol-Losung gewaschen. Nach Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 4 °C und 17000 x g wurde das
Pellet fiir 10 Minuten bei 60 °C getrocknet und anschlieBend in 50 ul Aqua bidest. resuspendiert. Die

Lagerung erfolgte bei -20 °C.
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3.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Alle Polymerase-Kettenreaktionen wurden in einem Labcycler oder einem MyCycler™ Thermal Cycler
(Tabelle 3-3) durchgefiihrt. Die Synthese der hierfiir erforderlichen Oligonukleotide (Tabelle 3-20)

wurde entweder bei Eurofins MWG (Ebersberg) oder bei Seqlab (Gottingen) in Auftrag gegeben.

Um die optimale Anlagerungstemperatur fir die entsprechenden Oligonukleotide zu ermitteln, wurde
gegebenenfalls eine Gradienten-PCR mit der Tag-Polymerase durchgefiihrt. Hierfir wurde der in
Tabelle 3-23 aufgefiihrte PCR-Ansatz mit den entsprechenden PCR-Bedingungen aus Tabelle 3-25
verwendet. AnschlieRend wurde zur Amplifikation von Gensequenzen zu Klonierungszwecken eine
PCR mit dem Expand High Fidelity”" System durchgefiihrt. Fiir die PCR wurde hierbei der in Tabelle
3-24 aufgefiihrte PCR-Ansatz mit den entsprechenden PCR-Bedingungen aus Tabelle 3-25 und den

ermittelten Anlagerungstemperaturen (Tabelle 3-26) verwendet.

Tabelle 3-23: PCR-Ansatz fiir die Tag-Polymerase

Bestandteil Konzentration

gDNA 5-500ng
Primer je0,2 uM
dNTP Mix je 200 um
10x Taq-Puffer 1x
Taqg-Polymerase 2,5U

Tabelle 3-24: PCR-Ansatz fiir das Expand High Fidelity?"s PCR System

Bestandteil Konzentration

gDNA / Plasmid-DNA 5-500 ng /100 pg -10 ng
Primer je0,4 uM

dNTP Mix je 200 uMm

DMSO 2,5 % (v/v) optional

5x High Fidelity-Puffer 1x

High Fidelity Polymerase 2,5U

Tabelle 3-25: PCR-Programm mit Taq-Polymerase (links) bzw. Expand High Fidelity?"s PCR System (rechts)

Temperatur Dauer Zyklen Temperatur Dauer Zyklen
95°C 5 min 1 94 °C 2 min 1

95 °C 1 min 94 °C 15 sec

48 - 64 °C 1 min 30 Ta 1 min 16/30*
72°C 1 min /1000 bp 72°C 1 min /1000 bp

72°C 10 min 1 72°C 7 min 1

4°C oo 4°C oo

*16 Zyklen bei Plasmid-DNA; 30 Zyklen bei gDNA
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Tabelle 3-26: Ubersicht iiber genspezifische Anlagerungstemperaturen (T,) und Elongationszeiten

Gen Anlagerungs-temperatur Elongationszeit
CDPS-Np (pKB20) 55°C 1 min
CDO4-Np + CDOg-Np (pKB78) 60 °C 1 min
CDO4-Np + CDOg-Np (pKB79) 60 °C 1 min
CDO4-Np + CDOg-Np + CDPS-Np (pKB54) 55 °C 2 min
CDOA-Np (pKB140) 60 °C 30 sec
CDOs-Np (pKB141) 60 °C 30 sec
CDO4-Np (pKB31) 55°C 30 sec
CDOs-Np (pKB32) 55°C 30 sec
ndas_1146 (pKB18) 55°C 30 sec
ndas_1146 (pKB59) 55°C 30 sec
ndas_1147 (pKB19) 55°C 30 sec
albA + albB (pKB89) 55°C 1 min

3.6.4 PCR zur zielgerichteten Mutagenese

Im Rahmen von Experimenten zur zielgerichteten Mutagenese wurde die Aminosauresequenz der
Enzyme durch eine gezielte Anderung der Nukleotidsequenz mittels PCR erreicht. Hierfiir wurde ein
Protokoll zum Design der Oligonukleotide (Zheng et al., 2004) mit einem zur Restriktion mit Dpnl
(Shenoy & Visweswariah, 2003) kombiniert. Um eine Aminosdure zu verandern wurden jeweils zwei
Oligonukleotide entworfen, welche eine GréRe von etwa 29 bp aufwiesen. Das verdnderte Basentriplet
befand sich hierbei jeweils etwa 6 bp vom 5‘-Ende und etwa 20 bp vom 3‘-Ende entfernt. Hieraus ergab
sich ein homologer Bereich zwischen den beiden Oligonukleotiden von etwa 15 bp und ein homologer
Bereich des jeweiligen Oligonukleotids mit dem jeweiligen Template von etwa 15 bp, wodurch das
Verschmelzen der beiden Oligonukleotide miteinander verhindert wurde. Als Template wurde das
entsprechende Expressionskonstrukt fiir E. coli verwendet. Die PCR wurde mit dem Expand High

Fidelity™“* System (Tabelle 3-5) unter den in Tabelle 3-27 aufgelisteten Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle 3-27: PCR-Programm zur zielgerichteten Mutagenese

Temperatur  Dauer Zyklen
94 °C 2 min 1

94 °C 15 sec

60 °C 1 min 16

68 °C 4 min

68 °C 7 min 1

4°C oo

Im Anschluss an die PCR wurde der Ansatz fur 4 Stunden bei 37 °C mit 20 Units Dpnl inkubiert. Hierbei
wurde lediglich die unmutierte methylierte Template-DNA restringiert. Dieser Ansatz wurde mit Hilfe
des Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Tabelle 3-5) nach Herstellerangaben gereinigt

und anschliefend zur Transformation von E. coli eingesetzt (Kapitel 3.6.9).
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3.6.5 Agarose-Gelelektrophorese

Eine Agarose-Gelelektrophorese wurde durchgefiihrt, um Nukleinsduren der GrofRe nach horizontal
auftrennen und detektieren zu kénnen. Hierflir wurde zunachst ein Gel aus Agarose und 1x TAE-Puffer
(Tabelle 3-12) hergestellt. Die Agarosekonzentrationen richten sich hierbei nach der GroéRe der
aufzutrennenden DNA-Fragmente und bewegen sich zwischen 0,8 und 2 %. Die Agarose wurde in
1x TAE-Puffer zundchst mit Hilfe einer Mikrowelle gel6st und anschlieBend nach Abkiihlung mit SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Tabelle 3-5) versetzt. Das fliissige Gel wurde in eine mit einem entsprechenden
Kamm versehene GelgieRschale des Gelco-Systems (Tabelle 3-3) gegossen. Nach dem Erstarren der
Agarose wurde die GelgielRschale in die mit 1x TAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer eingesetzt
und mit Puffer Gberschichtet. AnschlieBend wurde der Kamm entfernt, so dass die Probentaschen zum
Beladen frei wurden. Jeweils 10 pl der DNA-LG6sungen wurden mit 2 pl 6x DNA Ladepuffer (Tabelle
3-12) gemischt und in die Probentaschen pipettiert. Als GréRen- und Konzentrationsstandard wurde
der GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Tabelle 3-5) verwendet. Die DNA-Fragmente wurden bei einer
Spannung von 125 V aufgetrennt und anschlieBend zur Detektion und Dokumentation mit Hilfe des
ImageQuant 100 (Tabelle 3-3) unter einer UV-Lampe (Wellenlange 312 nm) bzw. mit Hilfe des

FastGene® FAS Digi Imaging System (Tabelle 3-3) fotografiert.

3.6.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit (Tabelle 3-5) verwendet. Hierfliir wurden die DNA-Fragmente zundchst mittels
Elektrophorese (Kapitel 3.6.5) aufgetrennt, detektiert und das gewlinschte DNA-Fragment mit einem
sauberen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus dem Agarosegel
erfolgte nach Herstellerangaben. Das gereinigte DNA-Fragment wurde in Aqua bidest. gel6st und

anschlieRend bei -20 °C gelagert.

3.6.7 Restriktion von DNA

Zur Restriktion von DNA wurden Restriktionsendonukleasen der beiden Firmen Jena Bioscience und
Fermentas (Tabelle 3-5) verwendet. Zu analytischen Zwecken wurden Reaktionen mit einem
Endvolumen von 10 pl nach Tabelle 3-28 angesetzt und fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Hierbei wurde
die zu untersuchende DNA-Losung mit einer Restriktionsendonuklease (0,5 U/ul) bzw. bei Bedarf mit
zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen (jeweils 0,25 U/ul) und dem zugehorigen Puffer

gemischt und mit zweifach destillierten Wasser zu einem Endvolumen von 10 ul aufgefillt. Im
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Anschluss wurden die DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.6.5) aufgetrennt
und detektiert. Zur anschlieRenden Isolierung von DNA-Fragmenten wurden entsprechende
Reaktionen mit Endvolumen von 60 pl durchgefiihrt. Wenn eine Gensequenz liber eine zusatzlich zu
der zum Klonieren eingefligte Erkennungssequenz fir Restriktionsendonukleasen innerhalb der
kodierenden Gensequenz verfiigt, wurde eine partielle Restriktion durchgefiihrt. Hierfir wurde eine
Reaktion nach Tabelle 3-28 durchgefiihrt, bei der die Konzentration der betreffenden

Restriktionsendonuklease auf 0,0125 U/ul reduziert wurde.

Tabelle 3-28: Ansatz fiir die Restriktion von DNA

Bestandteile Volumen
Plasmid-DNA (3.6.2) 0,5 ul
Restriktionsendonuklease (10 U/ul) 0,5 ul
10x Puffer 1l
Aqua bidest. 8 ul
Endvolumen 10 ul

3.6.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von PCR-Produkten in einen Klonierungsvektor wurde das pGEM®-T Easy Vector System
(Tabelle 3-5) verwendet. Hierflir wurde das PCR-Produkt entweder direkt nach der PCR (Kapitel 3.6.3)
oder nach einer Auftrennung mittel Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.6.3) und anschlieRender
Isolierung aus dem Agarosegel (Kapitel 3.6.6) eingesetzt. Die Ligation von einem Insert in einen
Expressionsvektor (Tabelle 3-17 und Tabelle 3-18) erfolgte mit der T4 DNA Ligase von Jena Bioscience
(Tabelle 3-5). Hierbei wurde nach Moglichkeit ein molares Verhéltniss von Insert zu linearisiertem
Vektor von 5:1 nach folgender Formel verwendet:

M (Insert) [ng] = 5 o Masse (Vektor) [ng] x Lange (Fragment) [bp]
asse (Insert) [ng] = 7 Linge (Vektor) [bp]

Reaktionen zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden in einem Endvolumen von 10 pl bei 4 °C Uber

Nacht durchgefiihrt. Die entsprechenden Ligationsansatze sind in Tabelle 3-29 aufgefihrt.

Tabelle 3-29: Ligationsansatz flir p GEM®-T Easy (links) bzw. fiir Expressionsvektoren (rechts)

Bestandteile Volumen Bestandteile Volumen

PCR-Produkt 3,5 ul Insert variabel
pPGEM®-T Easy Vector (25 ng) 0,5 ul Vektor variabel
T4 DNA Ligase (3 Weiss units) 1ul T4 DNA Ligase (2,5 Weiss units) 1ul
2x Rapid Ligation Buffer 5ul 10x Ligation Buffer 1ul

Endvolumen 10 pl Endvolumen 10l

Diese Ligationsansatze wurden anschlieBend zur Transformation von E. coli DH5a, XL1-Blue MRF’ oder

XL10-Gold verwendet.
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3.6.9 Transformation von E. coli

3.6.9.1 Herstellung Ca**-kompetenter Zellen

Zur Herstellung Ca?*-kompetenter Zellen wurden 4 ml LB-Medium mit Zusatz eines entsprechenden
Antibiotikums mit einer E. coli-Einzelkolonie inokuliert und bei 37 °C und 220 rpm liber Nacht kultiviert.
AnschlieBend wurden wiederum 100 ml LB-Medium mit Zusatz eines entsprechenden Antibiotikums
mit 1 % (v/v) inokuliert und bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer Absorption von 0,6 kultiviert. Die Kultur
wurde dann in einem 50 ml Reaktionsgefald fir 7 Minuten bei 4 °C und 6000 x g zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde in 50 ml eiskalter 0,1 M Calciumchlorid-Lésung (Tabelle 3-11) resuspendiert
und anschlieRend erneut flir 7 Minuten bei 4 °C und 6000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde wiederum
in 50 ml 0,1 M Calciumchlorid-Losung resuspendiert und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation fir 7 Minuten bei 4 °C und 6000 x g wurden die Zellen in 3 ml 0,1 M
Calciumchlorid-Lésung mit 15 % Glycerin (Tabelle 3-11) resuspendiert und zu 100 pl und 200 pl
aliquotiert. Diese Aliquote wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend bei -80 °C

gelagert.

3.6.9.2 Transformation Ca®*-kompetenter Zellen

Zur Transformation von E. coli (Tabelle 3-21) wurden jeweils 100 pl Ca**-kompetenter Zellen (Kapitel
3.6.9.1) entweder mit 10 pl eines Ligationsansatzes (Kapitel 3.6.8) oder 0,5 pl Plasmid-DNA (Kapitel
3.6.2) vorsichtig gemischt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein Hitzeschock
fiir 50 Sekunden bei 42 °C, gefolgt von einer Inkubation fiir 50 Sekunden auf Eis. Nach Zugabe von
400 ul eiskaltem LB-Medium (Tabelle 3-6) ohne Antibiotikazusatz erfolgte eine Regeneration fir
1 Stunde bei 37 °Cund 220 rpm. Nach der Zentrifugation der Zellsuspension fiir 2 Minuten bei 4 °C und
1600 x g wurde der groRte Teil des Uberstandes verworfen und die Zellen vorsichtig im restlichen
Uberstand resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf ein LB-Festmedium mit Zusatz eines

entsprechenden Antibiotikums ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht kultiviert.

3.6.9.3 Blau-WeilR-Selektion

Die Blau-WeiR-Selektion ermoglichte eine Vorselektion von E. coli-Kolonien nach deren Trans-
formation mit pGEM®-T Easy-Ligationsansatzen anhand deren Farbe. Hierfiir werden E. coli Stamme
(z.B. E. coli XL1-Blue) verwendet, welche Uber eine Mutation im lacZ-Gen verfiigen und so zur
Produktion einer funktionsunfiahigen B-Galaktosidase fiihren. Werden solche E. coli Stamme mit
Plasmiden transformiert, welche ein lacZ-Gen enthalten, fiihrt dies in Anwesenheit von IPTG als

kiinstlicher Induktor des lac-Operons zur Komplementierung der (-Galaktosidase. Diese wiederum
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spaltet das farblose X-Gal in Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl, welches anschlieBend durch
Luftsauerstoff zu dem blauen 5,5°-Dibrom-4,4-dichlor-indigo oxidiert wird. Die Multiple Cloning Site
des Vektors pGEM®-T Easy befindet sich innerhalb des lacZ-Gens. Dies bedeutet, dass die Ligation eines
Inserts die Komplementierung der R-Galaktosidase unterbindet und keine Farbung der Kolonien

stattfindet.

Fir die Blau-Weil3-Selektion wurde ein LB-Festmedium, mit Zusatz des entsprechenden Antibiotikums,
mit 100 pl X-Gal/IPTG-L6sung (Tabelle 3-16) bestrichen und zum Entfernen des DMF fiir etwa 30
Minuten bei Raumtemperatur ausgedampft. Die Zellsuspension wurde im Anschluss an die
Transformation nach Kapitel 3.6.9.2 auf diesem LB-Festmedium ausplattiert und bei 37 °C Gber Nacht
inkubiert. Es folgte eine Inkubation bei 4 °C firr 2 - 3 Stunden zur Verstarkung der blauen Farbung. Im

Anschluss daran wurde aus farblosen Kolonien die Plasmid-DNA isoliert (Kapitel 3.6.2).

3.6.10 DNA-Sequenzierung

Zur Bestatigung der Nukleotidsequenzen wurde die Sequenzierung der Plasmid-DNA bei den beiden

Firmen Eurofins MWG (Ebersberg) oder Seqlab (Gottingen) in Auftrag gegeben.

3.6.11 Heterologe Genexpression in E. coli

3.6.11.1 Expression der Cyclodipeptidsynthase-Gene

Die Uberproduktion von CDPS-Np bzw. deren Mutanten erfolgte in E. coli M15-Zellen (Tabelle 3-21),
welche das entsprechende Plasmid (Tabelle 3-19) trugen. 50 ml LB-Fliissigmedium wurden mit
1 % (v/v) einer entsprechenden Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und 230 rpm im Schittelinkubator
unter Lichtausschluss kultiviert. Die Induktion erfolgte durch die Zugabe von 1 mM IPTG bei einer

Absorption der Wellenlange 600 nm von 0,6 fiir 16 Stunden.

3.6.11.2 Expression der Cyclodipeptidoxidase-Gene

Die Uberproduktion von CDOA-Np/CDOs-Np bzw. AlbA/AlIbB erfolgte in E. coli M15-Zellen (Tabelle
3-21), welche die entsprechenden Plasmide (Tabelle 3-19) trugen. 50 ml LB-Fliissigmedium wurden mit
1 % (v/V) einer entsprechenden Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und 230 rpm im Schuttelinkubator
unter Lichtausschluss kultiviert. Die Induktion erfolgte durch die Zugabe von 1 mM IPTG bei einer

Absorption der Wellenlange 600 nm von 0,6 fiir 16 Stunden.

Zur Uberproduktion von Ndas_1146/Ndas_1147 wurden E. coli SoluBL21-Zellen (Tabelle 3-21)

verwendet, welche das entsprechende Plasmid (Tabelle 3-18) trugen. 50 ml LB-Fliissigmedium wurden
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mit 1% (v/v) einer entsprechenden Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und 230 rpm im Schittel-
inkubator unter Lichtausschluss kultiviert. Die Induktion erfolgte durch die Zugabe von 1 mM IPTG bei

einer Absorption der Wellenlange 600 nm von 0,6 fiir 16 Stunden.

3.7 Methoden der Biochemie

3.7.1 Gewinnung von Proteinrohextrakten aus E. coli

Im Anschluss an die Uberproduktion der entsprechenden Proteine in E. coli wurden 100 ml der
Kulturen bei 4 °C und 6800 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden in Lysepuffer (1 ml je g Feuchtmasse,
Tabelle 3-15) resuspendiert und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei
4 °C zusatzlich mittels Ultraschall durch den Sonifier 250 (Tabelle 3-3) 6-mal fiir jeweils 10 Sekunden
bei 200-300 W aufgeschlossen. Nach der Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 4 °C und 17000 x g wurde
der Uberstand (lésliche Proteine) von dem Pellet (unlésliche Proteine) abgetrennt und anschlieRBend

mittels Nickel-Affinitdtschromatographie (Kapitel 3.7.2) aufgearbeitet.

3.7.2 Reinigung von Hexahistidin-Fusionsproteinen mittels Nickel-Affinitatschromatographie

Die Reinigung von Hise-Fusionsproteinen erfolgte mittels Nickel-Affinitatschromatographie nach
folgender Methode. Die hierfiir verwendeten Losungen sind in Tabelle 3-15 zu finden. Der in Kapitel
3.7.1 beschriebene Proteinrohextrakt aus 100 ml bzw. 1000 ml Flussigkultur wurde mit 25 pl bzw.
800 pul Ni-NTA-Agarose (Tabelle 3-4) versetzt und bei 4°C fiir mindestens 1 Stunde gerihrt.
Anschlieend wurde das Gemisch auf einen leeren Saulenkorper Uberflihrt und der Durchfluss
(Durchflussfraktion) verworfen. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 4 ml bzw. 8 ml Waschpuffer
(Waschfraktion). AnschlieBend wurde das Hisg-Fusionsprotein mit 0,5 ml bzw. 2,5 ml Elutionspuffer
(Elutionsfraktion) eluiert. Die Elutionsfraktion wurde mittels Sephadex G-25 NAP-5 bzw. PD-10 Saule

(Tabelle 3-4) in Lagerungspuffer umgepuffert und anschlieRend aliquotiert bei -80 °C gelagert.

3.7.3 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-Farbung

Zur Auftrennung und Detektion von Proteinen wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE mit Sammel-
und Trenngel unter denaturierenden Bedingungen nach der Methode von Laemmli (1970)
durchgefiihrt. Die hierfir verwendeten Losungen sind in Tabelle 3-13 aufgefiihrt. Wahrend als
Sammelgel stets ein 4 % Polyacrylamidgel verwendet wurde, variierte das Trenngel zwischen 12 % und

15 %. Zur Vorbereitung der Proben wurden diese mit entsprechenden Mengen des 2x Probenpuffers
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versetzt und fir 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Als GroRBenstandard wurde das Amersham Low
Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis oder der Precision Plus Protein™ All Blue
Standards (Tabelle 3-5) verwendet. Die SDS-PAGE wurde in einer Mini-PROTEAN® Tetra Cell der Firma
Bio-Rad (Tabelle 3-3) bei 180 V durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele fiir 16 Stunden
in der Farbelésung geschwenkt und anschlieBend in Entfarbelésung bis zum gewiinschten

Entfarbungsgrad entfarbt.

3.7.4 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung des Gesamtproteins wurde nach der Methode von Bradford durchgefiihrt (Bradford,

1976). Die verwendeten Lésungen sind in Tabelle 3-16 aufgelistet.

Hierflr wurde die Probe mit Wasser auf 100 pl ergdnzt und mit 1 ml 1x Bradford-L6sung gemischt.
Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Absorption der Probe mit Hilfe
eines UV-Spektrometers bei 595 nm gemessen. Zur Berechnung der Konzentration wurde eine
Kalibriergerade mit bovinem Serumalbumin (BSA) erstellt. Hierfiir wurden Mengen zwischen 0 pug und

10 ug BSA nach derselben Methode vorbereitet und vermessen.

3.7.5 Western Blot-Analyse

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE (Kapitel 3.7.3) aufgetrennt und anschlieBend mit Hilfe eines
Criterion™ Blotter (Tabelle 3-3) der Firma Bio-Rad auf eine PVDF-Membran transferiert. Hierfr
wurden die in Tabelle 3-14 aufgefiihrten Lésungen und Puffer verwendet. Das Gel wurde zunachst fir
15 Minuten in Towbin-Puffer equilibriert. Die PVDF-Membran wurde fiir 15 Sekunden mit Methanol
benetzt, mit Wasser fiir 2 Minuten gewaschen und anschlieRend fiir mindestens 5 Minuten in Towbin-
Puffer equilibriert. Das Gel/Membran Sandwich wurde anschlieBend von der schwarzen Seite
(Kathode) zur roten Seite (Anode) mit einem Fiberpad, Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier und
einem zweiten Fiberpad gepackt und in die Kammer eingesetzt. Der Transfer erfolgte innerhalb von 45
Minuten bei einer angelegten Spannung von 100 V. Im Anschluss wurde das Gel zur Uberpriifung des
Transfers mit Coomassie Farbeldsung (Kapitel 3.7.3) gefarbt, wahrend die Membran zunachst 3-mal
mit je 15 ml TBS-Puffer fiir 5 Minuten gewaschen wurde. Die Membran wurde fiir 3 Stunden bei 4 °C
in 15 ml Blockierlésung inkubiert. Nach 2-maligem Waschen der Membran mit je 15 ml TBS-T Puffer
erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper (Monoklonaler Maus Anti-His-tag Antikorper,
Tabelle 3-5) bei 4 °C fur 16 Stunden. Die Membran wurde 8-mal mit je 15 ml TBS-T Puffer gewaschen
und anschlieRend fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikorper (Anti-Maus-IgG

Alkaline Phosphatase, Tabelle 3-5) inkubiert. Die Membran wurde 5-mal mit je 15 ml TBS-Puffer
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gewaschen und im Anschluss fir 15 Minuten in Substrat-Puffer equilibriert. Die Detektion der Proteine
erfolgte mittels BCIP und NBT. Hierfiir wurde die Membran mit Farbel6sung (iberschichtet und bis zur
gewlinschten Farbung unter Lichtausschluss inkubiert. Die Reaktion wurde durch Waschen der

Membran in Wasser gestoppt und anschlieend dokumentiert.

3.7.6 Enzymatische Reaktionsansatze

3.7.6.1 Biotransformation mit Cyclodipeptidoxidasen

Die Biotransformation von cyclischen Dipeptiden durch die Cyclodipeptidoxidasen CDOa-Np/CDOg-Np
bzw. AIbA/AlIbB erfolgte in E. coli M15-Zellen (Tabelle 3-21), welche die Plasmide pKB81 bzw. pKB90
(Tabelle 3-19) trugen. Zur Biotransformation durch Ndas_1146/Ndas_1147 wurden E. coli SoluBL21-
Zellen (Tabelle 3-21) verwendet, welche das Plasmid Ndas_1146-1147-EcoRI-Hindlll-pACYC (Tabelle
3-18) trugen.

Zunichst wurden jeweils 100 ml LB-Flussigmedium mit 1 % (v/v) einer entsprechenden Vorkultur
inokuliert und bei 37 °C und 230 rpm im Schittelinkubator unter Lichtausschluss kultiviert. Die
Induktion erfolgte durch die Zugabe von 1 mM IPTG bei einer Absorption der Wellenlange 600 nm von
0,6. Nach einer Kultivierung von 2 Stunden wurde die Kultur zu jeweils 3 ml aliquotiert und jeweils mit
0,1 mM Substrat versetzt. Die Biotransformation erfolgte anschlieend fiir weitere 15 Stunden bei
37°C und 230 rpm im Schiittelinkubator unter Lichtausschluss. Zur Untersuchung der
Biotransformation wurden im Anschluss jeweils 1 ml der Kulturen mit Ethylacetat extrahiert, zur

Trockene einrotiert und in 40 pl Methanol wiederaufgenommen.

Um die Produkte der Biotransformation untersuchen zu kdnnen, ohne eine anschlieBende Extraktion
zu erfordern, wurden die Cyclodipeptidoxidasen zunachst nach Kapitel 3.6.11.2 Uberproduziert. Im
Anschluss daran wurden jeweils 100 pl der Kulturen mit 1 mM Substrat versetzt und im
Schuttelinkubator (Thermomixer C von Eppendorf) bei 37 °C und 1000 rpm unter Lichtausschluss fur
6 Stunden inkubiert. Die Reaktion wurde mit 1 Volumenteil Methanol abgestoppt und anschlielRend

mittels LC-MS analysiert.
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3.8 Isolierung von Sekundarstoffen

3.8.1 Extraktion der Kulturen von E. coli

Jeweils 1 ml Flussigkultur von E. coli wurde 3-mal mit jeweils einem Volumenanteil Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde jeweils abgenommen, vereinigt und mittels SpeedVac zur
Trockene eingeengt. AnschlieRend wurde der Riickstand gegebenenfalls in 1 ml einer 50 % Methanol-
Losung wiederaufgenommen und erneut mittels SpeedVac zur Trockene eingeengt. Der Riickstand

wurde in jeweils 40 pl Methanol riickgeldst.

3.9 Instrumentelle Analytik niedermolekularer Substanzen

3.9.1 Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS)

Zur Analyse der Extrakte bzw. der enzymatischen Produkte wurden diese zundchst mittels HPLC
aufgetrennt. Hierflr wurde eine Agilent 1260 series (Tabelle 3-3) verwendet. Die Proben wurden zuvor
fiir 20 Minuten bei 17000 x g zentrifugiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte durch eine Multospher
120 RP 18 - 5 um (250 x 2 mm) (Tabelle 3-3) bei einer Flussrate von 0,25 ml/min. Als Elutionsmittel
wurden Aqua bidest. (A) und Acetonitril (B) jeweils mit Zusatz von 0,1 % Ameisensdure verwendet. Es
wurde ein Gradient von 5 % B auf 100 % B in 40 min bei 20 °C erzeugt. Die Detektion erfolgte mit einem
Photodioden-Array-Detektor in einem Wellenlangenbereich von 190 bis 400 nm. Diese Anlage war mit
dem Massenspektrometer micrOTOF-Q Il mit ESI-Source (Tabelle 3-3) der Firma Bruker Daltonics
gekoppelt. Die Molekiile in den Proben wurden bei einer Spannung von 4,5 kV positiv ionisiert und bei
einer Kollisionsenergie von 8.0 eV fragmentiert. Zur Kalibrierung mit internem Standard wurde

Natriumformiat verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Cyclodipeptidsynthase CDPS-Np aus Nocardiopsis
prasina NRRL B-16235

4.1.1 Einleitung

Die putative tRNA-abhingige Cyclodipeptidsynthase WP_017544375.1 (CDPS-Np) aus Nocardiopsis
prasina NRRL B-1623 wurde zu Beginn dieser Arbeit durch eine BLAST-Analyse entdeckt. Die zu dieser
Zeit in der NCBI Datenbank als hypothetisches Protein annotierte CDPS-Np zeigt eine Identitat von
54 % auf Aminosauren-Ebene zu der bereits charakterisierten Cyclodipeptidsynthase Ndas_1148
(WP_013152196.1) aus Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 (Giessen et al.,
2013b). Das Gen CDPS-Np besteht aus 729 bp und das daraus resultierende Protein umfasst 242
Aminosduren mit einer berechneten Masse von 26,8 kDa. In unmittelbarer Ndhe zu diesem Gen
befinden sich vier weitere Gene, welche liber vergleichsweise hohe Sequenzidentitaten gegeniiber den
entsprechenden Homologen aus N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 verfligen (Abbildung

4-1).

Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111

{

ndas 1145 ndas 1146 ndas 1147 ndas 1148 ndas 1149

87 % 68 % 61 % 54 % 62 %

Nocardiopsis prasina NRRL B-16235

<

MT1-Np CDO,-Np  {CDO,Np CDPS-Np MT2-Np

500 bp

Abbildung 4-1: Struktureller Vergleich der biosynthetischen Gencluster in N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 und
N. prasina NRRL B-16235.

Die putativen Methyltransferasen WP_017544372.1 (MT1-Np) und WP_017544376.1 (MT2-Np)
besitzen Identitdten von 67 % und 62 % zu den beiden Methyltransferasen Ndas_1145 und Ndas_1149.
Die beiden Proteine Ndas_1146 und Ndas_1147 fungieren zusammen als eine Cyclodipeptidoxidase.
WP_017544373.1 (CDOa-Np) verfligt Uber eine Identitdt auf Aminosduren-Ebene von 68 % zu
Ndas_1146, wahrend die Identitdt von WP_017544374.1 (CDOg-Np) und Ndas_1147 61 % betragt.
Dieses Gencluster aus N. prasina NRRL B-1623 ist auf dem Contig NZ_ANAE01000117 im Bereich von
bp 30006 und bp 33839 lokalisiert (Tabelle 4-1).
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Tabelle 4-1: Lokalisation des CDPS-Gens und angrenzende Gene auf dem Contig NZ_ANAE01000117 von N. prasina NRRL
B-16235 (Stand: Januar 2014)

NCBI Protein Lokalisation = GréBe  putative Funktion
accession number [bp] [aa]

WP_017544372.1 MT1-Np 30006-31055 349 S-adenosylmethionin-abhangige Methyltransferase
WP_017544373.1 CDOa-Np  31180-31737 185 CDO, Untereinheit A

WP_017544374.1 CDOs-Np  31730-32035 101 CDO, Untereinheit B

WP_017544375.1 CDPS-Np  32019-32747 242 CDPS

WP_017544376.1 MT2-Np 32781-33839 352 S-adenosylmethionin-abhangige Methyltransferase

Analysen zu den Motiven der Bindetaschen P1 und P2 der CDPSs waren zu Beginn dieser Arbeit noch
nicht bekannt. Daher wurde zunachst lediglich die gesamte Sequenzidentitdt zwischen verschiedenen
CDPSs betrachtet (Jacques et al., 2015). Die Sequenzidentitaten der unterschiedlichen Cyclodipeptid-
synthasen untereinander lassen nicht unbedingt einen Rickschluss auf deren Produkte zu.
WP_014141671.1 und WP_014140974.1 aus Streptomyces cattleya teilen lediglich eine Identitdt von
35% auf Aminosdureebene, obwohl beide das cyclische Dipeptid cyclo(Trp-Trp) synthetisieren
(Jacques et al., 2015). Zwischen WP_014140974.1 aus S. cattleya und WP_015033069.1 aus
S. venezuelae (Jacques et al., 2015) besteht eine Identitdt von 32 %, obwohl WP_015033069.1 kein
cyclo(Trp-Trp) sondern cyclo(Tyr-Tyr) produziert. Die ldentitdt zwischen AlbC aus S. noursei, welche
insbesondere phenylalanin-haltige cyclische Dipeptide unter anderem cyclo(Phe-Leu), cyclo(Phe-Phe),
cyclo(Phe-Tyr) und cyclo(Phe-Met) bildet (Belin et al., 2012), und WP_014140974.1 aus S. cattleya
betragt 27 %.

Betrachtet man hingegen Cyclodipeptidsynthasen, welche insbesondere phenylalanin-haltige
cyclische Dipeptide produzieren, ergeben sich etwas héhere Ubereinstimmungen. Die Aminosiure-
sequenz von AIbC aus S. noursei ist zu 71 % identisch mit WP_016572571.1 aus S. albulus CCRC 11814
(Jacques et al., 2015), wobei WP_016572571.1 mit cyclo(Phe-Leu), cyclo(Phe-Phe), cyclo(Phe-Tyr) und
cyclo(Phe-Met) dieselben Produkte wie AlbC bildet. Die Sequenzidentitdt von 54 % zwischen CDPS-Np
und Ndas_1148, welche die Hauptprodukte cyclo(Phe-Tyr), cyclo(Phe-Phe) und cyclo(Phe-Leu), sowie
die Nebenprodukte cyclo(Phe-Met), cyclo(Phe-Ala), cyclo(Tyr-Tyr) und cyclo(Tyr-Leu) bildet (Giessen et
al., 2013b), erscheint in diesem Zusammenhang wiederum relativ niedrig. Aufgrund der
Sequenzidentitdten zu bereits charakterisierten CDPSs (Tabelle 4-2) liegt es nahe, dass CDPS-Np
phenylalanin-haltige cyclische Dipeptide bilden konnte. Da aus der Identitat in der Aminosauresequenz
der CDPSs untereinander jedoch keine zuverldssigen Schliisse auf deren Produktbildung gezogen

werden kénnen, sollte die Funktion der CDPS-Np experimentell bewiesen werden.
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Tabelle 4-2: Ubersicht iiber Identititen auf Aminosdureebene zwischen unterschiedlichen CDPSs und CDPS-Np aus N. prasina.

Organismus Protein produzierte Identitdt Referenz

cyclische Dipeptide  [%]
N. alba ATCC BAA-2165 WP_014911318.1 cFL, cYL 55 (Lietal., 2014)
N. dassonvillei subsp. Ndas_1148 cFY, cFF, cFL, cFM, 54 (Giessen et al., 2013b)
dassonvillei DSM 43111 cFA, cYY, cYL
S. noursei AlbC cFL, cFF, cFY, cFM 37 (Belin et al., 2012)
S. venezuelae WP_015033069.1 cYy 34 (Jacques et al., 2015)
A. mirum Amir_4627 cWW 30 (Giessen et al., 2013a)
S. cattleya WP_014141671.1 cWW 29 (Jacques et al., 2015)
S. albulus CCRC 11814 WP_016572571.1 cFL, cFF, cFY, cFM 28 (Jacques et al., 2015)
M. tuberculosis WP_003411681.1 cYY, cYF 28 (Belin et al., 2012)
S. cattleya WP_014140974.1 cWW 26 (Jacques et al., 2015)
B. subtilis subsp. subtilis WP_003242712.1 cLL, cLF, cLM 22 (Belin et al., 2012)

4.1.2 Amplifikation und Klonierung von CDPS-Np aus genomischer DNA von N. prasina

B-16235 zur Expression in E. coli

Das Gen, welches das Protein CDPS-Np kodiert (NCBI accession number WP_017544375.1), wurde mit
Hilfe der Oligonukleotide Np002-for und Np002-rev mittels PCR aus genomischer DNA von N. prasina
NRRL B-16235 amplifiziert. Die PCR erfolgte mit der High Fidelity Polymerase mit einer
Anlagerungstemperatur von 55 °C und einer Elongationszeit von 1 Minute (Kapitel 3.6.3). In Abbildung

4-2 ist das entsprechende PCR-Produkt dargestellt.

1 2
1 DNA-GroRenstandard
3000 — B
e 2 PCR-Produkt
1000 — =0
— CDPS-Np
500 — P ‘

erwartetes Fragment
742 bp
erhaltenes Fragment

~ 700 bp

Abbildung 4-2: 1 %iges Agarosegele der Amplifikation von CDPS-Np mittels PCR aus gDNA von N. prasina NRRL B-16235.

Das PCR-Produkt wurde mittels TA-Klonierung in den Klonierungsvektor pGEM®-T Easy ligiert und
anschlieBend mittels Hitzeschock in E. coli XL10-Gold eingebracht. Auf Grund der Blau-WeiR-Selektion
wurden einige Kolonien kultiviert und im Anschluss deren Plasmide isoliert. Zur Uberpriifung der

erfolgreichen Ligation des Inserts in den Vektor erfolgte eine Restriktion mit EcoRl. Nach der
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Auftrennung der erhaltenen DNA-Fragmente mittels Elektrophorese entsprachen die Fragmente des
Plasmides pKB20 (Abbildung 4-3, A) den erwarteten FragmentgréRen von 762 und 2997 bp (Abbildung
4-3, B). Zur Bestatigung der gewiinschten Sequenz wurde die Sequenzierung von pKB20 in Auftrag
gegeben. In der anschlieBenden Uberpriifung der Sequenzierungsergebnisse zeigte sich im Vergleich
zu der bei NCBI hinterlegten Sequenz eine vermeintliche Mutation (G221T). Diese bewirkt in der
entsprechenden Aminosauresequenz eine Mutation in Position 74 von Cystein zu Phenylalanin. Da in
weiteren sieben Plasmiden dieselbe vermeintliche Mutation auftrat und zusatzlich unterschiedliche
CDPSs in der entsprechenden Position ein Phenylalanin besitzen (Abbildung 4-8, A), ist von keiner

tatsachlichen Mutation auszugehen.

A (3703) EcoRI Ncol (3718) B 1 2
(3689) BgIII \

CDPS-Np g : 1 DNA-GroRenstandard

2 Restriktion von pKB20

mit EcoRI
(2961) NcoI K \
(2941) EcoRT pKB20 \ erwartete Fragmente
CDPS-Np
in pGEM-T Easy ! 762, 2997 bp

erhaltene Fragmente

~ 750, 3000 bp

Abbildung 4-3: A: Plasmidkarte von pKB20 (CDPS-Np in pGEM®-T Easy). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB20 mit EcoRl.

AnschlieBend wurden pKB20 und pQE-60 mit Ncol und Bglll geschnitten. Die erhaltenen DNA-
Fragmente wurden mittels Elektrophorese aufgetrennt und die jeweils gewlinschten DNA-Fragmente
aus den Agarosegelen isoliert und anschlieBend ligiert. Nach der Transformation von E. coli XL10-Gold
wurden mehrere Kolonien kultiviert und deren Plasmide isoliert. Zur Uberpriifung der erfolgreichen
Ligation wurden eine Restriktion mit Ncol und Bglll sowie eine Elektrophorese zur Trennung der
erhaltenen DNA-Fragmente durchgefiihrt. Die DNA-Fragmente des Plasmides pKB25 (Abbildung 4-4,
A) entsprachen den erwarteten Fragment-GroBen von 728 und 3417 bp (Abbildung 4-4, B). Die

erwartete Sequenz des Inserts konnte anschlieBend durch eine Sequenzierung bestatigt werden.
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A INcoI (113) B 1 3

CDPS-N,
p 1 DNA-GréRenstandard
3000 — L
2 Restriktion von pKB25
BgIIT (841) mit Ncol und Bglll
1000 == =
500 — — erwartete Fragmente

728, 3417 bp
erhaltene Fragmente

~ 750, 3500 bp

Abbildung 4-4: A: Plasmidkarte von pkB25 (CDPS-Np in pQE-60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB25 mit Ncol und Bglll.

4.1.3 Identifizierung der enzymatischen Produkte von CDPS-Np-Hiss

Um die Produktbildung von CDPS-Np zu untersuchen, wurde das Plasmid pKB25 in E. coli M15 [pREP4]
eingebracht. Die Uberproduktion von CDPS-Np-Hiss wurde in LB-Medium bei 37 °C mit 1 mM IPTG fiir
16 Stunden induziert (Kapitel 3.6.11.1). Die Kultur wurde mit Ethylacetat extrahiert (Kapitel 3.8.1) und
anschlieBend mittels LC-MS analysiert (Kapitel 3.9.1). Als Kontrolle wurden E. coli M15 [pREP4]-Zellen,

welche den leeren Vektor pQE-60 enthielten, analog kultiviert und entsprechend behandelt.

Im Vergleich zur Kontrolle, konnten im HPLC-Chromatogramm des Extraktes von CDPS-Np zwei
zusatzliche Peaks identifiziert werden (Abbildung 4-5). Peak 1 mit einer Retentionszeit von 9,7 min
weilt ein [M+H]*-lon von m/z = 327,1321 auf, welches mit einer Abweichung von 5,5 ppm gut mit dem
berechneten [M+H]*-lon von cyclo(L-Tyr-L-Tyr) von m/z = 327,1339 (ibereinstimmt. Der zweite Peak
wurde bei einer Retentionszeit von 15,5 min eluiert und deutet mit einem [M+H]*-lon von
m/z = 311,1399 mit einer Abweichung von -2,8 ppm auf die Prasenz von cyclo(L-Tyr-L-Phe) mit einem

berechneten [M+H]*-lon von m/z = 311,1390 hin (Abbildung 4-5).

Bei der Analyse der Fragmentierung des protonierten Produktes 1 (Abbildung 4-6, A und B) konnten
Fragmente mit m/z=327,1317 ([M+H]*), 299,1370 ([M+H-CQO]*), 282,1116 ([M+H-HCONH>]*) 254,1168
(IM+H-CO-HCONH;]*) 221,0904 ([M+H-Substituent]*) und 136,0748 ([M+H-CO-Rest]*) im Vergleich zu
einem Standard zugeordnet werden (Guo et al., 2009). Das Produkt 1 konnte so als cyclo(L-Tyr-L-Tyr)
identifiziert werden. Die Fragmentierung des Produktes 2 (Abbildung 4-7, C und D) ergaben Fragmente
mit m/z=311,1378 ([M+H]"), 283,1430 ([M+H-CO]*), 238,1216 ([M+H-CO-HCONH,]*), 205,0967 ([M+H-
Substituent]®), 136,0745 ([M+H-CO-Rest]*) und 120,0790 ([M+H-CO-Rest]*). Im Vergleich zu einem
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Standard konnte Produkt 2 als cyclo(L-Tyr-L-Phe) identifiziert werden. CDPS-Np produziert in E. coli
0,19 mg/l 1 und 1,29 mg/I 2 im Verhiltnis 1:6,8.
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Abbildung 4-5: LC-MS Analyse. Bildung von cyclo(L-Tyr-1-Tyr) (1) und cyclo(L-Tyr-t-Phe) (2) durch CDPS-Np. Dargestellt sind die
HPLC-Chromatogramme und die positiven extracted ion chromatograms (EICs) von m/z = 327,1339 + 0,005 ([M+H]* von 1)
und 311,1390 #0,005 ([M+H]* von 2) im Vergleich zur Kontrolle mit pQE-60.

Zusatzlich zu diesen beiden Produkten konnten in den extrahierten lonenchromatogrammen (EICs)
zwei weitere Produkte 3 und 4 beobachtet werden (Abbildung 4-11). Das Produkt 3 besitzt ein [M+H]*-
lon von m/z = 295,1082, welches mit einer Abweichung von 9,7 ppm zu dem berechneten [M+H]*-lon
von cyclo(L-Tyr-L-Met) von m/z = 295,1111 hinweist. Das Produkt 4 deutet mit einem [M+H]*-lon von
m/z = 277.1535 und einer Abweichung von 4,1 ppm zu dem berechneten [M+H]*-lon von
m/z = 277,1547 auf die Bildung von cyclo(L-Tyr-L.-Leu) oder cyclo(L-Tyr-L-Ile) hin. Da die beiden
Produkte 3 und 4 im HPLC-Chromatogramm nicht zu erkennen sind und keine Standards zur Verfligung

stehen, ist hier keine Quantifizierung dieser Produkte moglich.
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Abbildung 4-6: MS? Analyse von cyclo(L-Tyr-L-Tyr). A: Standard von cyclo(L-Tyr-L-Tyr). B: cyclo(L-Tyr-t-Tyr) aus der Kultur mit

CDPS-Np.
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Abbildung 4-7: MS? Analyse von cyclo(L-Tyr-1-Phe). C: Standard von cyclo(L-Tyr-1-Phe). D: cyclo(L-Tyr-.-Phe) aus der Kultur mit
CDPS-Np.
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4.1.4 Vergleich der aktiven Zentren von ausgewahlten Cyclodipeptidsynthasen

Die Cyclodipeptidsynthase CDPS-Np aus N. prasina NRRL B-16235 produziert cyclo(L-Tyr-L-Phe) als
Hauptprodukt sowie cyclo(L-Tyr-L-Tyr), cyclo(L-Tyr-L.-Met) und cyclo(L-Tyr-L-Leu) oder cyclo(L-Tyr-L-lle)
als Nebenprodukte. Trotz der relativ hohen Identitdt auf Aminosaureebene von 54 und 37 % zu
Ndas_1148 und AlbC (Kapitel 4.1.1) konnte CDPS-Np entgegen der vorherigen Vermutung als tyrosin-
spezifische Cyclodipeptidsynthase identifiziert werden. Die Aminosauresequenz von CDPS-Np ist
jedoch lediglich zu 34 % identisch zu der CDPS WP_015033069.1 aus S. venezuelae, welche ebenso
cyclo(L-Tyr-L-Tyr) synthetisiert (Jacques et al, 2015). Die Identitdit zu WP_003411681.1 aus
M. tuberculosis, welche cyclo(L-Tyr-L-Tyr) und cyclo(L-Tyr-L-Phe) bildet (Belin et al., 2012), betragt sogar
nur 28 %. Es stellt sich jedoch die Frage, ob diese geringe Ubereinstimmung an den unterschiedlichen
Organismen liegt. Leider ist bisher, auRer CDPS-Np, keine weitere tyrosin-spezifische CDPS aus

Nocardiopsis bekannt.

Im Jahre 2015 wurden 51 CDPSs systematisch von der Gruppe um Muriel Gondry und Pascal Belin
untersucht (Jacques et al.,, 2015). Demnach koénnen Cyclodipeptidsynthasen nun in die zwei
Subfamilien NYH und XYP unterteilt werden (Jacques et al., 2015). Die Unterteilung in diese beiden
Subfamilien erfolgt maRgeblich anhand des Auftretens von den Aminosauren Xag, Y202 und X203 (AlbC
Nummerierung). Aus der Untersuchung der Aminosaduresequenz von CDPS-Np im Vergleich zu AlbC
ergeben sich die Aminosauren Nss, Y213 und Ha14 (CDPS-Np Nummerierung). CDPS-Np gehort somit, wie

AlbC und Ndas_1148, zu der NYH Subfamilie (Abbildung 4-8).

Basierend auf Kristallstrukturen und Mutagenese-Experimenten wurde weitergehend postuliert, dass
CDPSs in ihrem aktiven Zentrum aus zwei Bindetaschen P1 und P2 bestehen, welche jeweils durch ihre
definierten Aminosadure-Motive fiir die Bindung der beiden Aminoacyl-tRNAs verantwortlich sind
(Jacques et al., 2015; Moutiez et al., 2014a; Moutiez et al., 2014b). Es wurde postuliert, dass die
Bindetasche P1 spezifisch flr die Bindung der ersten Aminoacyl-tRNA zustandig ist und dass diese
sozusagen die Spezifitat der CDPS bestimmt (Moutiez et al., 2014b). Die etwas weitere Bindetasche P2
dagegen soll weniger spezifisch und die oft variablere zweite Aminoacyl-tRNA binden (Moutiez et al.,
2014a). Es konnte bereits gezeigt werden, dass sogar kleine Unterschiede innerhalb der Bindetasche
P1 zur Bindung von unterschiedlichen Substraten fiihren kann (Jacques et al., 2015). Die Aminosaure-
Motive der Bindetasche P1 von Rv2275 aus M. tuberculosis und Amir_4627 aus A. mirum
unterscheiden sich lediglich in zwei Aminosduren, synthetisieren jedoch mit cyclo(Tyr-Tyr) und
cyclo(Trp-Trp) unterschiedliche Produkte (Belin et al., 2012; Giessen et al., 2013a). In einer vorherigen
Studie konnte gezeigt werden, dass durch die zielgerichtete Mutation L200N innerhalb von P1 von AlbC

ein Shift von cyclo(Phe-Leu) zu cyclo(Tyr-Leu) erreicht werden kann (Sauguet et al., 2011).
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Die entsprechenden Aminosauren von CDPS-Np innerhalb der Bindetaschen P1 (Lss Gso Lso Ts2 L134 Y196
L1g7 C211) und P2 (H1s7 Qa70 l171 G174 E215 L217 P21s) wurden im Vergleich zu AlbC analysiert (Anhang, Tabelle
7-3). In Anlehnung an das Aminosaure-Motiv in P1 wurde CDPS-Np als phenylalanin-spezifische CDPS
vorhergesagt (Jacques et al., 2015). Da diese CDPS im Rahmen dieser Arbeit jedoch als tyrosin-

spezifische CDPS identifiziert werden konnte, wurde die Bindetasche P1 etwas genauer betrachtet.

Im Vergleich der aktiven Zentren von verschiedenen Cyclodipeptidsynthasen zog zunachst die Position
Y196 in der Bindetasche P1 seine Aufmerksamkeit auf sich. Diese Position schien verdachtig an der
Bindung von tyrosyl-tRNA involviert zu sein. Wahrend AIbC und Ndas_1148 in ihren
korrespondierenden Positionen ein Leucin besitzen (Anhang, Tabelle 7-3), ist in weiteren CDPSs aus
unterschiedlichen Nocardiopsis Stammen mit teilweise unbekannter Produktbildung in dieser Position
ein Phenylalanin zu finden (Abbildung 4-8). CDPS-Np ist die einzige analysierte CDPS, welche in dieser

Position ein Tyrosin enthalt.

Eine weitere interessante Position stellt Ts; dar. In der korrespondierenden Position von AlbC (Ve7) und
Ndas_1148 (Ly1) befindet sich im Gegensatz zu CDPS-Np jeweils eine hydrophobe Aminosaure (Anhang,
Tabelle 7-3). In weiteren putativen CDPSs aus Nocardiopsis-Stammen mit teilweise unbekannter

Produktbildung ist in dieser Position entweder ein Threonin oder ein Alanin zu finden.

Es stellte sich so die Frage, welchen Einfluss diese Aminosauren auf die Substratbindung besitzen und
ob die Substratspezifitait von CDPS-Np wirklich durch zielgerichtete Mutationen verdndert werden

kann.
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Abbildung 4-8: Analyse von ausgewdhlten CDPSs aus der NYH Superfamilie. Die dargestellten CDPSs kommen aus
Streptomyces noursei ATCC 11455 (AAN07909.1) und unterschiedlichen Nocardiopsis Stimmen: WP_014911318.1: N. alba
ATCC BAA-2165; WP_017534688.1: N. alba DSM 43377; WP_033302963.1: N. alkaliphila YIM 80379; WP_061081216.1: N.

dassonvillei subsp.

albirubida NBRC 13392; WP_013152196.1:

N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111;

WP_026123049.1: N. halotolerans DSM 44410; WP_067601315.1: N. listeri NBRC 13360; WP_017544375.1: N. prasina DSM
43845; WP_026338538.1: N. sp. CNS-639; WP_047869099.1: N. sp. RV163, WP_049572120.1: N. sp. SBT366;
WP_033352817.1: N. xinjiangensis YIM 90004. A: Multiple Sequence Alignment. Aminoséuren, welche auf die Zugehdrigkeit
zu der NYH Superfamilie hindeuten, sind in schwarz eingerahmt. Aminosduren, welche zu der Bindetasche P1 bzw. P2 gehéren,
sind in blau bzw. griin eingerahmt. B: Phylogenetische Analyse.
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4.1.5 Analysen zur zielgerichteten Mutagenese der Bindetasche P1 von CDPS-Np

Um die Substratspezifitdit von CDPS-Np zu andern, wurden einzelne Aminosduren innerhalb der
Bindetasche P1 von CDPS-Np (Las Gso Lso Ts2 L13a Y106 L1g7 Co11) zielgerichtet mutiert. Hierfir wurde ein
bereits beschriebenes Protokoll zur zielgerichteten Mutagenese (Zheng et al., 2004) verwendet,

welches in Kapitel 3.6.4 beschrieben wurde.

Zunachst wurde die Position Yig¢ mutiert. Mit Hilfe der beiden Primer NpOl11l-for und NpO1l1-rev
wurden in einer PCR die Mutationen T586C und A587T (Y196L) bzw. A587T (Y196F) in pKB25 eingefiihrt
und so die beiden Konstrukte pkKB106 (CDPS-Np_Y196L) und pKB108 (CDPS-Np_Y196F) erstellt.
Entsprechende Kulturen, welche pKB25, pKB106 bzw. pKB108 trugen, wurden wie zuvor beschrieben
(Kapitel 4.1.3) behandelt und die erhalten Extrakte anschlieend mittels LC-MS analysiert (Anhang,
Tabelle 7-1). Im Falle der Mutante CDPS-Np_Y196L reduzierte sich die Produktbildung von 1 und 2 auf
jeweils 84 % der Produktbildung durch CDPS-Np (Abbildung 4-9). Die Ausbeuten von 1 und 2 durch
CDPS-Np_Y196F erhohten sich dagegen um das 3,1- bzw. 2,4-fache der Produktbildung durch CDPS-
Np (Abbildung 4-9). In beiden Fillen konnte also eine Anderung der Ausbeuten durch Mutation der

Bindungstasche P1 beobachtet werden, jedoch keine Anderung der Substratspezifitat.

Im Weiteren wurde die sehr variable Position in CDPSs (Abbildung 4-8, Anhang Tabelle 7-3), Ts, von
CDPS-Np mutiert. Die Mutationen A244G (T82A) bzw. A244G und C245T (T82V) wurden mit Hilfe der
beiden Primer Np010-for und Np010-rev mittels PCR in pKB25 eingefiligt. So wurden die beiden
Konstrukte pKB101 (CDPS-Np_T82A) und pKB102 (CDPS-Np_T82V) erhalten. Die anschlieBende
Analyse von 1 und 2 ergab eine auf 67 % bzw. 46 % reduzierte Produktbildung von CDPS-Np_T82A
(pKB101) im Vergleich zum Wildtypen (Abbildung 4-9). Im Gegensatz dazu flhrte die Mutation von Ts,
zu Valin zu einem positiven Effekt in Hinblick auf die Enzymaktivitat. Im Vergleich zu CDPS-Np erzielten

die Kulturen mit CDPS-Np_T82V (pKB102) eine 1,4- bzw. 2,2-fache Produktbildung (Abbildung 4-9).

Um sicher zu gehen, dass die beobachteten Unterschiede in der Produktausbeute nicht auf
unterschiedlichen Expressionslevel zurlickzufiihren sind, wurden die Proteinrohextrakte mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und anschlieRend mit Coomassie angefarbt (Abbildung 4-10, A). Im Vergleich zum
Leervektor konnte in den Kulturen von CDPS-Np und deren Mutanten jeweils eine zusatzliche Bande
mit der GroRe von etwa 30 kDa beobachtet werden. Die Identitdt der Hisg-tagged Proteine wurde
mittels Western Blot Analyse bestatigt (Abbildung 4-10, B und C). Die Intensitdt der Banden von
CDPS-Np und deren vier Einzelmutanten sind vergleichbar. Dies bedeutet, dass die beobachteten
Produktausbeuten aus unterschiedlichen katalytischen Aktivitdten der Yiss- und Ts,-Mutanten

resultieren.
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Abbildung 4-9: LC-MS Analyse. Bildung von 1 und 2 durch CDPS-Np und deren Mutanten. Dargestellt sind die positiven
extracted ion chromatograms (EICs) von m/z = 327,1339 +0,005 ([M+H]* von 1) und 311,1390 +0,005 ([M+H]* von 2).
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Abbildung 4-10: Analyse von CDPS-Np und deren Mutanten mittels SDS-PAGE (A) und Western Blot-Analyse (B und C) .
A: Die Proteinrohextrakte wurden auf einem 15 %igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue G-250 angefdrbt.
B: Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran tberfiihrt und anschliefSend die mit Histidin-Tag versehenen
Proteine mittels BCIP und NBT detektiert. Die roten Pfeile markieren die gewtinschten Proteine mit einer berechneten Gréf3e
von etwa 28 kDa.
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Da in den beiden Positionen Yi9s und Ts; deutliche Effekte in Hinblick auf die Produktbildung zu
beobachten waren, wurden anschlieBend die vier Doppelmutanten T82A Y196L (pKB113),
T82A Y196F (pKB115), T82V_Y196L (pKB117) und T82V_Y196F (pKB119) erstellt. Um die beiden
Mutanten mit Y196L zu erstellen, wurden die Mutationen T586C und A587T mit Hilfe der Primer
Np013-for und Np013-rev mittels PCR in die Konstrukte pKB101 und pKB102 eingefiigt. Die Mutation
A587T wurde wiederum mittels PCR mit den beiden Primern NpO11-for und NpOl11l-rev in die beiden
Konstrukte pKB106 und pKB108 eingefiihrt, um die Mutation mit Y196F zu erhalten.

Die Analyse der Proteinrohextrakt mittels SDS-PAGE zeigte einen deutlichen Einfluss der zweifachen
Mutationen auf die Genexpression (Abbildung 4-10, A). Wahrend pKB119 (T82V_Y196F) lber ein mit
dem Wildtypen vergleichbares Expressionslevel verfligt, betragen die Konzentrationen von
T82A _Y196F und T82V_Y196L lediglich etwa 50 bzw. 30 % vom Wildtypen. Im Falle von T82A_Y196L
ist die Proteinmenge so gering, dass ein Vergleich der Produktbildung mit dem Wildtypen nicht méglich

ist.

Die beiden Doppelmutanten T82A Y196F und T82V_Y196L, welche jeweils eine Mutation mit einem
positiven und jeweils eine Mutation mit einem negativen Effekt in Hinblick auf die Produktbildung
enthalten, erzielten eine erhohte Produktbildung im Vergleich zu CDPS-Np, obwohl die
Konzentrationen in den Proteinrohextrakten geringer als im Wildtypen waren. T82V_Y196L
produzierte 0,38 mg/L 1 und 4,15 mg/L 2, welches im Vergleich zu CDPS-Np einer 2,0-fachen bzw.
3,2-fachen Produktion von 1 bzw. 2 entspricht. In den Kulturen von T82A_Y196F wurden 0,40 mg/L 1
and 2,01 mg/L 2 beobachtet. Unter Berlcksichtigung der Proteinkonzentration entspricht dies einer
4,2-fachen bzw. 3,1-fachen Produktion von 1 bzw. 2 im Vergleich zum Wildtypen. Wie erwartet, fihrte
die Kombination von zwei positiv beeinflussende Mutationen in T82V_Y196F zu scheinbar
synergistischen Effekten und somit zur 8-fachen Produktion von 1 und 10-fachen Produktion von 2
(Abbildung 4-9). Eine Untersuchung der Produktausbeuten durch CDPS-Np und deren Mutanten

deutete auf eine Verschiebung der Verhéltnisse von 1 und 2 von 1:11,5 zu 1:3,5 hin.

Die Anderung der Enzymaktivitit durch die Mutationen in Position Y196 und Ts; ging ebenso mit einer
Anderung der Produktbildung von 3 und 4, insbesondere in T82V, T82V_Y196L, und T82V_Y196F einher
(Abbildung 4-11). Im EIC der Extrakte von T82V_Y196F waren die Intensitdten von 3 und 4 um 11,8
bzw. 3,7-fach erhéht. MS*-Fragmente von 3 bei m/z 247,1051 und 4 bei 249,1579, 171,1118 und
136,0736 wiesen zusatzlich auf die Identitat von cyclo(L-Tyr-L.-Met) und cyclo(L-Tyr-L-Leu) oder cyclo(L-
Tyr-L-lle) hin. Die Ausbeute von 3 und 4 war zu gering, um diese quantifizieren und mit 1 bzw. 2

vergleichen zu kdnnen.
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Abbildung 4-11: LC-MS Analyse. Bildung von 3 und 4 durch CDPS-Np und deren Mutanten. Dargestellt sind die positiven
extracted ion chromatograms (EICs) von m/z = 295,1111 +0,0025 ([M+H]* von 3) und 277,1547 +0,0025 ([M+H]* von 4).

Um ergidnzend zu Abbildung 4-10 eine unterschiedliche Produktausbeute durch unterschiedliche
Expressionslevel auszuschlielen, wurde die Abhangigkeit der Produktbildung durch CDPS-Np bzw.
CDPS-Np_T82V_Y196F von der Kultivierungszeit Giberprift. Hierflir wurde die Bildung von 1 und 2 tber
einen Zeitraum von 48 Stunden beobachtet. In Abbildung 4-12 ist deutlich zu erkennen, dass lGiber den
gesamten Zeitraum ein erheblicher Unterschied in den Ausbeuten von 1 und 2 durch CDPS-Np und

deren Mutante bestehen bleibt.
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Abbildung 4-12: Abhdngigkeit der Produktbildung durch CDPS-Np bzw. CDPS-Np_T82V_Y196F von der Kultivierungszeit.

CDPS-Np aus N. prasina konnte mit dem Hauptprodukt cyclo(L-Tyr-L-Phe) und den Nebenprodukten
cyclo(L-Tyr-L-Tyr), cyclo(L-Tyr-.-Met) und cyclo(L-Tyr-L-Leu) oder cyclo(L-Tyr-L-lle), abweichend von der
vorherigen bioinformatischen Analyse (Jacques et al., 2015), als tyrosin-spezifische Cyclodipeptid-
synthase identifiziert werden. Hieraus ergibt sich neben der bioinformatischen Analyse eine
Notwendigkeit der experimentellen Uberpriifung der tatsichlichen Funktion dieser Gene. Vorherige
Versuche Aminosauren innerhalb der katalytischen und konservierten Bereiche zu mutieren, endete
in der Senkung der Produktbildung (Sauguet et al., 2011). Mutationen in den Positionen Y196 und Tg;

von CDPS-Np fihrte dagegen teilweise zu einer deutlichen Erhéhung der Produktbildung.

4.1.6 Analysen zur zielgerichteten Mutagenese der Bindetasche P2 von CDPS-Np

Das aktive Zentrum der Cyclodipeptidsynthase besteht maligeblich aus zwei Bindetaschen, welche
unabhangig voneinander die beiden Substrate binden und zu einem cyclischen Dipeptid verknipfen
(Jacques et al., 2015). Die beiden Cyclodipeptidsynthasen AlbC und Ndas_1148 produzieren unter
anderem das cyclische Dipeptid cyclo(L-Phe-L-Phe). Dies bedeutet, dass beide Bindetaschen dieser
Enzyme fadhig sein miissen, Phe-tRNA zu binden. In den Extrakten von CDPS-Np konnte keinerlei
Uberproduktion von cyclo(L-Phe-L-Phe) beobachtet werden. Die Mutante T82A_Y196L, bei der die
Aminosauren der Bindetasche P1 genau den Aminosduren entsprechen, welche in P1 von Ndas_1148
vorkommen, produzierte ebenso kein cyclo(L-Phe-L-Phe). Da die vorherigen Mutationen innerhalb der
Bindetasche P1 zu Anderungen in der enzymatischen Aktivitit, nicht aber zur Anderung der
Substratspezifitat fihrten, stellte sich die Frage, welchen Einfluss die Bindetasche P2 von CDPS-Np auf

deren Produktbildung hat. Um dies genauer zu untersuchen, wurden Aminosauren der Bindetasche P2
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von CDPS-Np sowie deren Mutante T82A Y196l zielgerichtet mutiert (Kapitel 3.6.4). Ziel hierbei war
es, alle entsprechenden Aminosauren der Bindetasche P2 von CDPS-Np bzw. T82A_Y196L (H167 Q170 l171
Ga74 Ez15 L217 P21g) in die in Ndas_1148 vorkommenden Aminosauren (Hise Hiso Vieo A163 A20a Maos P207)
zu andern. Hierfiir wurden zunachst, mit Hilfe der beiden Primer Np021-for und Np021-rev mittels
PCR, die zwei Mutationen A644C und C649A (E215A und L217M) in pKB25 bzw. pKB113 eingefiihrt. In
diese beiden erhaltenen Konstrukte pKB145 (CDPS-Np_E215A L217M) und pKB149 (CDPS-Np_
T82A Y196L_E215A L217M) wurden anschliefend, mit Hilfe der beiden Primer Np020-for und Np020-
rev, die Mutationen G510C, A511G, G521C und T522C (Q170H, 1171V und G174A) eingeflhrt. Die
resultierenden Konstrukte pKB150 (CDPS-Np_Q170H_I171V_G174A_ E215A_L217M) und pKB151
(CDPS-Np_T82A Y196L_Q170H_I171V_G174A_E215A_L217M) codieren nun Mutanten von CDPS-Np
bzw. T82A_Y196L, deren Aminosduren der Bindetasche P2 (His7 H170 V171 A174 A215 M217 P21g) denen von

Ndas_1148 entsprechen (H156 H1s9 V160 A163 A20s Maos P207).

Beide Konstrukte wurden in E. coli M15 eingebracht und die entsprechende Produktbildung der
Mutanten im Vergleich zum Wildtypen untersucht (Anhang, Tabelle 7-2). In Abbildung 4-13 sind die
EICs von m/z =327,1339 £ 0,005 ([M+H]*) von 1 und m/z=311,1390 £ 0,005 ([M+H]*) von 2 sowie
m/z = 295,1441 4+ 0,005 ([M+H]*) von cyclo(L-Phe-L-Phe) der entsprechenden Extrakte dargestellt. Auch
hier ist eine Anderung in der Bildung von 1 und 2 zu erkennen. In den jeweiligen EICs von
m/z = 295,1441 + 0,005 ([M+H]*) unterscheiden sich diese bei einer Retentionszeit von 20,7 min nicht
von der Kontrolle. Die erwartete Bildung von cyclo(L-Phe-L-Phe) ist jedoch sowohl bei der Mutante
Q170H_1171V_G174A_E215A_L217M (pKB150) als auch bei der Mutante T82A_Y196L_Q170H_I171V_
G174A_E215A L217M (pKB151) ausgeblieben.
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Abbildung 4-13: LC-MS Analyse. Bildung von 1 und 2 durch CDPS-Np und deren Mutanten Q170H_1171V_G174A_
E215A L217M (pKB150) und T82A Y196l _Q170H_1171V_G174A E215A _L217M (pKB151) im Vergleich zum Wildtypen
(pKB25). Dargestellt sind die positiven extracted ion chromatograms (EICs) von m/z 327,1339 +0,005 ([M+H]* von 1), 311,1390
#+0,005 ([M+H]* von 2) und 295,1441 +0,005 ([M+H]* von cyclo(L-Phe-L-Phe).

Beide hier generierte Mutanten basierend auf pKB150 bzw. pKB151 sind, trotz finf bzw. sieben
Mutationen, aktiv und synthetisieren ihre Produkte 1 und 2. Im Vergleich zum Wildtypen sind 1 und 2
jedoch reduziert. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass eine Uberproduktion von
cyclo(L-Phe-L-Phe) aufgrund der allgemeinen reduzierten Produktion der Mutanten nicht zu

detektieren war.

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass durch die Anderung der Aminosduren weder in
P1 noch in P2 der Bindetaschen von CDPS-Np eine Anderung im Produktspektrum erzielt werden

konnte.
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4.2 Untersuchungen zu Cyclodipeptidoxidasen aus Actinobacteria

4.2.1 Einleitung

Bisher wurden die beiden Cyclodipeptidoxidasen (CDOs) aus Nocardiopsis dassonvillei subsp.
dassonvillei (Ndas_1146 und Ndas_1147) und Streptomyces noursei (AlbA und AlbB) genauer
betrachtet. Hierbei wurden beide jedoch nicht im Vergleich zueinander betrachtet. In beiden Fallen
wurde mindestens fiir deren natirliche Substrate eine Umsetzung zu dehydrierten Produkten
nachgewiesen. Die Identitdt zwischen Ndas_1146 und AlbA betrdagt 44 %, wahrend die Identitat
zwischen Ndas_1147 und AlbB 45 % beziffert wird (Abbildung 4-14). Dies wirft die Frage auf, wie
ahnlich sich diese beiden CDOs bzw. im Vergleich zu der putativen CDO aus N. prasina (CDOa-Np und
CDOg-Np) wirklich verhalten.

Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111

ndas 1145 ndas 1146 ndas 1147 ndas 1148 ndas 1149
¢ ) e— \
500 bp
B
44 % 45 % 40 %

Streptomyces noursei ATCC 11455

albA albB albC

Abbildung 4-14: Struktureller Vergleich der biosynthetischen Gencluster in N. dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 und
S. noursei ATCC 11455.

Im Vergleich des Biosynthese-Genclusters von Albonoursin in S. noursei und der Nocazine in
N. dassonvillei fallt auf, dass neben der CDPS, CDOa, und CDOg ebenso weitere Enzyme wie
beispielsweise Methyltransferasen in der Biosynthese involviert sein kénnen. Um eine Vorstellung zu
bekommen in was fir genetischen Umgebungen CDOs vorkommen, wurden die Aminosaure-
sequenzen von AlbA und AlbB bzw. Ndas_1146 und Ndas_1147 durch das Programm Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) mit Sequenzen der NCBI-Datenbank verglichen. Hierbei wurden
Homologe von CDOA und CDOg getrennt voneinander gesucht und anschlieBend deren genetische
Nachbarschaft untersucht. Genauer betrachtet wurden CDOs in Actinobacteria, bei denen in
unmittelbarer Nahe eine CDPS zu finden ist. So war es moglich insgesamt 55 Gencluster, mindestens
bestehend aus einer CDPS und einer CDO, in den Gattungen Streptomyces, Nocardiopsis und
Actinomadura zu identifizieren. Hierbei sind flunf verschiedene Muster aufgetreten. Insgesamt 17
Cluster bestehen aus jeweils einer CDPS und einer CDO (CDOx und CDOg). Weitere 14 Cluster verfiigen
neben der CDPS und der CDO uber jeweils eine putative Methyltransferase, 15 weitere Cluster

verfligen sogar lber jeweils zwei putative Methyltransferasen. In unmittelbarer Nahe von einer CDPS
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und einer CDO wurde in zwei Clustern jeweils ein putatives Cytochrom P450 Enzym identifiziert.
Weitere sieben Cluster bestehen aus CDPS, CDO, einem putativen Cytochrom P450 Enzym und einer
putativen Methyltransferase. In 51 der betrachteten Organismen kommt jeweils nur einer dieser
verschiedenen Gencluster-Typen vor. In Actinomadura oligospora ATCC 4369 sowie in Streptomyces
monomycini NRRL B-24309 sind jeweils zwei unterschiedliche Cluster vorhanden. In beiden Fallen
besteht jeweils ein Cluster lediglich aus einer CDPS und einer CDO, wahrend das andere Cluster in
Actinomadura oligospora ATCC 4369 neben der CDPS und der CDO uber zuséatzlich ein putatives
Cytochrom P450 Enzym bzw. in Streptomyces monomycini NRRL B-24309 lber zusétzlich ein putatives
Cytochrom P450 Enzym und eine putative Methyltransferase verfiigt. Cluster bestehend aus CDPS und
CDO sowie aus CDPS, CDO, und putativem Cytochrom P450 Enzym mit oder ohne putativer
Methyltransferase kommen nach diesem Kenntnisstand in Organismen der Gattung Streptomyces und
Actinomadura, nicht jedoch in Nocardiopsis vor. Die Cluster mit CDPS, CDO, und einer putativen
Methyltransferase, mit Ausnahme von Nocardiopsis synnemataformans DSM 44143 und Nocardiopsis
potens DSM 45234, kommen (iberwiegend in Streptomyces vor. Die Cluster mit CDPS, CDO, und zwei
putativen Methyltransferasen, mit Ausnahme von Streptomyces catenulae NRRL B-2342, kommen

hingegen Uiberwiegend in Nocardiopsis vor.

Da die CDPSs die Substrate der putativen CDOs synthetisieren, wurden diese zunachst genauer
betrachtet. In Abbildung 4-15 ist eine phylogenetische Analyse der 55 CDPSs dargestellt. Die Funktion
von einigen dieser CDPSs wurde bereits experimentell bewiesen. Es handelt sich hierbei um CDPSs,
welche bevorzugt phenylalanin- bzw. tyrosin-haltige cyclische Dipeptide synthetisieren. Auffallig ist,
dass sich keine bekannte CDPS darunter befindet, welche tryptophan-haltige cyclische Dipeptide
produziert. Im Anhang (Abbildung 7-1) ist ein multipler Sequenzvergleich dieser 55 CDPSs in
Nachbarschaft von putativen CDOs abgebildet. Hierbei wurden die Aminosauren, welche die beiden
Bindetaschen P1 und P2 bilden, analysiert. Auch hier deutet keines der Aminosdure-Motive der beiden

Bindetaschen auf die Synthese von anderen cyclischen Dipeptiden durch diese CDPSs.
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Abbildung 4-15: Phylogenetische Analyse ausgewdhlter CDPS aus Actinobacteria (Oktober 2016). CDPS, welche in
unmittelbarer Nachbarschaft zusammen mit putativen CDOx und CDOg vorkommen, sind in gekennzeichnet. CDPS,
welche zusdtzlich zu putativen CDO4 und CDOg, zusammen mit einer bzw. zwei putativen Methyltransferase vorkommen, sind
in orange bzw. rot gekennzeichnet. CDPS, welche zusdtzlich zu den putativen CDO4 und CDOg zusammen mit einem putativen
Cytochrom P450 Enzym bzw. einem putativen Cytochrom P450 Enzym und einer putativen Methyltransferase auftreten, sind
in lila bzw. blau gekennzeichnet. CDPS, deren Produktbildung identifiziert wurde, sind mit einem grauen Punkt markiert.
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Um einen Eindruck Gber die CDOa sowie CDOg zu bekommen, wurden auch diese phylogenetisch
untersucht. In Abbildung 4-16 ist diese entsprechende Analyse der putativen CDOa-Homologen
wiedergegeben, wahrend in Abbildung 4-18 der zugehérige multiple Sequenzvergleich dieser
Homologe dargestellt ist. Die Homologe dieser Actinobacteria variieren in ihrer GrofSe zwischen 145
und 219 aa und in ihren Identitdten zu AlbA bzw. Ndas_1146 zwischen 35 und 90 % bzw. 40 und 78 %
(Anhang, Tabelle 7-4). Im Vergleich zu AlbA schwanken die putativen CDOa-Homologe selbst innerhalb
der Gattung Streptomyces in ihrer GrofRe zwischen 145 und 219 aa und in ihrer Identitat zwischen 35
und 90 %. Innerhalb der Gattung Nocardiopsis schwanken die putativen Homologe in ihrer GréRe
zwischen 157 und 195 aa und in ihrer Identitdt zu Ndas_1146 zwischen 48 und 78 %. Die
vergleichsweisen geringen Ubereinstimmungen scheinen also nicht alleine auf die unterschiedlichen

Gattungen zurickzufiihren zu sein.

In Abbildung 4-17 ist die phylogenetische Analyse der putativen CDOg-Homologe dargestellt. Aufgrund
der hohen Abweichung von WP_052853170.1 aus Streptomyces celluloflavus NRRL B-2493 und
WP_052869068.1 aus Streptomyces niger NRRL B-3857 in ihren jeweiligen Identitdten zu AlbB bzw.
Ndas_1146, wurden diese im multiplen Sequenzvergleich der CDOg-Homologe in Abbildung 4-19 nicht
bericksichtigt. WP_052853170.1 teilt lediglich eine Identitdat von 5,3 % mit AlbB und 14,7 % mit
Ndas_1147, wahrend WP_052869068.1 (iber eine Identitdt von 11,9 % zu AlbB und 7,1 % zu Ndas_1147
verfuigt (Anhang, Tabelle 7-4). Die (ibrigen putativen CDOg-Homologe variieren in ihrer GréRe zwischen
94 und 117 aa und in ihren Identitdaten zu AlbB bzw. Ndas_1147 zwischen 38 und 93 % bzw. 34 und
97 % (Anhang, Tabelle 7-4). Hierbei befinden sich die Identitdten im Vergleich zu AlbB innerhalb der
Gattung Streptomyces zwischen 40 und 93 %, wahrend die Identitdten zu Ndas_1147 innerhalb der
Gattung Nocardiopsis zwischen 44 und 97 % schwankt. Die CDOg-Homologe schwanken in ihrer GréRe
innerhalb der Gattung Streptomyces zwischen 94 und 117 aa und innerhalb der Gattung Nocardiopsis
zwischen 96 und 115 aa. Auch hier sind die geringen Ubereinstimmungen nicht alleine auf
unterschiedlichen Gattungen zurilickzufiihren. Es ergibt sich hieraus die Frage, wie dhnlich oder eben

nicht sich verschiedene CDOs im Vergleich verhalten.

Bisher wurden die beiden CDOs AlbA und AlbB bzw. Ndas_1146 und Ndas_1147 in Hinblick auf die
Umsetzung ihrer natlrlichen Substrate untersucht (Giessen et al., 2013b; Gondry et al., 2001). Dies
geschah weitgehend mit Substraten in natirlich vorkommenden Konzentrationen. Des Weiteren
wurden einzelne weitere cyclische Dipeptide als Substrate von einigen CDOs getestet (Tabelle 1-1),
allerdings nicht im Vergleich zueinander. Es stellt sich zum einen die Frage, wie sich CDOs im Vergleich
unter definierten Bedingungen verhalten, und zum anderen wie der Mechanismus dieser Reaktion

ablauft.
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Abbildung 4-16: Phylogenetische Analyse ausgewdhlter CDO, aus Actinobacteria (Oktober 2016). CDO,, welche in
unmittelbarer Nachbarschaft zusammen mit einer putativen CDOg und CDPS vorkommen, sind in gekennzeichnet. CDO,,
welche zusdtzlich zur putativen CDOg und CDPS, zusammen mit einer bzw. zwei putativen Methyltransferase vorkommen, sind
in orange bzw. rot gekennzeichnet. CDO,, welche zusdtzlich zur putativen CDOg und CDPS zusammen mit einem putativen
Cytochrom P450 Enzym bzw. einem putativen Cytochrom P450 Enzym und einer putativen Methyltransferase auftreten, sind
in lila bzw. blau gekennzeichnet. CDO,, deren Produktbildung identifiziert wurde, sind mit einem grauen Punkt markiert.
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Abbildung 4-17: Phylogenetische Analyse ausgewdhlter CDOg aus Actinobacteria (Oktober 2016). CDOg, welche in
unmittelbarer Nachbarschaft zusammen mit einer putativen CDO4 und CDPS vorkommen, sind in gekennzeichnet. CDOg,
welche zusdtzlich zur putativen CDO»und CDPS, zusammen mit einer bzw. zwei putativen Methyltransferase vorkommen, sind
in orange bzw. rot gekennzeichnet. CDOa, welche zusdtzlich zur putativen CDO4 und CDPS zusammen mit einem putativen
Cytochrom P450 Enzym bzw. einem putativen Cytochrom P450 Enzym und einer putativen Methyltransferase auftreten, sind
in lila bzw. blau gekennzeichnet. CDOg, deren Produktbildung identifiziert wurde, sind mit einem grauen Punkt markiert.
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Abbildung 4-18: Multipler Sequenzvergleich von putativen CDO, in Actinobacteria. Die dargestellten CDOx kommen aus den in Abbildung 4-16 dargestellten Actinomadura, Nocardiopsis und
Streptomyces Stimmen.
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Fortsetzung von Abbildung 4-18.
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1 1o 20 30 : 69 79 80 s0 100
AAN07908.1 . .MNPGETV...LPPQLREEIALLAVYMLSSGRGWMLEEEADFG QLIDEH[G. GSTARLTAVRERLDE VMF APMGE DRD MG ATHD|D MADRIPEIET. .P
WP_037634412.1 . .MNPGETV...LPPQLREDIALLAAFMLSSGRGMLDE|JADI{C QILLDEH|G|. GSTAR[LTAVRERLDEVMFAPMGEDRDMGE|ID|D MAGALPEIET. .P

EOT03772.1 .. ...... M...LPPQLREDIALLAAFMLSSGRGMLDEIJADNG QILLDEH|G|. GSTAR|LTA[VRERLDEVMFAPMGEDR|DMGE|TJADD MAGATLIPEIET. . P .
AIA08473.1 . .MNPGETV...LPPQLREDIALLAAFMLSSGRGMLDE)JADNG QLLDEH|G|. GSTAR[LTAVRERLDEVMFAPMGEDRDMGE|TD|D MAGALPEIET . . Pu v v v v v v ann
WP_016471397.1 . .MSSGET....TTRP[VAEELVLLAAYMLSCGRGMLEE|ZJQAMG T|LV|EQA[G|. LHDER|L|SA[VRARLDDCMCGPMEY . RD LIP G|F AD|E LITARLKDSELIS..ASTGHQE. .
SCK05923.1 . .MSSGET....ALRPIDEELLLLTAYMLSSCRGMLEEIFQ QNG VILLRGR|G|. VINSE[LQE|LHGRLEDFMCGEMAP . RDL|TAF#ADE LTLLLRDSDLIR..RGPASPATT
KNB54109.1 . .MKSGETV...PQNRLHEDIALLAAYMLSSGRGHMLNEIRS DG E/I LJERA|G|. GSSPG[LTE[VRERLDGVMFAPMGGDT|D I|AAVIADE MADIST|KNAAS . .APSS. ... ...
WP_049714855.1 . .MKSGETV...PQNR|LHEDIALLAAYALSSCRGMLNELSDIGC E|I LERA|G|. GSSPG|LTEVRERLDGVMFAPMGGD TD I|AAVIAD|E MADSLIKNAAS. .APSS.......
WP_051740007.1 . .MSTGTPRT..PDDPGGEELALLAAYALS SARRMMLQEIP SR AILYADG|G|. GDRPE(LVAVHAGLDDLLHQAPNENRD Y|AA(LMD|G MVAGLIQLPAPEPAASAPPS. .. .
WP_055496574.1 . .MSSGET....TTREVAEELVLLAAYIALSCGRGMLEEIEQANG T|LV|EQA|G|. LHDER|L|SA|TRARLDDCMCGPMEY . RD L|P G|F JAD|E[ LITALKDSELIS. .ASTGHQE. .
BAU83479.1 ..MISGET....PPRPVDEELILLAAYMLSCGRGMLDEQVF{G V|ILLKDR|G|. LDNSE[LLALHSQLEDFMCGPMIQ . RDV|T G[F#D|E: LTLQLRDSDLIP..QEPPSVVPV
WP_030022686.1 . ... ......0uuou.. MHEDVALLAAYMLSSARGMLAEIP ERYG EITLDQN|G|. VSTPE|LSA[VRRRLDDQMF SPMGGDE|LLP G|IpAD|D|' LVDALKNMKS . .A. . ... ...
WP_050502761.1 . .MAPGPDQP.TTAPDLTDDIVLLAAFMLSSAHGMLDEIFP ANG ELLDAY|G. EPDPA[LLRVR|TQLEDAMCGEMA . DV|DLIP S|LMAR|T MLDVITARRA. .GAPHVPATG. .
WP_039632579.1 . .MNPGETV...LPPQLREEIALLAVYMLSSGRGMLEE)ZJADMG QILLDEH|G|. GSTAR|LTAVRERLDEVMFAPMGEDRDMGA|TD|D MADALPEIET . .P v v v v v v on.
WP_030659934.1 . .MTSGPPPP.PRQPD|LDDDIVLLAAFALSSGHGALDEHP ANG E/LLDTH|G. TPDPA[LTRVREQLENAMCGSMA . DV|DLP S|L#R|T VLDVVMARRA. .GASRLL. .
AJC55846.1 ........ M...LPPQLREEIALLAVYALSSGRGLEE}JADNG QLLDEH|G. GSTAR[LTAVRERLDEVMFAPMGEDRDMGA|IJADD MADALPEIET. .Pu v v v v v v u v
EPD91589.1 ..MSSGET....TTRPVAEELVLLAAYMLSCGRGMLEEIJOANG T|LV|IEQA|G|. LHDER|LSA[VRARLDDCMCGPMEY . RD L|P G[F#D|E LITALKDSELIS..ASTGHQE. .
WP_063764780.1 .. .............. MREDLVLLTAYMLSTGHGMLHE)JAARA G|LLIGEH|D|. GPDRR|LDEVRARIDEFFTDPHD . GEP LIAE|LMD|E MAEVVIDAFREDASPAETQPR. . .
WP_031516032.1 MTHGSS....DSGRMREELLLLAAFMLSSGRGMADEIFA VG AILVIEGL|G|. GQDPAV|TGLRTELEAFMTGP|I|GGCGD I|NT|LMD|S LAEVLCDRGRDV..DLLPRP. ..
WP_063767395.1 . ... .....uuuuunnn MREDLVLLTAYMLSTGHGMLHEA A4 GILLAEHD|. GPDRR|LDEVRARIDEFFTDEHD . GEP LIAE(LMD|E MAEVVDAFQEDASPAETQPR. . .
WP_031010144.1 .. ... ........... MHEDVALLAAYMLS SARGMLEE)YP EpG E[TLDQN|G|. VSTPE|L|SA[VRRRLDDQMF SPMGGDE|L L[P G|T#D[D[\ LVDALKNMKS . .A. .. vv v n..
WP_050510263.1 ..MAPGHPRP.TTAPDLTDDIVLLAAFMLSSAHGMLDEIFP ANMG E/LLDAY|G. EPDPA[LLN[IRTRLEDAMCGSMA . DV|D LP S|LI#R|T|Z MLD[VVITARRT . . GAPHGPADG. .
WP_030877661.1 ..MTSGYLPP.GTAPDLTDDIVLLAAYIALSSGHGMLDE|JADNG E[LLDAY|G|. GADPA[LLGVRRRLEDAMCGS[MA . DVDLP T|LJS|T ILD[VITARRA..SAPRPPA. ...
WP_013152195.1 ..MSAGEP....EVRQVGEELLLLAAYLSSGRGMLDEIIR QMG ALAAGT|G. PHHPE(LDA|LR|GRMDDVMCGEMGD . H|E LD T|LJ#D|O LATVLEDPDVIS. .D.vu'vuu..
WP_026129216.1 . .MSAGV....NDDRV|GEELVLLAAYMLSSGRGMLEE)JAANGC S|[LRSRI[GVPDSPE|LTD|LRARMDDVMCGAMAD . RE LD V|LADD LAAALEEPGAVS. .A.....
WP_014908976.1 ................MREELLLLAAYMLSSGRGMLQEIZP SMG AILRDGL|GGQESPA[LADLRASMDDVMCGAMTD . RE LD V|LI4D|D LAAVVEEPGAIS. .A.....
AFRO6509.1 .. ... ... MREELLLLAAYMLSSGRGMLQEN]P SP4G AILRDGL|GGQESPA[LADLRASMDDVMCGAMTD . RE L|D V|LD|D LAAVVEEPGATIS. .A.....
WP_017534687.1 .. ........cuouun.. MREELLLLAAYMLSSGRGMLQEEP SE4G AILRDGL|GGEESPA(LADLRASMDDVMCGAMTD . RE LD V|L#D|D LAAVVEEPGATIS. .A.....
WP_017602838.1 . MNNGA....DQCR|IEEELLLLAAYMLSSCGRGMLEE}JR SPC RLRVEAGGGENPE[LTS|LKERMDEVMCGAMVD . RE LD V(LJ#DE LAAVVEAPGVIS..A.....
WP_061081217.1 . .MSAGET....DARRVGEELLLLAAYALSSGRGMLDEJIRQNG ALAAGT|G|. PHHPD|LDA|LRGRMDDVMCGAMDD . HE LD T|LI#D[O LAAVI[EDPDVIS. .D.....
WP_017573921.1 ..MSAGEA....DGRRVGEELLLITAYMLSSGRGMLEERP QMG A|LAERT|G|. PCHPE(LDALRAWMDDVMCGAMAD . HE L|D V|LD|Q LAAVILEDPDVIS. .A..... .
WP_067601312.1 ...MNTGA....DQCRIDEELLLLAAYJISSGRGMLEEJJRDMG RILRARA|GGAQSPELTS[LKERMDEVMCGAMVD . RD LIAA|LMD|E LAAVVEEPGAVT . .A. .. .....
WP_051065442.1 . .MKPGGTVTIQPTITEE[V|TEELVLLATHMLNCARGIAFNENQANGC I|IAEKA[G. LRDER|LAD|IRARLDDFMCGPMEY . HD L|S D|FAD|E| LLTRLKGSDVLS..SAGGERG. .
WP_019610347.1 . .MSAGEP....DVRQVGEELLLLAAYMLSSGRGMLDEIIROMG A|LAAGT|G|. PHHPE|LEA|LRGRMDDVMCGP[MGD . HE LD T|LJAD|O LATVLEDPDVIS. .D. ... ....
WP_047869098.1 ..MSDGEP....DVRRVGEELLLLAAYMLSSGRGMLDEJFIROMG A|LAAGT|G|. PHHPE|LDALRGRMDDVMCGPMGD . HE LD T|L}D|Q LASVLEDPDVIP..D.....
WP_049572043.1 .. .MSAGV....NDDR[V/GEELVLLAAYJALSSCRGALEEjJAANGC S|ILRISRI|GVADSPE|LTDLRARMDDVMCGAMAD . RE LD V|L4DE LAARLEEPGAVS..A.....
WP_017566636.1 ..MSACET....DVRR[VGEELLLLAAYWLSSCRCGMLDEIRQNC ALAAGT|G|. PHHPD|LDA|LR|GRMDDVMCGAMGD . HE LD T|LJ#AD|Q LAAVLEEPDVIS..D.....
WP_017608304.1 ..MTAGEA....DGPR[TGEELLLLSAYALSSGRGALEEIIRENG S|LRADL|GHGDHPG|LIPE[LRSRMEDVMCGAMAD . RE LD V|L#4DD LASVLEGTDAVS . .A.....
WP_026411672.1 .MTSGAAA....TPRE|LGEELLLLAAYALSSGRGIAEFDElFP ANG GILVIERA|G|. IEHPE|IHA|LRAELDELF|FGPMGD . GN I|RE|LJ#D|L TGALLHESDVIQ..TSGE
WP_051468277.1 MTTTPESTRREAGLSRRESELAQLAAYIALAS SRSMLD DA VLG LILESE[G. VANAD[ETAVRTQIEEVVIRAK[TE . . VDV/QAFAD|T MAHALKAADPDTLDTINL. ... ..

Abbildung 4-19: Multipler Sequenzvergleich von putativen CDOg in Actinobacteria. Die dargestellten CDOgz kommen aus den in Abbildung 4-17 dargestellten Actinomadura, Nocardiopsis und
Streptomyces Stdmmen
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4.2.2 Analysen zur Cyclodipeptidoxidase CDOa-Np und CDOg-Np aus N. prasina

4.2.2.1 Sequenzanalyse von CDOx-Np und CDOs-Np aus N. prasina

Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111

{

ndas 1145 ndas 1146 ndas 1147 ndas 1148 ndas 1149

67 % 68 % 66 % 54 % 62 %

Nocardiopsis prasina NRRL B-16235

{

MT1-Np CDO,-Np CDO,N5  CDPS-Np MT2-Np

500 bp
41 % 48 % 37 %

Streptomyces noursei ATCC 11455

albA albB albC

Abbildung 4-20: Struktureller Vergleich der biosynthetischen Gencluster in N. prasina NRRL B-16235, N. dassonvillei subsp.
dassonvillei DSM 43111 und S. noursei ATCC 11455.

Die beiden Gene der putative Cyclodipeptidoxidase CDOa-Np und CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-1623
wurden zu Beginn dieser Arbeit durch eine BLAST-Analyse im Vergleich zu einem homologen
Gencluster aus N. dassonvillei DSM 43111 (Giessen et al., 2013b) entdeckt (Abbildung 4-20). Das Gen
von WP_017544373.1 (CDOa-Np) besteht aus 558 bp, so dass das resultierende Protein 185
Aminosauren mit einer berechneten Masse von 19,76 kDa umfasst. Die Aminosduresequenz von
WP_017544373.1 (CDOa-Np) ist zu 68 % identisch mit der von Ndas_1146 sowie zu 41 % identisch mit
AlbA (Abbildung 4-21).

20 40 60 80

1 | 1
AbA MRRHPSHSEY RGGCEVRPKR RGLMLAHSSS ESPPESLPDE WTVEKEETAN EnYAKEENDB ABiecLBEEN EEE
Ndas 1146 MDT-GSSEB- - --------- oo .. DAN RCPSQRSSHE LaTETHERAN EArFADRENDE sELopvmEDEN EE
coo,-Np MAV-AAEEE- ---------- -----.. GSS A--ESRASQE LHVENERTVE EsrFsoREMEE pHLTPLECHN HEE
100 120 140

| | |

AbA  ElESEMvVEERP AAVRRLREEE EBvLcTEAFF BVvEBVBEE-- LTOoNLsPKLS akiIYETsSKEE
Ndas_1146 EWAEVANEER RALRLLRHEHEE EE11ELBEPLV WMABBFBERERA VGGSGNSTDS GDsSWHEGMEE
coo,Np BEWABEVTEERP RTLKLVHEES BE! 1 EREPLV MABEFBEBRA VGGG------ .- AWBEGMER lllllallll BEEHALEREAE 131

180 200 22[]

1 |
AbA  BvcEERsD M TsvEBIBEEH! EEmBvEPNEBR BEaTAaLvPsaoR EAKNENVNYE S“NRAAAPT A 219
Ndas 1146  ESGEERRGPE RRLEELECHL EELBLEPNEH BARPLAPAPE EoRHEMVSHE REET------ - 195
coo,-Np HESABER<GPM SRFEELECHL LELELMSHEH EorRTPEAAPR EGRHEEMISHE cWEE------ - 185

Abbildung 4-21: Sequenzvergleich von AIbA aus Streptomyces noursei, Ndas_1146 aus Nocardiopsis dassonvillei subsp.
dassonvillei DSM 43111 und CDO-Np aus Nocardiopsis prasina NRRL B-16235.

Das Gen dagegen, welches das Protein WP_017544374.1 (CDOs-Np) kodiert, besteht aus 306 bp,
welches ein 101 Aminosduren grofRes Polypeptid mit einer berechneten Masse von 10,89 kDA
hervorbringt. Die Gene von WP_017544373.1 und WP_017544374.1 (iberlappen in einem Bereich von
nur 8 bp. Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Annotierung von CDOg-Np in der NCBI Datenbank in
WP_026129216.1 geadndert. Das Gen von WP_026129216.1 befindet sich innerhalb des Genclusters
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aus N. prasina NRRL B-1623 auf dem Contig NZ_ANAE01000117 (Tabelle 4-1) im Bereich von bp 31718
und bp 32035. Die Sequenz wurde hierbei um 12 bp erweitert. Die Aminosduresequenzen von
WP_026129216.1 und WP_017544374.1 unterscheiden sich also lediglich durch die ersten vier
zusatzlichen Aminosauren von WP_026129216.1. Das Gen von WP_026129216.1 besteht aus 318 bp,
Uberlappt mit dem von WP_017544373.1 in einem Bereich von 20 bp und codiert ein Protein von 105
Aminosduren und einer berechneten Masse von 11,20 kDa. Wahrend die Identitdt zwischen
WP_017544374.1 und Ndas_1147 61 % bzw. zu AlbB 47 % betrigt, erhéht sich mit der Anderung der
Annotierung von CDOg-Np die Identitdt zwischen WP_026129216.1 und Ndas_1147 auf 66 % bzw. auf
48 % im Vergleich zu AlbB (Abbildung 4-22).

20 40 60 80

[} 1 I 1
Abs  BNPEETVLPP QLREEIABEE vNEEEEEREE BeEEAclE! v RETHGERRAE cELpEHBE-Gs TARBTAVEER LBe@ErFarlic 79
Ndas_1147 MSABEPEVR- QVGEELLEEE ANDEESEREE EoEErRcNETF RELBABEREVE ABAAGTE-PH HPEEDALEGR mBDEEcGPHG 78
coo,-Np  MSABVNDDR- -VGEELVEEN ANEESSEREE EHcEBAANEr. RELBABRREVE sErsrRIBvPD sPEBTDLEAR MBDEEcCGANA 78

100

|
Abe  EBRDMGAIEE DLERGMEDAE --BEIETP 105
Ndas_1147 -BHELDTLEE owBer_LETvE EDHEDVISD 105
cpO,-Np -BRELDVLEE DLEoRLEAAE EEBEGAVSA 105

Abbildung 4-22: Sequenzvergleich von AlbB aus Streptomyces noursei, Ndas_1147 aus Nocardiopsis dassonvillei subsp.
dassonvillei DSM 43111 und CDOg-Np aus Nocardiopsis prasina NRRL B-16235.

4.2.2.2 Amplifikation von CDO4-Np und CDOg-Np aus genomischer DNA von N. prasina NRRL B-16235

Um die Cyclodipeptidoxidase aus N. prasina NRRL B-16235 untersuchen zu kdénnen, wurde die
Uberlappende Sequenz (Abbildung 4-23) der beiden Gene CDOa-Np und CDOs-Np (NCBI accession
number WP_017544373.1 und WP_017544374.1 bzw. WP_026129216.1) amplifiziert und in den

Vektor pQE-60 zur Expression in E. coli kloniert.

Nocardiopsis prasina NRRL B-16235
< MT1-Np CDO,-Np CDO,-Np CDPS-Np MT2-Np

. 500 bp

Abbildung 4-23: Darstellung der klonierten Sequenz von CDOA-Np und CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235.

Hierfir wurde die Sequenz mit Hilfe der Oligonukleotide Np0O3-for und Np004b-rev mittels PCR
anhand von pKB54 amplifiziert. Durch die Oligonukleotide wurden die beiden Restriktions-
schnittstellen fir Ncol und BamHI eingefiigt. Die PCR wurde mit der High Fidelity Polymerase mit einer
Anlagerungstemperatur von 60 °C und einer Elongationszeit von 1 Minute durchgefiihrt (Kapitel 3.6.3).

In Abbildung 4-24 ist das zugehorige PCR-Produkt zu erkennen.
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= 1 DNA-GroRenstandard

3000 — 5

o 5.5 2 PCR-Produkt
1000 == s

CDO,-Np + CDO,-Np

500 = s

- erwartetes Fragment
870 bp

erhaltenes Fragment
~ 800 bp

Abbildung 4-24: 1,25 %iges Agarosegele der Amplifikation von CDO4-Np und CDOg-Np mittels PCR.

4.2.2.3 Klonierung der (berlappenden Sequenz zur Uberproduktion von CDOa-Np und CDOs-Np

in E. coli

Das erhaltene PCR-Produkt wurde mittels TA-Klonierung mit dem linearisierten Vektor pGEM®-T Easy
ligiert und anschliefend mittels Hitzeschock in E. coli XL10-Gold eingebracht. Durch die mégliche Blau-
Weil-Selektion wurden einige Kolonien ausgewahlt, kultiviert und im Anschluss deren Plasmide
isoliert. Nach einer Restriktion mit EcoRl wurden die DNA-Fragmente mittels Elektrophorese
aufgetrennt. Die Fragmente des Plasmides pKB78 (Abbildung 4-25, A) entsprachen den erwarteten
FragmentgroRen von 889 und 2997 bp (Abbildung 4-25, B). Die gewiinschte Sequenz konnte

anschlieBend durch eine Sequenzierung bestatigt werden.

A (37) Neol  EcoRI (52) B

/ /Ncol (67)
ey

1 DNA-GroRenstandard
~. CDO,Np+

N CDO,-Np
3000 2 Restriktion von pKB78

mit EcoRI

1000 erwartete Fragmente

889, 2997 bp

| BamHI (925)
CDO,-Np + CDO-Np "EcoRI (941) 500

in pGEM-T Easy

erhaltene Fragmente

~ 900, 3000 bp

Abbildung 4-25: A: Plasmidkarte von pKB78 (CDOa-Np und CDOg-Np in pGEM®-T Easy). B: 1 %iges Agarosegel, Uberpriifung
der erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB78 mit EcoRl.
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Im Anschluss erfolgte eine Restriktion von pKB78 und pQE-60 mit Ncol und BamHI. Nach der Trennung
der DNA-Fragmente mittels Elektrophorese wurden die betreffenden DNA-Fragmente aus den
Agarosegelen isoliert und miteinander ligiert. AnschlieRend wurde dieser Ligationsansatz mittels
Hitzeschock in E. coli XL10-Gold eingebracht und Plasmide von einigen Kolonien isoliert. Zur
Uberpriifung der Ligation erfolgte eine Restriktion mit Ncol und BamHI. Nach der Trennung der
erhaltenen DNA-Fragmente mittels Elektrophorese entsprachen die GréRen der DNA-Fragmente des
Plasmides pKB81 (Abbildung 4-26, A) den erwarteten GréRen von 858 und 3423 bp (Abbildung 4-26, B).

Die Sequenz des Inserts konnte anschlieBend durch eine Sequenzierung bestatigt werden.

NcoI (113)

“~ CDO,-Np +
' CDO,-Np 1 DNA-GréBenstandard
\ 3000 2 Restriktion von pKB81
pKBS1 \ BamHI (971) mit Ncol und BamHI
CDO,,i-nNgQ*-EC_)éJOOB-Np 1000 erwartete Fragmente

500 858, 3423 bp

erhaltene Fragmente
~ 850, 3500 bp

Abbildung 4-26: A: Plasmidkarte von pkB81 (CDOA-Np und CDOs-Np in pQE-60). B: 1,25 %iges Agarosegel, Uberpriifung der
erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB81 mit Ncol und BamHiI.
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4.2.2.4 Biotransformation und Identifizierung der enzymatischen Produkte von CDOa-Np und

CDOs-Np

Um die Funktion der Cyclodipeptidoxidase aus N. prasina zu analysieren, wurde das Plasmid pKB81 in
E. coli M15 [pREP4] (Tabelle 3-21) eingebracht und bei 37 °C in LB-Medium schiittelnd kultiviert. Die
Genexpression wurde fiir 16 Stunden mit 1 mM IPTG induziert. AnschlieRend wurde der Kultur 1 mM
cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2), welches eines der natlirlichen Substrate darstellt, zugesetzt und fiir weitere 6
Stunden inkubiert (Kapitel 4.1.3). Die Kultur wurde mit gleichem Volumen Methanol versetzt und im

Anschluss mittels LC-MS analysiert.

In Abbildung 4-27 ist das Ergebnis abgebildet. Es konnten neben dem [M+H]*-lon des Substrates (2)
mit m/z=311,1392 bei einer Abweichung von -0,5 ppm zu dem berechneten [M+H]*-lon von
m/z = 311,1390 zwei jeweils einfach dehydrierte Produkte (2a und 2b) sowie ein zweifach dehydriertes
Produkt (2c) identifiziert werden (Anhang, Tabelle 7-5). Die beiden [M+H]*-lonen mit m/z = 309,1225
von 2a und 309,1227 von 2b weichen mit 3,0 und 2,3 ppm von dem berechneten [M+H]*-lon mit
m/z =309,1234 von cyclo(ATyr-L.-Phe) oder cyclo(L-Tyr-APhe) ab. Das [M+H]*-lon von 2c mit
m/z = 307,1072 weist eine Abweichung von 1,7 ppm zum berechneten [M+H]*-lon von

cyclo(ATyr-APhe) mit m/z = 307,1077 auf.
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Abbildung 4-27: Biotransformation von cyclo(L-Tyr-.-Phe) durch CDO-Np und CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235.
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Die zwei Produkte 2a und 2b deuten beide auf jeweils einfach dehydriertes cyclo(L-Tyr-L-Phe) hin. Es
stellte sich an dieser Stelle die Frage, an welchem Rest des 2,5-Diketopiperazin-Geristes die
Doppelbindung jeweils eingefiihrt wurde. Zu diesem Zweck wurde die Fragmentierung der beiden
Produkte im Vergleich zur Fragmentierung des protonierten Substrates analysiert (Anhang, Abbildung

7-2).

Bei der Analyse der Fragmentierung des protonierten Substrates 2 konnten bei dem [M+H]*-lon mit
m/z = 311,1382 ([M+H]*) bei 20,2 min die Fragmente mit m/z = 311,1384 ([M+H]*), 283,1431 ([M+H-
COJY), 238,1211 ([M+H-CO-HCONH,]*), 205,0964 ([M+H-Substituent]*), 136,0751 ([M+H-CO-Rest]*)
und 120,0800 ([M+H-CO-Rest]*) zugeordnet werden (Anhang, Abbildung 7-3). Das [M+H]*-lon von
m/z = 309,1227 bei 20,8 min von 2a wurde unter anderem in die beiden Fragmente m/z = 136,0742
(IM+H-CO-Rest]*) und 203,0804 ([M+H-Substituent]*) zerlegt (Anhang, Abbildung 7-4), wahrend das
[M+H]*-lon von m/z = 309,1228 bei 22,3 min von 2b unter anderem die beiden markanten Fragmente
mit m/z = 120,0736 ([M+H-CO-Rest]*) und 134,0577 ([M+H-CO-Rest]*) aufweist (Anhang, Abbildung
7-5). Diese Fragmentierung weist darauf hin, dass es sich bei 2a um cyclo(L-Tyr-APhe) und bei 2b um

cyclo(ATyr-L-Phe) handelt (Abbildung 4-28).

CDOA-Np cyclo(L-Tyr-APhe) (2a) CDOA-Np
MNH CDOg-Np CDOg-Np Y7 ONH
HN —_— + —_— HN
HO HO x

cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) cyclo(ATyr-APhe) (2¢)

cyclo(ATyr-L-Phe) (2b)

Abbildung 4-28: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Phe) durch CDOs-Np und CDOg-Np.
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4.2.2,5 Analyse der Bildung von E- und Z-Isomeren der Produkte der enzymatischen Umsetzung von

cyclo(L-Tyr-L-Phe) durch CDO-Np

Im Kapitel 4.2.2.4 konnte bereits gezeigt werden, dass die CDO aus N. prasina aktiv ist und ihr Substrat
sowohl in einfach als auch zweifach dehydrierte Produkte umsetzt. Da in den Strukturen dieser
entstandenen Produkte eine bzw. zwei Doppelbindungen eingefligt wurden, besteht die Moglichkeit
der Bildung von E- und Z-Isomeren. Um einen Hinweis hierauf zu erhalten, wurde erneut eine
Biotransformation wie in Kapitel 3.7.6.1 beschrieben durchgefiihrt. Die Inkubationszeit der Kultur mit
1 mM cyclo(L-Tyr-L-Phe) (cYF) wurde hierbei auf 4 Stunden reduziert. Auch hier konnten neben dem
Substrat (cYF) zwei jeweils einfach dehydrierte Produkte (cYF-2H) sowie ein zweifach dehydriertes
Produkt (cYF-4H) identifiziert werden (Abbildung 4-29, A und Anhang Tabelle 7-6). Dieselbe Probe
wurde anschlieend fiir 4 Stunden dem natirlichen Tageslicht ausgesetzt und ebenso mittels LC-MS
analysiert. Nun konnten neben dem Substrat (cYF) drei jeweils einfach dehydrierte Produkte (cYF-2H)
und zwei jeweils zweifach dehydrierte Produkte detektiert werden (Abbildung 4-29, B und Anhang
Tabelle 7-7). Diese Ergebnisse zeigen, dass es durch die Dehydrierung der Substrate der CDO unter

Einfluss von Licht zur Bildung von E- und Z-Isomeren der Produkte kommt.
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E ‘ | E a0 ‘ |
< 200 I‘ | | < 200 ”‘ f
100 L ‘l‘ 100 Il ‘ I
0 ""yl". — A AA e - _ 0= '\'\.‘ —_— S k = T =
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
EIC 311,1390; 309,1234; 307,1077 (M+H") £ 0,005
. 100 | —, 1001 |
IS &
g’ 80 cYF j‘ g 80 cYF ‘l
§ o0 |' § oo | cYF-4H
£ E |
2 “cYF-ZH ' 2 w0 lcYF-2H h
3 /\, | cYF-4H B 20 : ) ,\‘.
o dw o e 0 Wl
0 é 16 1r5 2‘0 2’5 3‘0 3r5 4‘0 0 l5 1b 1‘5. 2‘0 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0

Retensionszeit [min] Retensionszeit [min]

Abbildung 4-29: Analyse der Bildung von E- und Z-Isomeren der Produkte der Biotransformation von cyclo(L-Tyr-L-Phe) durch
CDO4-Np und CDOg-Np aus N. prasina NRRL B-16235.
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42.2.6 Klonierung der uberlappenden Sequenz zur Uberproduktion von Hiss-CDOA-Np und
CDOs-Np-Hisg in E. coli

Die Aktivitat der CDOa-Np und CDOs-Np konnte in Kapitel 4.2.2.4 bereits gezeigt werden. Nun sollte
geprift werden, ob die Erweiterung der beiden Proteine um jeweils einen Hiss-Tag ebenso zu der
gewinschten CDO-Aktivitat fihren wiirde. Um die beiden Proteine CDOa-Np und CDOg-Np um jeweils
einen C- bzw. N-terminalen Hiss-Tag zu erweitern, wurde die entsprechende Sequenz basierend auf
dem Konstrukt pKB54 mit Hilfe der beiden Oligonukleotide Np0O3b-for und Np004-rev mittels PCR
amplifiziert. Das Oligonukleotid Np0OO3b-for enthielt hierbei neben der eingefligten Restriktions-
schnittstelle fiir Ncol, eine zusatzliche C-terminale fiir den Hisg-Tag codierende Sequenz. Durch das
Oligonukleotid Np004-rev dagegen wurde das Stoppcodon von CDOgs-Np deletiert und eine
Restriktionsschnittstelle flr Bglll eingefiihrt. Auf diese Weise sollten die beiden {iberlappenden Gene
die beiden Proteine Hisg-CDOA-Np und CDOg-Np-Hisg codieren. Das entsprechende Fragment wurde in
einer PCR mit der High Fidelity Polymerase mit einer Anlagerungstemperatur von 60 °C und einer
Elongationszeit von 1 Minute erzeugt (Kapitel 3.6.3). Das entsprechende PCR-Produkt ist in Abbildung
4-30 dargestellt.

1 2
1 DNA-GréRenstandard
3000 —- .
2 PCR-Produkt
1000 — s T
%0 ” his,-CDO,-Np + CDO,-Np
5 —

erwartetes Fragment

887 bp

erhaltenes Fragment
~ 850 bp

Abbildung 4-30: 1,25 %iges Agarosegele der Amplifikation von hiss-CDOa-Np und CDOg-Np mittels PCR.

Das so erzeugte PCR-Produkt wurde mittels TA-Klonierung in den linearisierten pGEM®-T Easy
integriert und im Anschluss in E. coli XL10-Gold eingebracht. Nach der Auswahl sowie der
anschlieRenden Kultivierung einiger Kolonien wurden deren Plasmide isoliert. Diese wurden einer
Restriktion mit EcoRI unterzogen und die so entstandenen DNA-Fragmente mittels Elektrophorese
aufgetrennt. Das Plasmid pKB79 (Abbildung 4-31, A) stimmte mit seinen Fragmenten mit den
erwarteten Fragmenten von 907 und 2997 bp Ulberein (Abbildung 4-31, B). Die Sequenz der

Uberlappenden Gene konnte anschlieRend durch eine Sequenzierung bestatigt werden.
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A (3848) ECORT  Ncol (3863) B

(3833) BgIII

1 DNA-GroRenstandard

CDO,-Np + A~
CDOB-Np 3000 2 Restriktion von pKB79
mit EcoRI
I pKB79 1000 erwartete Fragmente
(2941) ECORI § CDO,-Np + CDO;-Np 500 907, 2997 bp

in pGEM-T Easy

erhaltene Fragmente
~ 900, 3000 bp

Abbildung 4-31: A: Plasmidkarte von pkB79 (CDOa-Np und CDOg-Np in pGEM®-T Easy). B: 1,25 %iges Agarosegel, Uberpriifung
der erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB79 mit EcoRl.

Es folgte eine Restriktion von pKB79 und pQE-60 mit Ncol und Bglll. Im Anschluss daran wurden die
DNA-Fragmente mittels Elektrophorese aufgetrennt, die entsprechenden Fragmente aus den Agarose-
gelen isoliert und anschlieRend miteinander ligiert. Dieser Ligationsansatz wurde mittels Hitzeschock
in E. coli XL10-Gold eingebracht und anschlieBend Plasmide von einigen Kolonien isoliert. Zur
Uberpriifung der erfolgreichen Ligation wurde eine Restriktion mit Ncol und Bglll durchgefiihrt. Die
entstandenen Fragmente wurden dann mittels Elektrophorese in einem 1,25 %igen Agarosegel
getrennt. Die Fragmente des Plasmides pKB83 (Abbildung 4-32, A) zeigten in ihren GréRen hohe
Ubereinstimmungen mit den erwarteten GréRen von 876 und 3417 bp (Abbildung 4-32, B). Die

gewlinschte Sequenz konnte auch hier durch eine Sequenzierung bestéatigt werden.

A B

‘NcoI (113)

~._ CDO,-Np+
N, CDO,-Np

1 DNA-GroRenstandard

3000 2 Restriktion von pKB83

mit Ncol und Bglll

\ 1000
| — BgIII (989)
500

erwartete Fragmente

CDO,-Np + CDO4,-Np

876, 3417 bp

erhaltene Fragmente
~ 900, 3500 bp

Abbildung 4-32: A: Plasmidkarte von pkB83 (CDOA-Np und CDOs-Np in pQE-60). B: 1,25 %iges Agarosegel, Uberpriifung der
erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB83 mit Ncol und Bglll.
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4.2.2.7 Biotransformation und Identifizierung der enzymatischen Produkte von Hise-CDOA-Np und

CDOB-N p-HiSe

Um die Funktionsfahigkeit der beiden Proteine Hise-CDOa-Np und CDOg-Np-Hisg zu Gberprifen, wurde
eine Biotransformation nach Kapitel 3.7.6.1 durchgefiihrt und nach einer Extraktion der Kulturen die
entsprechende Produktbildung mittels LC-MS untersucht. Hierflir wurden E. coli M15 [PREP4] (Tabelle
3-21) Kulturen, welche zum einen zur Kontrolle pQE-60 und zum anderen pKB81 und pKB83 enthielten
mit cyclo(L-Phe-L-Leu) versetzt. In Abbildung 4-33 sind die entsprechenden EICs dieser Proben mit
m/z = 261,1598 [M(cFL)+H]* + 0,02, m/z = 259,1441 [M(cFL-2H)+H]* £ 0,02 und m/z = 257,1285
[M(cFL-4H)+H]* £ 0,02 wiedergegeben.

In der Kontrolle ist der Peak des Substrates (cFL) zu erkennen, hingegen kein weiterer Produktpeak. In
der Probe der Biotransformation von cFL durch CDOA-Np und CDOg-Np (pKB81) sind neben dem Signal
fiir das Substrat, zwei Peaks mit einem [M+H]*-lonen von jeweils einfach dehydriertem cFL (cFL-2H)
sowie zwei Peaks mit einem [M+H]*-lonen von jeweils zweifach dehydriertem cFL (cFL-4H) zu finden
(Anhang, Tabelle 7-8). CDOA-Np und CDOg-Np setzen das Substrat, bei 214 nm analysiert, zu 97 % zu
cFL-2H und cFL-4H um. In der Probe der Biotransformation mit Hise-CDOA-Np und CDOg-Np-Hisg ist
ebenso neben dem Substrat eine Produktbildung von zwei jeweils einfach dehydrierten (cFL-2H) und
zwei jeweils zweifach dehydriertem cFL (cFL-4H) zu beobachten (Anhang, Tabelle 7-9). Die Umsetzung
von cFL zu cFL-2H und cFL-4H betragt hierbei lediglich 68 %. Hisse-CDOA-Np und CDOg-Np-Hise sind also
im Zusammenspiel aktiv, wobei die Erweiterung der Proteine um jeweils einen Hise-Tag die Ausbeuten

der Produkte beeinflusst.
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Abbildung 4-33: Biotransformation von cyclo(L-Phe-L-Leu) durch CDOs-Np und CDOg-Np bzw. Hiss-CDOA-Np und CDOg-Np-Hiss
aus N. prasina NRRL B-16235.
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4.2.2.8 Uberproduktion und Reinigung von Hiss-CDOa-Np und CDOs-Np-Hiss

Zunachst wurde das Plasmid pKB83 mittels Hitzeschock in calciumkompetente E. coli M15 [PREP4]
(Kapitel 3.6.9.2) eingebracht. Diese wurden anschliefend in LB-Medium bei 37 °C und schittelnd
kultiviert und die entsprechende Uberproduktion von Hiss-CDOa-Np und CDOg-Np-Hiss mit 1 mM IPTG
fiir 16 Stunden induziert (Kapitel 3.6.11.2). Im Anschluss daran wurde der Proteinrohextrakt aus E. coli
gewonnen (Kapitel 3.7.1) und aus diesem eine Reinigung der Hexahistidin-Fusionsproteine mittels

Nickel-Affinitatschromatographie vorgenommen (Kapitel 3.7.2).

In Abbildung 4-34 ist das Ergebnis der Uberproduktion von Hise-CDOA-Np und CDOg-Np-Hiss sowie der
Reinigung der Proteine nach erfolgter Trennung durch SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-
Farbung (Kapitel 3.7.3) dargestellt. In der Spur 3 ist im Gesamtprotein nach erfolgter Induktion der
Proteinliberproduktion eine deutliche Proteinbande mit einer GroRe von etwa 20 kDa zu erkennen,
welche in Spur 2 des Gesamtproteins vor entsprechender Induktion nicht in solcher Intensitat auftritt.
Diese deutet auf die erfolgreiche Uberproduktion von His¢-CDOa-Np mit einer berechneten GréRe von
21 kDa hin. Eine entsprechende Proteinbande ist ebenso in der Spur 4, welche dem unl6slichen Protein
entspricht, in etwas geringerer Intensitat zu erkennen. Diese Proteinbande ist jedoch weder in der Spur
der l6slichen Proteine (Spur 5), noch in der Durchflussfraktion (6), der Waschfraktion (7) oder der
Elutionsfraktion (8) sowie der Elutionsfraktion nach einem Pufferwechsel (9) zu beobachten. Eine
entsprechende Proteinbande von CDOg-Np-Hisg mit einer berechneten GréBe von 12 kDa ist in keiner

der Fraktionen zu erkennen.

| SDS-PAGE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 i CDO,-Npund CDO,-Np-His,
97 kDaw= (21 kDa und 12 kDa)
66 kKDamm s -
45 kDam= e ey ce=e opmm E. coli M15 / pKB83 / LB-Medium / 37°C / 1 mMIPTGI16h|
30 kDam= 1 Protein-GréRenstandard
i oD 2 Gesamtprotein vor Induktion
201 kba 3 Gesamtprotein nach 16 h Induktion |
‘ 4 unlésliches Protein
14.4 KD 2w 5 |&sliches Protein
6 Durchflussfraktion
7 Waschfraktion
8 Elutionsfraktion
9 Elutionsfraktion nach Pufferwechsel
L - S B T : R

Abbildung 4-34: Analyse der Uberproduktion von Hiss-CDOa-Np und CDOg-Np-Hiss (pKB83) in E. coli M15 und Reinigung der
Hexahistidin-Fusionsproteine durch Nickel-Affinitétschromatographie nach erfolgter Trennung mittels SDS-PAGE.

In dieser Analyse wurden dieselben Bedingungen der Kultivierung und der Induktion der Protein-
Uberproduktion von Hisg-CDOa-Np und CDOg-Np-Hiss gewahlt, mit denen in Kapitel 4.2.2.4 im Rahmen
einer anschliefenden Biotransformation die Aktivitat dieser CDO nachgewiesen werden konnte. Fir

eine gewlinschte Reinigung der Proteine bedarf es gegebenenfalls einer Optimierung.
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4.2.29 Klonierung der getrennten Sequenzen in einen Vektor zur Uberproduktion von CDOa-Np und

CDOs-Np in E. coli

Mit Hilfe der beiden Konstrukte pKB81 (Kapitel 4.2.2.3) und pKB83 (Kapitel 4.2.2.6) konnte bereits die
Aktivitat von CDOa-Np und CDOs-Np nachgewiesen werden. In beiden Fallen wurde mit der
Uberlappenden Sequenz von CDOa-Np und CDOs-Np gearbeitet. Aufgrund der polycistronischen
Operons in Prokaryonten, kdnnen dementsprechend von einer polycistronischen mRNA die beiden
Proteine CDOa-Np und CDOg-Np in E. coli translatiert werden. Im Verlauf dieser Arbeit hat sich, wie
bereits erwahnt, die Annotierung in der NCBI Datenbank von CDOg-Np beginnend mit
WP_017544374.1 bestehend aus 101 bp in WP_026129216.1 mit 105 bp gedndert. Basierend auf den
beiden Konstrukten pKB81 und pKB83 war es nicht moglich eine Aussage liber die richtige Annotierung
zu treffen. An dieser Stelle wurde ein Konstrukt fiir die separate Herstellung von CDOA-Np und
CDOg-Np durch einen Vektor erstellt. Hierfir wurden zunachst die beiden Gene CDOa-Np und
CDOs-Np getrennt voneinander in pGEM®-T Easy kloniert (pKB140 und pKB141) und anschlieBend
beide Gene in einem pQE-60 zur Expression in E. coli zusammengefligt (pKB158). Es wurde zuséatzlich
mittels PCR eine ribosomale Bindestelle (RBS) zwischen das 3‘-Ende von CDO4-Np und das 5°-Ende von
CDOs-Np gesetzt sowie vorbereitend auf weitere mogliche Experimente eine weitere RBS hinter das

3‘-Ende von CDOg-Np (Abbildung 4-35).

pKB14OI-I(\/RBé>I + I’ CDoB-Np"‘I(hEéf)IIpKB141

pKB158(RBS) ‘rBS {8 cpo.-Np [ERBS
v ‘\‘7_,// / _

Abbildung 4-35: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie von pKB158.

Die getrennten Sequenzen von CDO4-Np und CDOg-Np wurden jeweils in einer PCR mit der High Fidelity
Polymerase mit Hilfe der Oligonukleotide Np018-for und Np018-rev bzw. Npo19-for und Np019-rev
von pKB81 als Template amplifiziert. Die beiden Fragmente wurden hierbei jeweils mit einer

Anlagerungstemperatur von 60 °C und einer Elongationszeit von 30 Sekunden erzeugt (Kapitel 3.6.3).

Das Oligonukleotid Np0018-for enthielt eine N-terminal von CDO4-Np eingefiigte Restriktionsschnitt-
stelle fiir Ncol, wahrend Np018-rev C-terminal von CDO4-Np eine Restriktionsschnittstelle fiir Kpnl, die

Sequenz 5-AGAGGA-3‘ (RBS) sowie weitere Restriktionsschnittstellen flr Sacl und BamHI beinhaltete.
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Das so generierte DNA-Fragment wurde in pGEM®-T Easy integriert und resultierte in dem Konstrukt

pKB140 (Abbildung 4-36, A).

(37) Ncol EcoRI (52) . £
A " _Ncol (62) B LR 2

. CDO,-Np : 1 DNA-GréRenstandard

==
KpnI (626) 3000 — D - o
Sacl (638) - | 2 Restriktion von pKB140

BamHI (640) ’ i mit Ncol und Sacl
EcoRI (656) Q) ==t

Sacl (695) erwartete Fragmente

CDO,-Np 500 — S
in pGEM-T Easy 576, 3025 bp

erhaltene Fragmente

~ 550, 3000 bp

Abbildung 4-36: A: Plasmidkarte von pKB140 (CDOs-Np in pGEMZ®-T Easy). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der
erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB140 mit Ncol und Sacl.

Durch das Oligonukleotid Np019-for wurde C-terminal von CDOs-Np eine Restriktionsschnittstelle flr
Sacl und durch Np019-rev eine Restriktionsschnittstelle fiir BamHI, die Sequenz 5-AGAGGA-3‘ (RBS)
und zwei weitere Schnittstellen fiir Spel und Bglll eingefiihrt. Das auf diese Weise amplifizierte DNA-

Fragment wurde ebenfalls in pGEM®-T Easy eingefligt, welches in pKB141 endete (Abbildung 4-37, A).

A (3200) BgIII  EcoRI (3309) B
(3293) Spel. S
(3281) BamHI-__ -\, ! i

(29(33)61épsea[(:1- £ 1 DNA-GroRenstandard
(2941) EcoRI % i
(2910) Sacl— 3000 — e ——
" \— 2 Restriktion von pKB141
e mit Sacl und Bglll
1000 — ==

: : erwartete Fragmente

CDO.-Np 500 — S
in pGEM-T Easy 338, 3027 bp

erhaltene Fragmente
~ 350, 3000 bp

Abbildung 4-37: A: Plasmidkarte von pKB141 (CDOs-Np in pGEM®-T Easy). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der
erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB141 mit Sacl und Bglll.

Nach dem Einbringen der Ligationsansatze in E. coli XL10-Gold wurden wieder einige Kolonien kultiviert
und deren Plasmide isoliert. Zur Kontrolle der erfolgten Klonierungen, wurden die beiden Konstrukte
pKB140 und pKB141 einer Restriktion mit Ncol und Sacl bzw. mit Sacl und Bglll unterzogen und die so

entstandenen DNA-Fragmente anschlieRend mittels Elektrophorese in einem Agarosegel aufgetrennt.
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In beiden Fallen stimmten die GroBen der erhaltenen Fragmente mit den Erwartungen Uberein
(Abbildung 4-36, B bzw. Abbildung 4-37, B). Eine Sequenzierung bestatigte im Anschluss die jeweils

gewlinschte Sequenz.

Um die Sequenz von CDO4-Np in pQE-60 zu klonieren, wurde sowohl das pKB140 als auch pQE-60 mit
Ncol und BamHI geschnitten. Nach der Trennung der DNA-Fragmente mittels Elektrophorese in einem
Agarosegel, wurden die beiden gewlinschten Fragmente isoliert und miteinander ligiert. Nach dem
Einbringen des Ligationsansatzes in E. coli XL10-Gold wurden einige Kolonien kultiviert und
anschlieBend deren Plasmide isoliert. Es erfolgte eine Restriktion mit Ncol und BamHI. Die GréRRen der
Fragmente des Plasmides pKB157 (Abbildung 4-38, A) stimmten mit den erwarteten GréRen von 578
und 3423 bp lberein (Abbildung 4-38, B).

A NcolI (113) B

1 2
CDO,-Np
1 DNA-GréRenstandard
\ KpnI (677) it
\ - S;:fng:‘;g’(sg?oo - 2 Restriktion von pKB157
N\ BalII et mit Ncol und BamHI
\ gIII (657) p—
1000 —!
== erwartete Fragmente
500 =—— w—
Summe 578, 3423 bp

erhaltene Fragmente
~ 600, 3500 bp

Abbildung 4-38: A: Plasmidkarte von pKB157 (CDO4-Np in pQE-60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB157 mit Ncol und BamHI.

Um hingegen CDO4-Np und CDOs-Np in pQE-60 zusammenzufligen, wurden pQE-60 mit Ncol und Bglll,
pKB140 mit Ncol und Sacl und pKB141 mit Sacl und Bglll geschnitten. Die erhaltenen DNA-Fragmente
wurden in einem Agarosegel mittels Elektrophorese aufgetrennt und anschlieend die gewiinschten
drei DNA-Fragmente jeweils isoliert. Es wurde ein Ligationsansatz mit allen drei Fragmenten angesetzt
und dieser im Anschluss mittels Hitzeschock in E. coli XL10-Gold eingebracht. Nach der Kultivierung
einiger Kolonien wurden deren Plasmide isoliert und einer Restriktion mit Ncol und BamHI unterzogen.
Das Plasmid pKB158 (Abbildung 4-39, A) brachte nach erfolgter Auftrennung entsprechende DNA-
Fragmente mit der erwarteten GroRRe von 896 und 3435 bp hervor (Abbildung 4-39, B). In einer
anschlieRenden Sequenzierung konnten die beiden gewilinschten Sequenzen der jeweiligen Inserts

bestatigt werden.
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Ncol (113)

A coo,-Np+ B 1 2

1 DNA-GréRenstandard
N KpnI (677 .
N\~ SacI (e83) 3000 — g

— 2 Restriktion von pKB158
1000 — — mit Ncol und BamHI
pKB158 "BamHI (1009) e
" Spel (1021)500 — S erwartete Fragmente
CDO,-Np + CDO,-Np BgIII (1027) -
896, 3435 bp

erhaltene Fragmente

~ 900, 3500 bp

Abbildung 4-39: A: Plasmidkarte von pKB158 (CDO4-Np und CDOg-Np in pQE-60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der
erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB158 mit Ncol und BamHI.

4.2.2.10 Biotransformation und Identifizierung der enzymatischen Produkte von CDOa-Np und

CDOs-Np

Im Folgenden wurde eine Biotransformation nach Kapitel 3.7.6.1 durchgefiihrt. Hierbei wurden drei
Konstrukte parallel beobachtet. Zum einen pKB157, welches lediglich das Gen der CDOa-Np enthilt,
und zum anderen pKB158, welches CDOa-Np und CDOs-Np getrennt voneinander beinhaltet sowie

pKB81, welches die liberlappende Sequenz von CDO4-Np und CDOs-Np enthalt.

Im Weiteren sind die entsprechenden Resultate der Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Tyr) (Abbildung
4-40, A) und cyclo(L-Tyr-L.-Phe) (Abbildung 4-40, B) dargestellt. In der Biotransformation basierend auf
dem Konstrukt pKB157 ist weder mit 1 noch mit 2 eine enzymatische Umsetzung zu beobachten
(Anhang, Tabelle 7-10, Abbildung 7-6 und Abbildung 7-7). Dies bestatigt die Notwendigkeit des

Zusammenwirkens von CDOa-Np und CDOg-Np und dient gleichzeitig als Kontrolle.

Die beiden Proteine CDOa-Np und CDOg-Np, welche voneinander getrennten Genen in pKB158
translatiert werden, fithren zur Umsetzung von 1 zu einem einfach dehydrierten Produkt 1a und einem
zweifach dehydrierten Produkt 1b (Anhang, Tabelle 7-11). Dieselben Produkte werden von CDOa-Np
und CDOg-Np, welche durch die Uberlappenden Gene in pKB81 codiert sind, synthetisiert (Anhang,
Tabelle 7-12). Das Substrat (1) wurde, bei 277 nm im UV-Chromatogramm beobachtet, zu 48 %
(pKB158) bzw. zu 50 % (pKB81) zu einfach und zweifach dehydrierten Produkten umgesetzt. Das
Verhéltnis zwischen 1, 1a und 1b betragt hierbei 6,1:2,3:1 (pKB158) bzw. 7,0:2,6:1 (pKB81).
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Das Substrat 2 wird von CDOa-Np und CDOg-Np, sowohl in pKB158 (Anhang, Tabelle 7-11, Abbildung
7-8 bis Abbildung 7-10) als auch in pKB81 (Anhang, Tabelle 7-12, Abbildung 7-11 bis Abbildung 7-13)
zu 2a, 2b und 2c umgesetzt. Hierbei wurde das Substrat (2), bei 277 nm im UV-Chromatogramm
beobachtet, zu 14 % (pKB158) bzw. zu 31 % (pKB81) zu einfach und zweifach dehydrierten Produkten
umgesetzt. Trotz des etwas voneinander abweichenden Gesamtumsatz dieser beiden Reaktionen,
dhnelt sich das Verhéltnis wieder zwischen 2, 2a, 2b und 2c¢ von 1,1:1,3:1,5:1 (pKB158) bzw.
1,1:1,2:1,4:1 (pKB81).

Diese Ergebnisse bestatigen zum einen die Notwendigkeit des Zusammenspiels zwischen CDOA-Np und
CDOs-Np, zum anderen die Funktionalitat der in der NCBI Datenbank annotierten Proteine

WP_017544373.1 (CDOA-Np) und WP_026129216.1 (CDOs-Np).

A B

CDO,-Np/CDO,-Np + cyclo(L-Tyr-L-Tyr) CDO,-Np/CDO,-Np + cyclo(L-Tyr-L-Phe)
EIC 327,1339 ; 325,183 ; 323,1026 (M+H") + 0,005 EIC 311,1390; 309,1234; 307,1077 (M+H’) £ 0,005
- 100 - 1 ‘ - 100 4 2 ‘ -
= 804 = 804 “
: | 5 g
2 60 \ 60 KB157 )
2 l £ \ P €DO,-Np
E 40 I E 404 in PQE-60
§ = | g = I
0 1N 0 AN
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
_ 1007 _ 100 ) cDONp+
% 80 1 %‘ 80 f . \
2 gl I 2 6o ‘ 2b " pKB158
% I % | 2 CDO,-Np + CDO,-Np
R i s 40 \123. fl c in pQE-60
5 o] “l | 10 8 L) ” I |‘I
2 I ‘l 1a I 2 Il 1
| I\ | |1 |
0 : — ] 04 ==
V] 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
100 - 100 4 N
g 1 g 2| .
= 80 = a0 \
g | i | o\
60 60 KB81 ¥
é ‘! % } 2b 12 CDOp,er+ €DO,-Np
o 40 I g 0 |2al | ¢ in pQE-60
3 [ | 1b 5 || ‘
2 [l 11a E e Ml I
0 S J\ 0 L]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retensionszeit [min] Retensionszeit [min]

Abbildung 4-40: Biotransformation von cyclo(L-Tyr-1-Tyr) (1) (A) und cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) (B) durch CDOA-Np und CDOg-Np aus
N. prasina NRRL B-16235.
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4.2.2.11 Klonierung der getrennten Sequenzen in getrennte Vektoren zur Uberproduktion von

CDOA-Np-Hisg und CDOg-Np-Hisg in E. coli

In Kapitel 4.2.2.10 konnte gezeigt werden, dass die beiden Gene der CDOa-Np und CDOgs-Np getrennt
voneinander exprimiert zusammen zu der gewiinschten CDO-Aktivitat fihren. Nun sollten die beiden

Gene CDO4-Np und CDOs-Np jeweils in einzelnen Vektoren exprimieren werden.

Hierflr wurden beide Gene von einer High Fidelity Polymerase mittels PCR anhand von genomischer
DNA amplifiziert. Fir die Amplifikation von CDO4-Np wurden hierbei die Oligonukleotide Np003-for
und Np003-rev verwendet, wahrend NpOO04-for und Np004-rev fiir die Generierung von CDOs-Np
genutzt wurden. Die Oligonukleotide Np003-for bzw. Np004-for enthielten hierbei jeweils eine
Restriktionsschnittstelle fir Ncol und Np003-rev bzw. Np00O4-rev jeweils eine fiir Bglll. Bei der PCR
wurde jeweils eine Anlagerungstemperatur von 55 °C und einer Elongationszeit von 30 Sekunden
Minuten verwendet (Kapitel 3.6.3). Die beiden entstandenen PCR-Produkte sind in Abbildung 4-41 zu

erkennen.

A B B 1 3

1 DNA-GroRenstandard

PCR-Produkte

3000 — S 3000 — S
erwartete Fragmente
4 ' _k 2 573 bp (CDO,-Np)
1000 1000 3 321Dbp (CDO,-Np)
500 =— — 500 — erhaltene Fragmente
2 ~550bp (CDO,-Np)
3 ~300bp (CDO,-Np)

Abbildung 4-41: 1 %iges Agarosegele der Amplifikation von CDO4-Np (A) und CDOg-Np(B) mittels PCR aus gDNA von N. prasina.

Die beiden resultierenden DNA-Fragmente wurden jeweils in pGEM®-T Easy ligiert und mittels
Hitzeschock in E. coli XL10-Gold eingebracht und entsprechende Kolonien kultiviert. Die daraus
isolierten Plasmide pKB31 und pKB32 (Abbildung 4-42, A und Abbildung 4-43, A) wurden einer
Restriktion mit EcoRIl unterzogen, die entstandenen Fragmente mittels Elektrophorese aufgetrennt
und das jeweils resultierende Fragmentmuster anhand deren GréRRe untersucht. Die Fragmente von
pKB31 entsprachen in ihrer GroRe den erwarteten GréRen von 593 und 2997 bp, wahrend die
Fragmente von pKB32 mit den GréRen von 341 und 2997 bp lGbereinstimmten (Abbildung 4-42, B und
Abbildung 4-43, B). Die Identitdt der beiden Sequenzen wurde anschlieBen ebenso durch eine

Sequenzierung bestatigt.
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(3534) EcoRI Ncol (3549)
A (3519) BgIII. B 1 2

Cc DOA - Np ' 1 DNA-GroRenstandard

2 Restriktion von pKB31
mit EcoRI

(2962) Ncol
(2941) EcoRI-

erwartete Fragmente

CDO,-Np

in pPGEM-T Easy 593, 2997 bp
3590 bp /
erhaltene Fragmente

~ 600, 3000 bp

Abbildung 4-42: A: Plasmidkarte von pKB31 (CDOA-Np in pGEM®-T Easy). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB31 mit EcoRl.

(37) Ncol EcoRI (52)
A |/ Neol (67) B 1 2

BgIII (372) 1 DNA-GréRenstandard

EcoRI (393)
3000 —E o
Fm— 2 Restriktion von pKB32
1000 —— S— mit EcoRI
500 - —

erwartete Fragmente

CDO,-Np

in pGEM-T Easy 341, 2997 bp

erhaltene Fragmente

~ 350, 3000 bp

Abbildung 4-43: A: Plasmidkarte von pKB32 (CDOg-Np in pGEM®-T Easy). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB32 mit EcoRl.

Zur Klonierung dieser Gene in pQE-60, wurden die Plasmide pKB31 und pKB32 sowie pQE-60 einer
Restriktion mit Ncol und Bglll unterzogen und anschlieBend entsprechend ligiert. Es folgte das
Einbringen in E. coli XL10-Gold mittels Hitzeschock, die Kultivierung einiger Kolonien sowie die
Isolierung einiger Plasmide. Zur Kontrolle der resultierenden Konstrukte pKB33 (Abbildung 4-44, A)
und pKB34 (Abbildung 4-45, A) wurde jeweils eine Restriktion mit Ncol und Bglll durchgefiihrt. Die
GroRen der jeweiligen aufgetrennten Fragmente entsprachen den berechneten GréRRen von 557 und
3417 bp bzw. 305 und 3417 bp (Abbildung 4-44, B und Abbildung 4-45, B). Auch hier wurden die

Sequenzen der beiden Gene erneut durch eine Sequenzierung kontrolliert.
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A .NCOI (113) B

__BglII (670)
\ 3000

1000
500

DNA-GroRenstandard

Restriktion von pKB33
mit Ncol und Bglll

erwartete Fragmente
557, 3417 bp

erhaltene Fragmente
~ 600, 3500 bp

Abbildung 4-44: A: Plasmidkarte von pkB33 (CDOa-Np in pQE-60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen

Fragmente nach Restriktion von pKB33 mit Ncol und Bglll.

A NcoI (113) B

3000

1000
500

DNA-GroRenstandard
Restriktion von pKB34
mit Ncol und Bglll
erwartete Fragmente

305, 3417 bp

erhaltene Fragmente
~ 300, 3500 bp

Abbildung 4-45: A: Plasmidkarte von pKB34 (CDOs-Np in pQE-60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen

Fragmente nach Restriktion von pKB34 mit Ncol und Bglll.

Zusatzlich dazu wurden die beiden durch Restriktion von pKB31 und pKB32 mit Ncol und Bglll erhaltene

Fragmente in einen mit Ncol und BamHI gedffneten pKB60 (pHis8-Derivat) integriert. Die

entsprechenden Ligationsansatze wurden mittels Transformation durch Hitzeschock in E. coli XL1-Blue

eingebracht. Zur Uberpriifung der gewiinschten Ligation wurden die isolierten Plasmide einer

Restriktion mit Ncol und Xhol unterzogen. Die beiden Plasmide pKB64 (Abbildung 4-46, A) und pKB65

(Abbildung 4-47, A) entsprachen in ihren FragmentgréRen den Erwartungen von 563 und 5286 bp bzw.

311 und 5286 bp (Abbildung 4-46,B und Abbildung 4-47, B).
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Ncol (161)

___ Coo-Np B
Xhol (724
N\ 3000
1000
\ 500

Abbildung 4-46: Plasmidkarte von pKB64 (CDOa-Np in pKB60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB64 mit Ncol und Xhol.

>

1 DNA-GréRenstandard

2 Restriktion von pKB64
mit Ncol und Xhol

erwartete Fragmente

563, 5286 bp

erhaltene Fragmente
~ 550, 5000 bp

Ncol (161)
' Xhol (472)

1 DNA-GroRenstandard

2 Restriktion von pKB65
mit Ncol und Xhol

erwartete Fragmente
311, 5286 bp

erhaltene Fragmente
~ 300, 5000 bp

Abbildung 4-47: Plasmidkarte von pKB65 (CDOs-Np in pKB60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB65 mit Ncol und Xhol.
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4.2.2.12 Klonierung der getrennten Sequenzen in getrennte Vektoren zur Uberproduktion von

Ndas_1146-Hiss und Ndas_1147-Hisg in E. coli

Um einen besseren Einblick und gleichzeitig Aufschluss Uber die Bedeutung der einzelnen
Untereinheiten zu erhalten, wurden die Gene der jeweiligen Untereinheiten der bekannten CDO

Ndas_1146 und Ndas_1147 aus N. dassonvillei auf analoge Weise kloniert.

So wurden ndas_1146 und ndas_1147 mittels PCR amplifiziert. Mit Hilfe der Oligonukleotide Nd001-
for und NdOO1-rev bzw. Nd0O2-for und Nd002-rev wurden die beiden Restriktionsschnittstellen fir
Ncol und Bglll eingefiigt und die entsprechenden PCR-Produkte in pGEM®-T Easy, resultierend in
pKB18 und pKB19, kloniert. Nach der Restriktion von pKB18, pKB19 und pQE-60 mit Ncol und Bglll
wurden die beiden Gene, resultierend in pKB23 (Abbildung 4-48) und pKB24 (Abbildung 4-49), zur

Expression in E. coli kloniert.

A - coI (113) B

1 DNA-GroRenstandard

2 Restriktion von pKB23

1000 — ~ mit Ncol und Bglll
ndas_1146 500 =— : erwartete Fragmente
e 587, 3417 bp

erhaltene Fragmente
~ 600, 3500 bp

Abbildung 4-48: Plasmidkarte von pkB23 (ndas_1146 in pQE-60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB23 mit Ncol und Bglll.
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A ~ NCOI (113) B

BgIII (430)
g 1 DNA-GréRenstandard

3000 —

2 Restriktion von pKB24
1000 — = mit Ncol und Bglll
KB24
ngas 1147 500 —— s erwartete Fragmente
in pQE-60

317, 3417 bp

erhaltene Fragmente

~ 300, 3500 bp

Abbildung 4-49: Plasmidkarte von pkB24 (ndas_1147 in pQE-60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB24 mit Ncol und Bglll.

Um die beiden Gene in pHis8 zu klonieren, wurde zunachst ndas_1146 mittels PCR amplifiziert. Durch
die Oligonukleotide Nd0O1-for und Nd0O1b-rev wurden die Restriktionsschnittstellen fir Ncol bzw.
BamHI und Xhol eingefiihrt und das entsprechende DNA-Fragment in pGEM®-T Easy kloniert. Das so
entstandene Plasmid pKB59 (Abbildung 4-50 und Abbildung 4-51) sowie pHis8 wurden dann mit Ncol
und Xhol restringiert und die erhaltenen Fragmente miteinander ligiert. Nach der Isolierung des
Plasmides pKB60 (Abbildung 4-52) wurde dieses durch Restriktion mit Ncol und Xhol sowie spéater

durch eine Sequenzierung Gberprift.

1 DNA-GréBenstandard

2 PCR-Produkt
ndas_1146

erwartete Fragmente
604 bp

erhaltene Fragmente
~ 600 bp

Abbildung 4-50: 1,5 %iges Agarosegele der Amplifikation von ndas_1146 aus pKB18.
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(3565) ECORI  Ncol (3580)
(3555) XhoIL.
A (3549) BamHI-__ . ° B

ndas_1146 1 DNA-GréRenstandard

3000 _i — 2 Restriktion von pKB59

(2962) Ncol 4 mit Ncol und Xhol
(2941) EcoRI—
/ 1000 — erwartete Fragmente
500 —

ndas_1146

in pGEM-T Easy 30, 593, 2997 bp

erhaltene Fragmente

~ 600, 3000 bp

Abbildung 4-51: Plasmidkarte von pKB59 (ndas_1146 in pGEM-T® Easy). B: 1 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB59 mit Ncol und Xhol.

Ncol (161)

A | ndas_1146 B

BamHI (745) 1 DNA-GréRenstandard
Ndas\

v/ XhoI (754)

~o, = . 2 Restriktion von pKB60
& \ 3000 — - mit Ncol und BamHI
pKB60 — erwartete Fragmente
ndas_1146 1000 —
in pHis8 500 —= i 587, 5292 bp

5879 bp

erhaltene Fragmente

~ 600, 5000 bp

Abbildung 4-52: Plasmidkarte von pKB60 (ndas_1146 in pHis8). B: 1 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen Fragmente
nach Restriktion von pKB60 mit Ncol und BamHI.

Aufgrund der zusatzlich in pKB60 eingefiigten Restriktionsschnittstelle fiir BamHI, konnte nun im Falle
der Klonierung von ndas_1147 das bereits durch Restriktion von pKB19 mit Ncol und Bglll erhaltene
DNA-Fragment verwendet werden. Dieses wurde nun in einen mit Ncol und BamHI behandelten

pKB60, resultierend in pKB62 (Abbildung 4-53), kloniert.
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NcoI (i61)
—~ _Xhol (484) B

1 DNA-GroBenstandard

3000
2 Restriktion von pKB62
1000 mit Ncol und Xhol
PKB62 500 erwartete Fragmente

ndas_1147

in pKB60
5609 bp

323, 5286 bp

erhaltene Fragmente

~ 300, 5000 bp

Abbildung 4-53: Plasmidkarte von pkB62 (ndas_1147 in pkB60). B: 1,5 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB62 mit Ncol und Xhol.

4.2.2.13 Uberproduktion von CDOa-Np-Hiss, CDOs-Np-Hiss, Ndas_1146-Hiss und Ndas_1147-Hiss in

E. coli

Zur Uberproduktion stehen die Konstrukte pKB33, pKB34, pKB64 und pKB65 fiir CDOa-Np-Hiss und
CDOs-Np-Hiss (Kapitel 4.2.2.11) sowie pKB23, pKB24, pKB60 und pKB62 fiir Ndas_1146-Hiss und
Ndas_1147-Hiss (Kapitel 4.2.2.12) zur Verfligung.

Zunachst wurden die Plasmide, auf dem Grundgerist von pQE-60 basierend, mittels Hitzeschock in
calciumkompetente E. coli M15 [PREP4] (Kapitel 3.6.9.2) eingebracht. Die Kultivierung erfolgte
schiittelnd in LB-Medium bei 37 °C, wahrend die Uberproduktion der gewiinschten Proteine mit 1 mM
IPTG fur 16 Stunden induziert wurde (Kapitel 3.6.11.2). Nach anschlieRender Reinigung der Proben
(Kapitel 3.7.1 und 3.7.2) waren nach der Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE (Kapitel 3.7.3) keine

zusatzlichen Proteinbanden von gewtlinschter GroRRe zu erkennen.

Daraufhin wurden die Plasmide pKB64 und pKB65 fiir CDOa-Np-Hiss und CDOg-Np-Hiss sowie pKB60
und pKB62 fir Ndas_1146-His¢ und Ndas_1147-Hiss, welche auf dem Grundgeriist von pHis8
(pET28a(+)-Derivat) beruhen, in E. coli Rosetta 2 eingebracht. Die Kultivierung und Induktion erfolgte
hierbei unter den gleichen Bedingungen, welche fir die E. coli M15-Transformaten beschrieben

wurden.

In Abbildung 4-54 ist zundchst das Resultat einer Kontrolle mit pHis8 abgebildet. In den darauf-
folgenden Abbildungen sind die Bilder der SDS-Page nach erfolgter Proteinaufreinigung dargestellt. In
Abbildung 4-55 sowie Abbildung 4-56 ist das entsprechende Resultat der Uberproduktion und
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Reinigung von CDOa-Np-Hisg und CDOg-Np-Hiss wiedergegeben, wahrend die Abbildung 4-57 und

Abbildung 4-58 die entsprechenden Ergebnisse von Ndas_1146-Hises und Ndas_1147-Hise zeigen.

{ 1T 2 3

—

97 KD mem
66 kD2 s

45 KDamm W— = =
e

30 KDamm sl

I

20.1 kDam= -

144 kDam s
= - e

SDS-PAGE
Kontrolle

E. coli Rosetta 2 / pHis8 / LB-Medium / 37 °C/ 1 mM IPTG / 16 h

1 Protein-GroRenstandard

Gesamtprotein vor Induktion
Gesamtprotein nach 16 h Induktion
unlésliches Protein

|6sliches Protein
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Abbildung 4-54: Kontrolle mit pHis8
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Abbildung 4-55: Analyse der Uberproduktion von CDOa-Np -Hiss (pKB64) in E. coli Rosetta 2 und Reinigung der Hexahistidin-
Fusionsproteine durch Nickel-Affinitdtschromatographie nach erfolgter Trennung mittels SDS-PAGE.
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CDO,-Np-His, (12 kDa)
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Abbildung 4-56: Analyse der Uberproduktion von CDOg-Np -Hiss (pKB65) in E. coli Rosetta 2 und Reinigung der Hexahistidin-
Fusionsproteine durch Nickel-Affinitdtschromatographie nach erfolgter Trennung mittels SDS-PAGE.
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SDS-PAGE
Ndas_1146-His, (22 kDa)
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97 kDamm - :
66 KDa = — = E. coli Rosetta 2 / pKB60 / LB-Medium / 37 °C /1 mM IPTG / 16 h
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Abbildung 4-57: Analyse der Uberproduktion von Ndas_1146-Hiss (pkKB60) in E. coli Rosetta 2 und Reinigung der Hexahistidin-
Fusionsproteine durch Nickel-Affinitdtschromatographie nach erfolgter Trennung mittels SDS-PAGE.

SDS-PAGE
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Abbildung 4-58: Analyse der Uberproduktion von Ndas_1147-Hiss (pkKB62) in E. coli Rosetta 2 und Reinigung der Hexahistidin-
Fusionsproteine durch Nickel-Affinitdtschromatographie nach erfolgter Trennung mittels SDS-PAGE.

Hierbei ist jedoch keine der gewiinschten jeweiligen Proteinbande in der entsprechenden
Elutionsfraktion nach dem Pufferwechsel zu erkennen. An dieser Stelle besteht ein Bedarf der

Optimierung der Uberproduktionsbedingungen sowie der Reinigung der Proteine.

Bei erfolgreicher Reinigung von CDOa-Np-Hise und CDOg-Np-Hiss sowie Ndas_1146-Hiss und
Ndas_1147-Hise sollte eine weitere Untersuchung erfolgen. Nach dem Kontroll-Enzymassay von jeweils
CDOa-Np-Hiss und CDOg-Np-Hiss bzw. Ndas_1146-Hise und Ndas_1147-Hise mit Zusatz von NADPH und

FMN/FAD, sollte die Austauschbarkeit der Untereinheiten und deren Auswirkungen analysiert werden.
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4.2.3 Vergleichende Analysen zu Cyclodipeptidoxidasen aus N. prasina, N. dassonvillei und

S. noursei

4.2.3.1 Einleitung

Im vorherigen Kapitel wurde eine neue Cyclodipeptidoxidase aus N. prasina (CDOa-Np und CDOs-Np)
identifiziert und etwas genauer betrachtet. Im Folgenden stellt sich nun die Frage, wie dahnlich sich die
diese im Vergleich zu den bekannten CDOs aus N. dassonvillei (Ndas_1146 und Ndas_1147) und
S. noursei (AIbA und AlbB) verhilt.

Wahrend die CDO aus N. dassonvillei freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Mohamed A. Marahiel zur
Verfligung gestellt wurde, musste die CDO aus S. noursei zundchst fiir vergleichende Analysen kloniert

werden.

4.2.3.2 Amplifikation von albA/albB aus genomischer DNA von S. noursei

Um die CDOs miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde die Giberlappende Sequenz (Abbildung 4-59)
der beiden Gene albA und albB (NCBI accession number AAN07907.1 und AAN07908.1) amplifiziert
und in den Vektor pQE-60 kloniert.

Streptomyces noursei ATCC 11455
albA albB albC

[

Abbildung 4-59: Darstellung der klonierten Sequenz von albA und albB aus Streptomyces noursei.

500 bp

Die entsprechende Sequenz wurde mit Hilfe der Oligonukleotide Sn001-for und Sn001-rev mittels PCR
amplifiziert. Die zur Klonierung benétigten Restriktionsschnittstellen fiir Ncol und BamHI wurden
durch die jeweiligen Oligonukleotide eingefiihrt. Die PCR erfolgte mit der High Fidelity Polymerase bei
einer Anlagerungstemperatur von 55 °C und einer Elongationszeit von 1 min (Kapitel 3.6.3). In

Abbildung 4-60 ist das resultierende PCR-Produkt zu erkennen.
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1 DNA-GréRenstandard

2 PCR-Produkt

albA/albB
3000
erwartete Fragmente
947 bp
1000
erhaltene Fragmente
500

~ 950 bp

Abbildung 4-60: 1 %iges Agarosegele der Amplifikation von albA und albB mittels PCR aus gDNA von S. noursei ATCC 11455.

4.2.3.3 Klonierung der liberlappenden Sequenz zur Uberproduktion von AlbA und AlbB in E. coli

Das erhaltene PCR-Produkt wurde anschlieBend in einer TA-Klonierung in den linearisierten Vektor
PGEM®-T Easy integriert und mittels Hitzeschock in E. coli XL10-Gold eingebracht. Einige Kolonien
wurden ausgewahlt, kultiviert und im Anschluss deren Plasmide isoliert. Die durch eine Restriktion mit
EcoRl erhaltenen Fragmente des Plasmides pKB89 (Abbildung 4-61, A) entsprachen in ihren GroRen
den erwarteten Fragmenten mit 967 und 2997 bp (Abbildung 4-61, B). Die entsprechende Sequenz

konnte durch eine Sequenzierung bestatigt werden.

A (3908) EcoRI\ INcoI (3923)
(3897) BamHI\\ N\ ‘

N

albA + ~

albB ___ - 1 DNA-GréBenstandard

(3378) Ncol.

2 Restriktion von pKB89
mit EcoRI

erwartete Fragmente

pKB89
albA + albB
in pGEM-T Easy

(2958) Ncol

(2041) EcoRI™ | 967, 2997 bp

erhaltene Fragmente

~ 1000, 3000 bp

Abbildung 4-61: A: Plasmidkarte von pKB89 (albA und albB in pGEM®-T Easy). B: 1 %iges Agarosegel, Uberpriifung der
erhaltenen Fragmente nach Restriktion von pKB89 mit EcoRl.
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Im Anschluss wurden pKB89 und pQE-60 mit Ncol und BamHI restringiert und die entsprechenden
mittels Elektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente isoliert und miteinander ligiert. Nachdem
dieser Ligationsansatz in E. coli XL10-Gold eingebracht wurde, konnten einige Kolonien kultiviert und
deren Plasmide isoliert werden. Es erfolgte eine Restriktion mit Ncol und BamHI zur Uberpriifung der
erfolgreichen Ligation. Das Plasmid pKB90 (Abbildung 4-62, A) zeigte nach der Trennung der
entstandenen DNA-Fragmente das erwartete Muster der FragmentgréRen von 420, 519 und 3423 bp

(Abbildung 4-62, B). Im Anschluss konnte auch diese Sequenz mittels Sequenzierung bestatigt werden.

A B

Ncol (113)

Ncol (533) 1 DNA-GréRenstandard

\, albA+albB
" 3000

2 Restriktion von pKB90
mit Ncol und BamHI

pKB90
albA + albB
in pQE-60

erwartete Fragmente

500 420, 519, 3423 bp

erhaltene Fragmente

~ 400, 550, 3500 bp

Abbildung 4-62: A: Plasmidkarte von pKB90 (albA und albB in pQE-60). B: 1 %iges Agarosegel, Uberpriifung der erhaltenen
Fragmente nach Restriktion von pKB90 mit Ncol und BamHI.

Hiermit stand das entsprechende Konstrukt der CDO aus S. noursei (AlbA und AlbB) fir vergleichende

Untersuchungen zur Verfligung.
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4.2.3.4 Biotransformation der drei Cyclodipeptidoxidasen im Vergleich

Um die Substratspezifitdt der drei CDOs aus N. prasina, N. dassonvillei und S. noursei zu vergleichen
(Abbildung 4-63), wurden Biotransformationen durchgefiihrt (Kapitel 3.7.6.1), bei denen verschiedene
cyclische Dipeptide zugegeben und anschliefend deren Umsetzung mittels LC-MS analysiert wurden
(Kapitel 3.9.1). Hierflir wurden die Plasmide pKB81 und pKB90 in E. coli M15 [pREP4] bzw. Ndas_1146-
1147-EcoRI-Hindlll-pACYC in E. coli SoluBL21 eingebracht und bei 37 °C in LB-Medium schiittelnd
kultiviert. Nach der Induktion der Genexpression wurden jeweils 32 cyclische Dipeptide (cXX) als
Substrate zugesetzt und die Bildung der Produkte nach erfolgter Extraktion der Kulturen analysiert
(Anhang, Tabelle 7-13 bis Tabelle 7-15). Hierbei wurden insbesondere die extracted ion
chromatograms der jeweiligen Substrate (cXX) sowie deren einfach dehydrierten Produkte (cXX-2H)
und deren zweifach dehydrierten Produkte (cXX-4H) betrachtet. Das Verhalten der CDOs wurde hierbei
insbesondere gegeniliber von phenylalanin-, tyrosin-, tryptophan- und histidin-haltigen cyclischen
Dipeptiden untersucht. Des Weiteren wurde deren Verhalten gegeniiber verschiedener Sterecisomere

betrachtet.

Nocardiopsis prasina NRRL B-16235

MT1-Np CDO,-Np CDO,-Np  CDPS-Np MT2-Np

' | 500 bp |

= :
%)
DKBB\E

€DO,-Np + CDO,-Np
in pQE-60
4275 bp

Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111

ndas_1145 ndas_1146 ndas_1147 ndas_1148 ndas_1149

>

ndas_1146 + ndas_1147
in pACYCDust-1
4869 bp

; ™
pKB20 3
albA + albB
ety

Streptomyces noursei ATCC 11455

albA albB albC

) -EE—
—

Abbildung 4-63: Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Untersuchung verwendeten Plasmide.
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Aus vorherigen Arbeiten ist bekannt, dass CDOs besser aromatische cyclische Dipeptide umsetzten
(Belin et al., 2012). In Abbildung 4-65 ist zunachst das Ergebnis der Umsetzung von phenylalanin-,
tyrosin- und tryptophan-haltigen cyclischen Dipeptiden durch die CDOs dargestellt. Die cyclischen
Dipeptide cyclo(L-Phe-L-Phe), cyclo(L-Phe-L-Tyr) und cyclo(L-Typ-L-Tyr) stellen hierbei natirliche
Substrate von Ndas_1146/ Ndas_1147 und AlbA/AlbB dar, wahrend lediglich cyclo(L-Phe-L-Tyr) und
cyclo(L-Typ-L-Tyr) natlirliche Substrate von CDOa-Np/CDOs-Np sind. Die tryptophan-haltigen Substrate
cyclo(L-Trp-L-Trp), cyclo(L-Phe-L-Trp) und cyclo(L-Tyr-L-Trp) sind hingegen fir alle drei CDOs keine
natilirlichen Substrate. Es ist zu erkennen, dass alle drei CDOs aromatische cyclische Dipeptide mit
Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophan-Resten in allen moglichen Variationen zu einfach (cXX-2H) und
zu zweifach (cXX-4H) dehydrierten Produkten umsetzten, unabhangig davon, ob es sich um natirliche
oder nicht natirliche Substrate handelt (Abbildung 4-64). Insbesondere in Bezug auf cyclo(L-Phe-L-Phe)
ist kein nennenswerter Unterschied zwischen den CDOs zu erkennen. Im Vergleich der tryptophan-
haltigen Substrate fallt auf, dass Ndas_1146/Ndas_1147 besonders cyclo(L-Phe-L-Trp) nahezu

vollstandig zu einfach (cFW-2H) und zu zweifach (cFW-4H) dehydrierten Produkten umsetzt.

(o]

Ry Y "NH
HNW)VRZ
(0] (0]
(o]
Ry NH CDO,/CDO CDO,/CDO R1§)LNH
HNW)\/Rz A B oder A B HNW;
(o]
[¢] [e]

R1/\)LNH

HNTH\/RZ

(o]

R1, R2:

@A /@A oder %)\
HO HN J

Abbildung 4-64: Enzymatische Umsetzung von phenylalanin-, tyrosin- und tryptophan-haltigen cyclischen Dipeptiden durch
CDO4-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/Ndas_1147 und AIbA/AIbB (CDO/CDOg).
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Abbildung 4-65: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Phe-.-Phe), cyclo(t-Phe-L-Tyr), cyclo(L-Tyr-1-Tyr), cyclo(L-Phe-L-Trp),
cyclo(L-Trp-1-Trp) und cyclo(t-Tyr-1-Trp) durch CDO4-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/ Ndas_1147 und AlbA/AlbB.
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Im Folgenden wurden aromatische cyclische Dipeptide mit Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophan-
Resten betrachtet, bei denen aufgrund des Glycin- und Prolin-Restes lediglich eine Dehydrierung
moglich ist. Bei diesen Substraten handelt es sich um keine natiirlichen Substrate der CDOs. In
Abbildung 4-67 sind die entsprechenden EICs abgebildet. Wahrend cyclo(L-Phe-Gly) und
cyclo(L-Tyr-Gly) durch die drei CDOs zu einfach dehydrierten Produkten umgesetzt werden, sind im
Falle von cyclo(L-Trp-Gly) keine nennenswerten Umsetzungen zu beobachten. Die prolin-haltigen
Substrate cyclo(L-Phe-L-Pro), cyclo(L-Tyr-L-Pro) und cyclo(L-Trp-L-Pro) werden dagegen alle zu einfach
dehydrierten Produkten umgesetzt (Abbildung 4-66). Sowohl cyclo(L-Phe-Gly) als auch
cyclo(L-Phe-L-Pro) werden mit der hochsten Ausbeute an dehydrierten Produkten von AlbA/AlbB
umgesetzt. Dagegen werden cyclo(L-Tyr-Gly) und cyclo(L-Tyr-L-Pro) am besten von CDOa-Np/
CDOs-Np akzeptiert. Im Vergleich wird cyclo(L-Trp-L-Pro) bevorzugt von Ndas_1146/Ndas_1147
umgesetzt. Aus diesem Zusammenstellung ist eine Tendenz von AlbA/AIbB zur Umsetzung von
phenylalanin-haltigen Substraten, von CDOA-Np/CDOg-Np zu tyrosin-haltigen Substraten und von
Ndas_1146/Ndas_1147 mit Ausnahme von cyclo(L-Trp-Gly) zu tryptophan-haltigen Substraten
abzulesen. Im Falle von AlbA/AIbB bzw. CDOA-Np/CDOgs-Np korreliert dies mit der Tendenz der
dazugehoérigen CDPS zu phenylalanin- bzw. tyrosin-haltiger Produktbildung. Fir Ndas_1146/
Ndas_1147 ist dies erstaunlich, da die dazugehorige CDPS Ndas_1148 keinerlei tryptophan-haltige

cyclische Dipeptide synthetisiert.

(o]
o) 9] /\)k
% AHL R; NH CDO,/CDOg

NH CDO,/CDOg R HNT% —_—— X
(@]

HNW‘H — > HNW.H
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Abbildung 4-66: Enzymatische Umsetzung von phenylalanin-, tyrosin- und tryptophan-haltigen cyclischen Dipeptiden durch
CDOA-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/Ndas_1147 und AlbA/AlbB (CDO,/CDOg).
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Abbildung 4-67: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Phe-1-Gly), cyclo(L-Tyr-1-Gly), cyclo(t-Trp-L-Gly), cyclo(L-Phe-L-Pro),
cyclo(L-Tyr-1-Pro) und cyclo(L-Trp-1-Pro) durch CDOA-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/ Ndas_1147 und AlbA/AlbB.
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Ein weiteres nicht natirliches Substrat, welches dafiir bekannt ist von einer CDO aus S. albulus KO-23
umgesetzt zu werden, stellt cyclo(L-Phe-L-His) dar (Kanzaki et al., 2004). Dieses Substrat bestitzt mit
dem Phenylalanin-Rest einen aromatischen und mit dem Histidin-Rest zusatzlich einen basischen
Charakter. In Abbildung 4-68 ist dargestellt, dass dieses ebenso durch AlbA/AlbB, CDOA-Np/CDOg-Np
und Ndas_1146/ Ndas_1147 umgesetzt wird. An dieser Stelle stellte sich die Frage, wie sich die CDOs
gegeniber weiterer nicht natirlicher histidin-haltiger cyclischer Dipeptide verhalt. Ein weiteres
aromatisches sowie basisches Substrat ist cyclo(L-Trp-L-His). Die drei CDOs sind alle dazu fahig
cyclo(L-Trp-L-His) sowohl zu einfach (cWH-2H), als auch zu zweifach (c(WH-4H) dehydrierten Produkten
umzusetzen. Im Vergleich der CDOs untereinander ist auch hier wieder die Tendenz von Ndas_1146/

Ndas_1147 hinsichtlich von tryptophan-haltigen Substraten zu erkennen.
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Abbildung 4-68: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Phe-1-His) und cyclo(L-Trp-L-His) durch CDO4-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/
Ndas_1147 und AlbA/AIbB.

Des Weiteren wurden histidin-haltige Substrate, bei denen aufgrund des Glycin- und Prolin-Restes, nur
einfach dehydrierte Produkte zu erwarten sind, hinsichtlich ihrer Akzeptanz durch CDOs tberprift. In
Abbildung 4-69 ist zu erkennen, dass die CDOs das Substrat cyclo(L-His-Gly) gar nicht und

cyclo(L-His-L-Pro) in nicht nennenswerter Menge zu einfach dehydrierten Produkten umsetzen.
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Abbildung 4-69: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-His-1-Gly) und cyclo(L-His-L-Pro) durch CDOs-Np/CDOg-Np, Ndas 1146/
Ndas_1147 und AlIbA/AIbB.

Als weiteres histidin-haltiges Substrat wurde in Abbildung 4-70 cyclo(L-His-L-Ala), mit basischen und
hydrophoben Charakter, analysiert. Dieses wurde, im Vergleich zu cyclo(L-His-L-Gly) von allen drei
CDOs zu einfach (cHA-2H) und zweifach (cHA-4H) dehydrierten Produkten umgesetzt. Im Vergleich
hierzu wurde die Umsetzung von cyclo(L-Trp-L-Ala), mit aromatischen und hydrophoben Resten,
untersucht. Hierbei fallt auf, dass dieses lediglich zu einfach dehydrierten Produkten (cWA-2H)
reagiert. Auch hier besteht die beste Umsetzung bei Ndas_1146/Ndas_1147, welches wiederum die

Tendenz zu tryptophan-haltigen Substraten unterstiitzt.
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Abbildung 4-70: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-His-L-Ala) und cyclo(L-Trp-1-Ala) durch CDO4-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/
Ndas_1147 und AlbA/AlbB.
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Als ein weiteres Beispiel fiir ein Substrat mit sowohl aromatischen als auch hydrophoben Rest wurde
nicht zuletzt cyclo(L-Phe-L-Leu) analysiert. Dieses stellt fir Ndas_1146/ Ndas_1147 und AlbA/AIbB ein
natlirliches Substrat dar und wird von allen drei CDOs zu einfach (cFL-2H) und zweifach (cFL-4H)
dehydrierten Produkten umgesetzt (Abbildung 4-71). Des Weiteren reagiert ebenso cyclo(L-Trp-L-Leu),
als nicht natiirliches Substrat, zu einfach (cWL-2H) und zweifach (cWL-4H) dehydrierten Produkten. Im
Vergleich zu der fehlenden Umsetzung von cyclo(L-Trp-L-Gly) und der Umsetzung von cyclo(L-Trp-L-Ala)
zu lediglich einfach dehydrierten Produkten, wird die Notwendigkeit der GréRe des hydrophoben
Restes deutlich. Die Notwendigkeit des aromatischen Restes auf der anderen Seite wird hingegen

durch die fehlende Akzeptanz der CDOs gegeniiber von cyclo(L-Pro-L-Leu) verdeutlicht.
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Abbildung 4-71: Enzymatische Umsetzung von cyclo(t-Phe-1-Leu), cyclo(t-Trp-t-Leu) und cyclo(L-Pro-t-Leu) durch CDOs-Np/
CDOg-Np, Ndas_1146/ Ndas_1147 und AlbA/AlbB.
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Die Akzeptanz von prolin-haltigen Substraten ist stark von dem Charakter des zweiten Restes abhangig.
Wahrend cyclo(L-Phe-L-Pro), cyclo(L-Tyr-L-Pro) und cyclo(L-Trp-L-Pro) mit ihrem aromatischen Rest zu
Produktbildung flihrten, wurde cyclo(L-His-L.-Pro) mit seinem basischen Rest nicht nennenswert
umgesetzt. Bei cyclo(L-Pro-L-Leu), cyclo(L-Pro-L-Val) mit hydrophoben Resten fehlen jegliche

Reaktionen, ebenso wie bei cyclo(L-Pro-L-Thr) mit nukleophilem Rest (Abbildung 4-72).
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Abbildung 4-72: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Pro-1-Val) und cyclo(L-Pro-L-Thr) durch CDO4-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/
Ndas_1147 und AlbA/AlbB.

Wird hingegen ein nukleophiler Rest mit einem aromatischem Rest kombiniert, wie dies bei
cyclo(L-Phe-L-Ser) und cyclo(L-Tyr-L-Ser) in Abbildung 4-73 der Fall ist, fihrt dies wiederum zur Produkt-
bildung. Wahrend cyclo(L-Phe-L-Ser) durch die CDOs zu einfach dehydrierten Produkten (cFS-2H)
reagiert, wird cyclo(L-Tyr-L-Ser) von CDOa-Np/CDOs-Np und Ndas_1146/Ndas_1147 jeweils zu einem
einfach dehydrierten Produkt (cYS-2H) und von AlbA/AIbB zu einem zweifach dehydrierten Produkt

(cYS-4H) umgesetzt.
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Abbildung 4-73: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Phe-1-Ser) und cyclo(L-Tyr-1-Ser) durch CDO,-Np/CDOg-Np, Ndas 1146/
Ndas_1147 und AlbA/AIbB.

Als ein letztes nicht natirliches Substrat wurde die Umsetzung von cyclo(L-Glu-L-Glu) durch die CDOs

untersucht. Dieses stellt das einzige Substrat mit zwei sauren Resten dar. In Abbildung 4-74 ist zu

erkennen, dass dieses durch alle drei CDOs zumindest zu einfach dehydrierten Produkten (cEE-2H)

umgesetzt werden konnte, zweifach dehydrierte Produkte (cEE-4H) konnten dagegen nicht detektiert

werden.
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Abbildung 4-74: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Glu-1-Glu) durch CDOs-Np/CDOg-Np, Ndas 1146/ Ndas 1147 und

AlbA/AlbB.
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Im Folgenden wurde das Verhalten der CDOs gegeniiber verschiedener Stereoisomere betrachtet. In
Abbildung 4-76 ist jenes Verhalten der CDOs gegeniber cyclo(L-Tyr-L-Trp) und cyclo(L-Tyr-D-Trp)
dargestellt. Wahrend cyclo(L-Tyr-L-Trp) (cYW) sowohl zu einfach dehydrierten Produkten (cYW-2H) als
auch zu zweifach dehydrierten Produkten (cYW-4H) umgesetzt wurde, konnten lediglich einfach
dehydrierte Produkte bei der Umsetzung von cyclo(L-Tyr-D-Trp) detektiert werden (Abbildung 4-75). Es

ist also ein deutliches stereospezifisches Verhalten hinsichtlich der Produktbildung zu beobachten.
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Abbildung 4-75: Enzymatische Umsetzung von cyclo(t-Tyr-1-Trp) und cyclo(L-Tyr-b-Trp) durch CDO4-Np/CDOg-Np,
Ndas_1146/Ndas_1147 und AlbA/AIbB (CDO4/CDOg).
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Abbildung 4-76: Enzymatische Umsetzung der beiden Stereoisomere cyclo(L-Tyr-L-Trp) und cyclo(L-Tyr-D-Trp) durch CDOA-Np/
CDOs-Np, Ndas_1146/Ndas_1147 und AlbA/AIbB.
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In Abbildung 4-78 ist das Verhalten der drei CDOs hinsichtlich deren Umsetzung der vier Stereoisomere
cyclo(L-Trp-L-Ala), cyclo(D-Trp-D-Ala), cyclo(L-Trp-D-Ala) und cyclo(D-Trp-L-Ala) dargestellt. In allen
betrachteten Reaktionen sind entsprechende einfach dehydrierte Produkte (c(WA-2H) zu beobachten
(Abbildung 4-77). In diesem Vergleich ist eine deutliche Tendenz in der Umsetzung der vier
Stereoisomere von Ndas_1146/Ndas_1147 zu erkennen. Wahrend cyclo(L-Trp-L-Ala) mit Abstand am
besten von Ndas_1146/Ndas_1147 akzeptiert wurde, ist die Umsetzung von cyclo(p-Trp-D-Ala),
cyclo(L-Trp-D-Ala) und cyclo(D-Trp-L-Ala) deutlich reduziert. Hierbei ist die Produktbildung bei
cyclo(D-Trp-D-Ala) deutlich hoher als bei cyclo(L-Trp-D-Ala) und cyclo(D-Trp-L-Ala). Ein vergleichbares
Verhalten zeigt AIbA/AIbB gegeniiber diesen Stereoisomeren, wobei die Umsetzungen allgemein
geringer sind. CDOA-Np/CDOg-Np zeigt im Vergleich zu den beiden anderen CDOs die geringsten
Umsetzungen der Stereoisomere. Hierbei zeigt cyclo(L-Trp-L-Ala) die hochste Produktbildung, wahrend
cyclo(L-Trp-D-Ala) und cyclo(D-Trp-L-Ala) auch hier anndhernd gleiche Umsetzung zeigen. Die Akzeptanz
von cyclo(D-Trp-D-Ala) ist jedoch in diesem Fall geringer als jene von cyclo(L-Trp-D-Ala) und
cyclo(D-Trp-L-Ala). Das Verhalten der drei CDOs gegenliber dieser Stereoisomere ist demnach nicht

identisch.

2 [¢]
< H@ CDO,/CDOg oder CDOA/CDOg X
B — —_———
o

(0]
cyclo(Trp-Ala) e p HNW/’\Q

Abbildung 4-77: Enzymatische Umsetzung von cyclo(L-Tyr-1-Ala) durch CDOa-Np/CDOg-Np, Ndas _1146/Ndas_1147 und
AlbA/AIbB (CDOA/CDOg).
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cyclo(L-Trp-L-Ala)

Abbildung 4-78: Enzymatische Umsetzung der vier Stereoisomere von cyclo(Trp-Ala) durch CDOA-Np/CDOg-Np, Ndas_1146/

.."? EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H") £ 0,005

= 1001

B cWA

L

8

= 404 ! CDO,-Np/CDO,-Np

= 204 | \fewa-2H

=

T 0 )

o T T T T T T d

= 1] 10 15 20 25 30 35 40

3? EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H) £ 0,01

= 100+

5 4] cWAil

2

£ 607 H |ewA-2H

s 40 - Jl Ndas_1146/Ndas_1147

2 204 |

£ % UL

= 0 10 15 20 25 30 35 40

;'u_ EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H) + 0,02

— 100+

g cWA

Z 804

g 604

‘Tg: 40 CWA-2H AlbA/AIbB

2 20 j

= 9 J

= 0 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

cyclo(L-Trp-D-Ala)

.u\_'? EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H") £ 0,005

= 100+

B CcWA)

Z 80 “

& 60 ‘

= 404 | CDO,-Np/CDO,-Np

E !

> 204 ‘ cWA-2H

= 0 N _

= 0 10 15 20 25 30 3 40

.-'E' EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H") + 0,01

= 100+ |

bS] cWA|

F 80 4

& 60 |\

a'C; 40 | Ndas_1146/Ndas_1147

2 20] | cwa-zH

B

© 0 AY

= 1] 10 15 20 25 30 35 40

\T EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H') £ 0,02

% 1007 WA

L 80 4

g 60 ‘

5 ]

£ 404 cWA-2H AlbA/AIbB

2 0]

=

2 0 T - T - T - ]

= 0 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Ndas_1147 und AlIbA/AIbB.

relative Intensitédt [%] relative Intensitat [%] relative Intensitat [%]

relative Intensitdt [%] relative Intensitdt [%] relative Intensitat [%]

cyclo(p-Trp-D-Ala)

EIC 258,1237; 256,1081; 254,0024 (M+H") + 0,005

100 4 owal
801
60 |‘
40 | CDO,-Np/CDO,-Np
20
|lcWA-2H
0 T f ‘ T ‘ T T )
0 5 10 15 20 25 30 35 40
EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H") + 0,01
100 wal
804 f
60 ”
401 | Ndas_1146/Ndas_1147
207 J| |ewa-2H
0 T R T ‘ T T J
0 5 10 15 20 25 30 3B 40
EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H') + 0,02
100~ WA
80
60
“cWA-ZH
40+ L AlIbA/AIDB
20 [,y
|
o
0 5 10 15 20 25 30 3/ 40
Retentionszeit [min]
cyclo(p-Trp-L-Ala)
EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H") £ 0,005
100~ WA
80 ¢ [
60
401 || CDO,-Np/CDO,-Np
20 \ |cWA-2H
A
0+ T e —— T T T |
0 5 10 15 20 25 30 3B 40
EIC 256,1237; 256,1081; 254,0024 (M+H') £ 0,01
100
WA
80 ¢ ‘
60 |
401 | Ndas_1146/Ndas_1147
20 ‘\::WA-ZH
0 [L
0 5 10 15 20 25 30 3B 40
EIC 258,1237; 256,1081; 254,0924 (M+H') + 0,02
100
0] cWA
60
40 CWA-2H AlbA/AIbB
20 , /
0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]



ERGEBNISSE 125

In Abbildung 4-79 wurde die Akzeptanz der CDOs gegenliber zwei weiteren aromatischen Substraten
getestet, welche aus Anthranilsdure (Ant) und Tryptophan hervorgehen und kein 2,5-Diketopiperazin-
Grundgerist besitzen. Hierbei konnte fiir weder R-Benzodiazepindion (cyclo(D-Trp-Ant)) noch fir
S-Benzodiazepindion cyclo(L-Trp-Ant)) eine Produktbildung durch die CDOs detektiert werden. Dies

bestatigt erneut, dass die 2,5-DKP-Struktur der Substrate notwendig ist.
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Abbildung 4-79: Enzymatische Umsetzung von R-Benzodiazepindion (R-BDZD) und S-Benzodiazepindion (S-BDZD) durch CDO4-
Np/CDOg-Np, Ndas_1146/Ndas_1147 und AlbA/AlbB.

Cyclische Dipeptide mit Diketopiperazin-Struktur, bestehend aus zwei aromatischen Aminosaure-
resten, werden von den drei CDOs CDOa-Np/CDOs-Np, Ndas_1146/Ndas_1147 und AlbA/AIbB als
Substrate in der Regel gut akzeptiert und zu einfach und zweifach dehydrierten Produkten umgesetzt.
Aromatische cyclische Dipeptide mit Glycin-Resten, mit Ausnahme von cyclo(L-Trp-Gly), und mit Prolin-
Resten werden jeweils zu einfach dehydrierten Produkten umgesetzt. Die Akzeptanz dieser prolin-
haltigen Substrate hangt sehr wahrscheinlich mit dem aromatischen Anteil zusammen, da weitere
prolin-haltige Substrate wie cyclo(L-His-L-Pro) mit seinem basischen Rest nicht nennenswert,
cyclo(L-Pro-L-Leu) und cyclo(L-Pro-L-Val) mit ihren hydrophoben Resten gar nicht und cyclo(L-Pro-L-Thr)
mit seinem saurem Rest ebenso nicht umgesetzt werden. Ahnliches gilt fiir cyclo(L-Trp-L-His), welches
durch alle CDOs akzeptiert wird, wogegen cyclo(L-His-L-Gly) gar nicht und cyclo(L-His-L-Pro) in nicht
nennenswerten Mengen umgesetzt wird. Die fehlende Umsetzung von cyclo(L-Trp-Gly), die Umsetzung
von cyclo(L-Trp-L-Ala), mit aromatischen und hydrophoben Resten, zu lediglich einfach dehydrierten

Produkten, und cyclo(L-Trp-L-Leu) zu einfach und zweifach dehydrierten Produkten, verdeutlicht die
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Rolle der GroRe des hydrophoben Restes. Die Notwendigkeit des aromatischen Restes auf der anderen
Seite wird wiederum durch die fehlende Akzeptanz der CDOs gegeniiber von cyclo(L-Pro-L-Leu),
verdeutlicht. Besonders interessant ist die Umsetzung von cyclo(L-Glu-L-Glu) durch die CDOs. Es
handelt sich hierbei um ein nicht natilirliches Substrat mit sauren Resten, welches zu einfach

dehydrierten Produkten umgesetzt wird.

Im Vergleich der drei CDOs miteinander fallt auf, dass CDOa-Np/CDOs-Np die tyrosin-haltigen
Substraten cyclo(L-Tyr-Gly), cyclo(L-Tyr-L-Pro) und cyclo(L-Tyr-L-Ser) deutlich besser akzeptiert als die
anderen beiden CDOs. Aus diesen Untersuchungen ergibt sich eine Tendenz von Ndas_1146/
Ndas_1147 tryptophan-haltige Substrate (cyclo(L-Trp-L-Pro), cyclo(L-Trp-L-Ala), cyclo(L-Trp-L-Phe) und
cyclo(L-Trp-L-His)) deutlich besser umzusetzen, als dies die anderen beiden CDOs tun. Dies ist
erstaunlich, da keines dieser Substrate zu den naturlichen Substraten der CDO gehort. Bei AlbA/AlbB

fallt auf, dass diese im Vergleich cyclo(L-Phe-L-Gly) deutlich besser akzeptiert.

Die Untersuchungen hinsichtlich verschiedener Stereoisomere als Substrate zeigen, dass das
cyclo(L-Xxx-L-Xxx) Stereoisomer im Vergleich von den CDOs jeweils am besten akzeptiert wird. So
konnten bei allen vier Stereoisomeren von cyclo(Trp-Ala) jeweils einfach dehydrierte Produkte
detektiert werden. Hierbei wurde jedoch cyclo(L-Trp-L-Ala) durch die CDOs deutlich besser akzeptiert
als die drei Ubrigen Stereoisomere. Bei cyclo(L-Tyr-L-Trp) fihrte die Umsetzung zu einfach und zweifach

dehydrierten, hingegen bei cyclo(L-Tyr-D-Trp) lediglich zu einfach dehydrierten Produkten.

Des Weiteren bekraftigt die fehlende Umsetzung von R-Benzodiazepindion (cyclo(D-Trp-Ant)) und
S-Benzodiazepindion cyclo(L-Trp-Ant)) durch die CDOs wiederum die Notwendigkeit des 2,5-DKP-

Grundgeristes der Substrate.

Aus diesen Reaktionen ergibt sich, dass sich die drei CDOs sehr dhnlich, aber eben nicht gleich

verhalten.
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4.2.4 Analysen zum putativen Reaktionsmechanismus der Cyclodipeptidoxidasen
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Abbildung 4-80: Putativer Reaktionsmechanismen der Cyclodipeptidoxidasen bei der Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Phe).

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass CDOs eine Vielzahl an cyclischen Dipeptiden als
Substrate akzeptierten, allerdings konnte der Reaktionsmechanismus bisher nicht geklart werden. Es
besteht hierbei die Moglichkeit einer direkten a,B-Dehydrierung, eine B-Hydroxylierung mit
anschlieBender Dehydratisierung sowie einer Imin-Bildung in Verbindung mit einer anschlieBenden

Isomerisierung zum Enamin (Gondry et al., 2001).

Da sich die molekulare Massen der Strukturen 2a, 2b, 2d und 2e sowie 2c, 2f und 2g nicht
unterscheiden (Abbildung 4-80), ist es nicht mdglich im Rahmen der zuvor beschriebenen Reaktionen
eventuelle Imin-Strukturen mittels LC-MS zu detektieren. Um genau dies zu erméglichen wurde von
Frau Rixa Kraut freundlicherweise deuteriertes cyclo(L-Tyr-L-Phe) (5) synthetisiert. Aufgrund der
unterschiedlichen Massen der moglichen Intermediate 5d und 5e bzw. 5f und 5g ist es nun moglich
einen Hinweis auf den Reaktionsmechanismus der CDO zu erhalten (Abbildung 4-81). Zu diesem Zweck
wurde in einer Biotransformation mit jeweils einer der drei verfiigbaren CDOs CDOa-Np/CDOs-Np,
Ndas_1146/Ndas_1147 und AlbA/AIbB das Substrat 5 zugegeben (Kapitel 3.7.6.1) und die Reaktion
anschlieBend mittels LC-MS analysiert (Kapitel 3.9.1).
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Abbildung 4-81: Putativer Reaktionsmechanismen der Cyclodipeptidoxidasen bei der Umsetzung von deuteriertem cyclo(L-Tyr-
L-Phe).

In der Abbildung 4-82 ist das Resultat der Biotransformation von 3-,3-,3‘-,3-Ds-cyclo(L-Tyr-L-Phe) (5)
durch CDOa-Np und CDOg-Np dargestellt. Es konnten zwei jeweils einfach dehydrierte Produkte
identifiziert werden. Einer dieser beiden Peaks weist mit einer Retentionszeit von 23,1 min ein [M+H]*-
lon von m/z = 312,1407 auf, welches mit einer Abweichung von 4,8 ppm gut mit dem berechneten
[M+H]*-lon von 3-,3-,3‘-Ds-cyclo(L-Tyr-APhe) (5a) oder 3-,3‘-,3‘-Ds-cyclo(ATyr-L-Phe) (5b) mit m/z =
312,1422 tbereinstimmt. Der andere dieser beiden Peaks bei einer Retentionszeit von 24,4 min stimmt
ebenso mit seinem [M+H]*-lon von m/z =312,1416 bei einer Abweichung von 1,9 ppm mit dem
berechneten [M+H]*-lon von 5a oder 5b mit m/z=312,1422 (berein. Mit dem Peak bei der
Retentionszeit von 28,9 min konnte ein zweifach dehydriertes Produkt identifiziert werden. Das
[M+H]*-lon von mit m/z = 309,1195 weicht mit 2,5 ppm von dem berechneten [M+H]*-lon von
3-,3'-D,-cyclo(ATyr-APhe) (5¢) mit m/z = 309,1203 ab (Anhang, Tabelle 7-16). Es konnten hierbei keine
Produkte detektiert werden, welche mit den berechneten [M+H]*-lonen von m/z = 313,1485 bzw.

m/z = 310,1265 mit 5d oder 5e bzw. 5f oder 5g korrespondieren.

Um einen Hinweis darliber zu bekommen, ob es sich bei den einfach dehydrierten Produkten um
3-,3-,3-Ds-cyclo(L-Tyr-APhe) (5a) oder 3-,3'-,3‘-Ds-cyclo(ATyr-L.-Phe) (5b) handelt, wurde das
Fragmentierungsmuster von protoniertem cyclo(L-Tyr-.-Phe) (Anhang, Abbildung 7-2) auf das
Fragmentierungsmuster von protoniertem 3-,3-,3'-,3‘-D4-cyclo(L-Tyr-L-Phe) Ubertragen (Anhang,

Abbildung 7-14).
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Bei der Untersuchung der Fragmentierung von 5 konnten unter anderem die markanten Fragmente
mit m/z =122,0916 ([M+H-CO-Rest]*), 138,0865 ([M+H-CO-Rest]*) und 207,1094 ([M+H-Substituent]*)
zugeordnet werden (Anhang, Abbildung 7-15). Das Fragment mit m/z = 204,0861 ([M+H-Substituent]*)
des einfach dehydrierten Produktes mit dem Peak bei der Retentionszeit von 23,1 min weist auf die
Struktur von 5a hin (Anhang, Abbildung 7-16). Hingegen deutet das Fragment mit m/z = 135,0682
(IM+H-CO-Rest]*) des einfach dehydrierten Produktes mit dem Peak bei der Retentionszeit von 24,4

min auf die Anwesenheit von 5b hin (Anhang, Abbildung 7-17).
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Abbildung 4-82: Biotransformation von deuteriertem cyclo(L-Tyr-L-Phe) durch CDO4-Np und CDOg-Np aus Nocardiopsis prasina
NRRL B-16235.



130 ERGEBNISSE

In der Abbildung 4-83 ist das Ergebnis der Biotransformation von 5 durch Ndas_1146 und Ndas_1147
abgebildet. Auch bei dieser Reaktion konnten zwei jeweils einfach dehydrierte Produkte 5a und 5b
sowie ein zweifach dehydriertes Produkt 5c identifiziert werden. Die entsprechenden HR-ESI-MS Daten
sind im Anhang in Tabelle 7-17 gelistet. Auch in dieser Reaktion konnten weder Produkte identifiziert
werden, welche mit dem berechneten [M+H]*-lon von m/z = 313,1485 auf die Prasenz von 5d oder 5e

deuten, noch Produkte deren [M+H]*-lon von m/z = 310,1265 mit 5f oder 5g korrespondieren.
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Abbildung 4-83: Biotransformation von deuteriertem cyclo(L-Tyr-.-Phe) durch Ndas_1146 und Ndas_1147 aus Nocardiopsis
dassonvillei.

Bei der Analyse der Fragmentierung von 5 konnten wieder die markanten Fragmente mit
m/z =122,0921 ([M+H-CO-Rest]*), 138,0870 ([M+H-CO-Rest]*) und 207,1100 ([M+H-Substituent]*)
zugeordnet werden (Anhang, Abbildung 7-18). Die beiden Fragmente von 5a mit m/z = 138,0875
(IM+H-CO-Rest]*) und 204,0880 ([M+H-Substituent]*) weist ebenso auf die Struktur von 3-,3-,3'-Ds-
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cyclo(L-Tyr-APhe) hin (Anhang, Abbildung 7-19). Das Fragment von 5b mit m/z = 135,0662 ([M+H-CO-
Rest]*) deutet auch hier auf die Anwesenheit von 3-,3-,3‘-Ds-cyclo(ATyr-L-Phe) hin (Anhang, Abbildung
7-20).

Das Resultat der enzymatischen Umsetzung von 5 durch AlIbA und AlbB ist in der Abbildung 4-84
dargestellt. Bei dieser Reaktion konnten wieder zwei jeweils einfach dehydrierte Produkte 5a und 5b
sowie ein zweifach dehydriertes Produkt 5c identifiziert werden, deren entsprechenden HR-ESI-MS
Datenim Anhang in Tabelle 7-18 aufgelistet sind. In dieser Reaktion konnten wiederum keine Produkte
identifiziert werden, welche mit dem berechneten [M+H]*-lon von m/z = 313,1485 bzw. 310,1265 auf

die Prasenz von 5d oder 5e bzw. 5f oder 5g hinweisen.
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Abbildung 4-84: Biotransformation von deuteriertem cyclo(L-Tyr-L-Phe) durch AlbA und AlbB aus Streptomyces noursei.
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Bei der Analyse der Fragmentierung von 5 konnten wieder die markanten Fragmente mit
m/z =122,0895 ([M+H-CO-Rest]*), 138,0863 ([M+H-CO-Rest]*) und 207,1098 ([M+H-Substituent]*)
zugeordnet werden (Anhang, Abbildung 7-21). Das Fragment von 5a mit m/z = 204,0874 ([M+H-
Substituent]*) weist ebenso auf die Struktur von 3-,3-,3‘-Ds-cyclo(L-Tyr-APhe) hin (Anhang, Abbildung
7-22). Die beiden Fragmente von 5b mit m/z = 122,0909 und 135,0650 ([M+H-CO-Rest]*) deuten auch
hier auf die Anwesenheit von 3-,3'-,3"-Ds-cyclo(ATyr-L-Phe) hin (Anhang, Abbildung 7-23).

In diesen untersuchten Reaktionen der drei CDOs konnten jeweils zwei einfach dehydrierte Produkte
3-,3-,3'-Ds-cyclo(L-Tyr-APhe) (5a) und 3-,3‘-,3'-Ds-cyclo(ATyr-L.-Phe) (5b) sowie ein zweifach
dehydriertes Produkt 3-,3°-D,-cyclo(APhe-ATyr) (5c¢) identifiziert werden (Abbildung 4-86). Es konnten
hierbei keine Produkte detektiert werden, welche auf die Bildung einer Imin-Zwischenstufe (5d, 5e, 5f
oder 5g) hinweisen. Des Weiteren wurde keinerlei Hinweis auf eine Hydroxylierung gefunden (Daten
nicht gezeigt). So konnten in keiner dieser Reaktionen Produkte identifiziert werden, welche mit dem
berechneten [M+H]*-lon von m/z =330,1528 auf die Prasenz von 5h oder 5i (Abbildung 4-85)

hinweisen.

Hydroxylierung Dehydratisierung
oDD 5 HO D O D
NH N NH
HO HN HO HN
o DD 5i o DD 5b

Abbildung 4-85: Putativer Reaktionsmechanismen der Cyclodipeptidoxidasen bei der Umsetzung von deuteriertem cyclo(L-Tyr-
L-Phe) durch Hydroxylierung und anschliefSende Dehydratisierung.

Die Ergebnisse dieser Versuche deuten darauf hin, dass es sich bei dem Reaktionsmechanismus der

CDOs wahrscheinlich um eine direkte Dehydrierung handelt (Abbildung 4-86).

DD O

e
CDO-Np, CDO-Np,
Ho HN b o

DD O Ndas_1146/1147 Ndas_1146/1147
oder O D 5a oder X
NH AlbA/B AlbA/B NH
HN - + . HN
HO HO x
oDD 5 b o o D 5¢
X NH
HN
HO
o DD 5b

Abbildung 4-86: Enzymatische Reaktion von deuteriertem cyclo(L-Tyr-1-Phe) durch CDO,-Np/CDOg-Np, Ndas _1146/Ndas1147
oder AIbA/AIbB.
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5 Diskussion

5.1 Die Cyclodipeptidsynthase CDPS-Np aus Nocardiopsis prasina NRRL B-16235

Die Cyclodipeptidsynthase CDPS-Np aus N. prasina NRRL B-16235 produziert mit cyclo(L-Tyr- L-Phe) als
Hauptprodukt sowie cyclo(L-Tyr-L-Tyr), cyclo(L-Tyr-L.-Met) und cyclo(L-Tyr- L-Leu) oder cyclo(L-Tyr- L-lle)
als Nebenprodukte, tyrosin-haltige cyclische Dipeptide. Ndas_1148 synthetisiert die Hauptprodukte
cyclo(L-Phe-L-Tyr), cyclo(L-Phe- L-Phe) und cyclo(L-Phe- L-Leu) sowie die Nebenprodukte cyclo(L-Phe- L-
Met), cyclo(L-Phe- L-Ala), cyclo(L-Tyr- L-Tyr) und cyclo(L-Tyr- L-Leu). Die Aminos&duresequenz von CDPS-
Np und Ndas_1148 ist zu 68 % identisch. Eine Produktbildung von phenylalanin-haltigen cyclischen
Dipeptiden durch CDPS-Np, mit Ausnahme des Hauptproduktes cyclo(L-Tyr-L.-Phe), konnte entgegen
der vorherigen Vermutung nicht beobachtet werden. Die Identitat auf Aminosdureebene zwischen
CDPS-Np und den beiden CDPSs WP_015033069.1 aus Streptomyces venezuelae (Jacques et al., 2015)
und WP_003411681.1 aus M. tuberculosis (Belin et al., 2012), welche mit cyclo(L-Tyr- L-Tyr) (92 %) bzw.
cyclo(L-Tyr-L-Tyr) (91 %) und cyclo(L-Tyr-L.-Phe) (6 %) ebenso tyrosin-haltige cyclische Dipeptide
synthetisieren, betragt hingegen lediglich 34 bzw. 28 %. In diesen Fallen kénnte die vermeintlich
geringe Identitat die unterschiedlichen Herkiinfte dieser Organismen (Phylum) zur Ursache haben. Es
ist jedoch bisher keine weitere CDPS aus der Gattung Nocardiopsis bekannt, welche wie CDPS-Np
lediglich tyrosin-haltige cyclische Dipeptide hervorbringt. Die Identitdt in den Aminosauresequenzen
der CDPSs lasst also bei bisheriger Datenlage keine zuverlassigen Schlisse auf deren Produktbildung

ZU.

Durch Mutagenese-Experimente konnte gezeigt werden, dass die gezielte Mutation von Aminosauren
in der Bindetasche P1 sowie P2 des aktiven Zentrums zu unterschiedlichen enzymatischen Aktivitdaten
fihren kann. Es war, im Rahmen dieser Arbeit, jedoch nicht moglich durch gezielte Mutagenese die
Substratspezifitat zu andern. Dies bedeutet, dass die Aminosauren im aktiven Zentrum ebenso keinen
verlasslichen Rickschluss auf die Produktbildung von CDPSs zulassen, sondern lediglich einen
begriindeten Verdacht. Die Ergebnisse zeigen, dass trotz Mutation aller beschriebenen Positionen
innerhalb der Bindetaschen P1 und P2, und somit identischen Sequenzmotiven von CDPS-Np und
Ndas_1148, keine Verschiebung der Substratspezifitit von CDPS-Np von tyrosin-haltigen zu
phenylalanin-haltigen cyclischen Dipeptiden, insbesondere cyclo(L-Phe-L-Phe), erzielt werden konnte.
Daher wird im Rahmen dieser Arbeit besonders deutlich, dass es nach wie vor notwendig ist, die

Funktionen von putativen CDPSs experimentell zu ermitteln.
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5.2 Die Cyclodipeptidoxidasen aus Actinobacteria

5.2.1 Die Cyclodipeptidoxidase CDOa-Np und CDOg-Np aus N. prasina

Die in Kapitel 4.2.1 beschriebene phylogenetische Analyse beruht auf Daten mit dem Stand von 2016.
Da sich die Annotierung der CDPSs sowie CDOs im Verlauf dieser Arbeit teilweise verandert hat und
CDOs-Np aktuell nicht in der NCBI Datenbank annotiert ist, wurden diese Daten nicht erneut
aktualisiert. Sie geben dennoch einen gewissen Uberblick iiber das Vorkommen von CDOs in

Actinobacteria.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde zum Beispiel die Annotierung in der Datenbank von NCBI von CDOs-Np,
von anfangs WP_017544374.1 in spater WP_026129216.1, gedndert. Fiir die in Kapitel 4.2.2.4
beschriebenen Experimente spielt die Annotierung von CDOg-Np zunichst keine Rolle, da das
Konstrukt pKB81 die lberlappende Sequenz von CDOas-Np und CDOg-Np enthélt und somit der
Annotierung von CDOg-Np durch WP_017544374.1 sowie durch WP_026129216.1 gerecht wird.
Aufgrund der identischen GrofRe von WP_026129216.1 im Vergleich zu AlbB und Ndas_1147 sowie die
hohere Sequenzidentitit zueinander, ist diese Annotierung jedoch wahrscheinlicher als die
urspringliche Annotierung. Die Annotierung durch WP_026129216.1 konnte spater durch die

Experimente in Kapitel 4.2.2.9 bestatigt werden.

In Kapitel 4.2.2.5 wurde die E- und Z-Isomerie der Produkte von CDO-Np betrachtet. Es konnte hierbei
gezeigt werden, dass CDO-Np die drei Produkte cyclo(L-Tyr-APhe) (2a), cyclo(ATyr-L.-Phe) (2b) und
cyclo(ATyr-APhe) (2c) hervorbringt. Nach Inkubation der Proben im Licht, konnten weitere Substanzen
detektiert werden, welche als E- und Z-Isomere betrachtet werden kdnnen. Da thermodynamisch
gesehen die Z-Konfiguration die stabilere von beiden ist und die Isolierung von Z,Z-konfigurierten
Albonoursin flir bevorzugtes Einbringen von Doppelbindungen durch CDOs in Z-Konfiguration spricht
(Gondry et al., 2001), liegt es nahe, dass es sich bei 2a und 2b um Z-cyclo(L-Tyr-APhe) und
Z-cyclo(ATyr-L-Phe) handelt.

In Kapitel 4.2.2.7 konnte gezeigt werden, dass nicht nur CDOAa-Np und CDOg-Np, sondern auch
Hise-CDOA-Np und CDOg-Np-Hisg in E. coli aktiv sind und jeweils zusammen zur gewlinschten CDO-
Aktivitat fihren. Die Umsetzung von cFL zu cFL-2H und cFL-4H war hierbei von 97 % auf 68 % reduziert.
Die beiden Untereinheiten der CDO liegen bekanntermaRen als groSer Enzymkomplex vor. Die beiden
zugefligten Hisg-Tags verhindern die Aktivitat dieses Enzymkomplexes im Falle von CDOa-Np und
CDOs-Np also nicht, schranken diese jedoch erheblich ein. Fiir weitere Versuche im Vergleich zu den

CDOs aus N. dassonvillei und S. noursei wurde folglich auf Hisg-Tags verzichtet.
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In Kapitel 4.2.2.8 wurden Hisg-CDOA-Np und CDOg-Np-Hisg in E. coli Gberproduziert und gereinigt.
Hierbei war es lediglich moglich CDOA-Np in der Fraktion mit unldslichem Protein zu detektieren. Da
hierbei fiir die Proteinliberproduktion die Bedingungen der zuvor erfolgten Biotransformationen
verwendet wurden, bedarf es hier sehr wahrscheinlich einer Optimierung der Reinigungs-Methode.
Bisher wurde in der Literatur keine Reinigung der CDOs (iber Nickel-Affinitdtschromatographie
beschrieben. In Kapitel 4.2.2.13 wurden wiederum CDOa-Hisg und CDOg-Hisg bzw. Ndas_1146-Hisg und
Ndas_1147-Hisg in E. coli Uberproduziert und gereinigt. Hierbei ist analog eine Optimierung der
Reinigung notwendig. Durch die Biotransformation durch Hise-CDOa und CDOg-Hisg basierend auf dem
Konstrukt pkB83 konnte gezeigt werden, dass diese Hiss-Tags die gewiinschte CDO-Aktivitdt nicht
verhindern. Der Einfluss des Hisg-Tags im Fall von CDOa-Hisg ist allerdings noch nicht bekannt und sollte

untersucht werden.

In Kapitel 4.2.2.10 konnte durch die Biotransformation basierend auf dem Konstrukt pKB158 die
Notwendigkeit des Zusammenwirkens von CDOa-Np und CDOs-Np bestdtigt werden. Gleichzeitig
konnte hierbei die Funktionsfahigkeit der in der NCBI Datenbank annotierten Proteine
WP_017544373.1 (CDOA-Np) und WP_026129216.1 (CDOs-Np) nachgewiesen werden. Das Konstrukt
pKB158 steht nun fur weiterfliihrende Experimente zur Verfliigung. Durch das getrennte Einbringen der
beiden Untereinheiten sowie durch die zusatzlich eingefiigten Restriktionsschnittstellen ist es nun
prinzipiell moglich die unterschiedlichen Untereinheiten von unterschiedlichen CDOs in mehreren
Kombinationen zu klonieren und die Auswirkung auf diesen Austausch zu untersuchen. Interessant
ware hierbei eine veranderte Substratspezifitdit der resultierenden Enzymkomplexe bzw. einen
Hinweis auf die tatsachliche Funktion der Untereinheit CDOg. Des Weiteren ist es moglich, tber zwei
weitere Restriktionsschnittstellen ein weiteres Gen in dieses Plasmid zu integrieren. So ware es
moglich eine zusatzliche CDPS zu klonieren und somit gezielte dehydrierte Substanzen in E. coli

synthetisieren zu lassen.
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5.2.2 Die drei Cyclodipeptidoxidasen aus N. prasina, N. dassonvillei und S. noursei im Vergleich

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die drei CDOs ein breites Spektrum
an cyclischen Dipeptiden mit 2,5-DKP-Grundgeriist als Substrate akzeptieren. Hierbei verhalten sich
die drei Enzyme zwar sehr dhnlich, jedoch nicht gleich. Wahrend die Akzeptanz von AlbA/AlIbB
gegeniber bereits einiger unnatiirlicher Substrate untersucht wurde, stellen diese Untersuchungen
fir CDOA-Np/CDOg-Np und Ndas_1146/Ndas_1147 die ersten dieser Art dar. Da vorherige Versuche
der Reinigung der CDOs im Rahmen dieser Arbeit erfolglos waren und es nicht moéglich war die CDOs
zu quantifizieren, wurden die Methodik der Proteiniberproduktion sowie der anschlielenden
Biotransformation so genau wie moglich eingehalten. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass
die Aussagen im Hinblick einer Quantifizierung der enzymatischen Produkte auf Basis der verwendeten
Methoden limitiert sind. Trotz alledem wurden bisher keinerlei vergleichende Untersuchungen
unterschiedlicher CDOs beschrieben. Aus den Ergebnissen lassen sich unterschiedliche Tendenzen

ablesen, die einer weiteren Untersuchung bediirfen.

5.2.3 Der putative Reaktionsmechanismus der Cyclodipeptidoxidasen

Als mogliche Reaktionsmechanismen stehen eine direkte Dehydrierung, eine Hydroxylierung mit
anschlieRender Dehydratisierung oder eine Imin-Bildung mit anschlieRender Isomerisierung zum
Enamin zur Verfligung. Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit deuten auf einen Reaktions-
mechanimus der direkten Dehydrierung. Es kann an dieser Stelle jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass die Bildung von Imin-Zwischenstufen oder eine Hydroxylierung der Zwischenstufen aufgrund der
Geschwindigkeit der Reaktion in diesem Rahmen nicht nachweisbar sein kdnnten. Chemisch
betrachtet stellt das Enamin-Tautomer die stabilere Form da, da es sich zum einen bei 2,5-DKPs um
sekundare Amine handelt und zum anderen die Doppelbindung bei vielen aromatischen 2,5-DKPs in
Konjugation zu weiteren Doppelbindungen steht. Um eine maogliche Verschiebung des Enamin-Imin-
Gleichgewichtes zum Enamin durch eine Extraktion zu beglinstigen, wurden die Reaktionen

unmittelbar direkt anhand der Kultur analysiert und somit duBere Einfllisse minimiert.
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7 Anhang

7.1 Identifizierung der enzymatischen Produkte von CDPS-Np und deren

Mutanten

Tabelle 7-1: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Produkte von CDPS-Np und deren Mutanten.

m/z m/z

Enzym Produkt RT Summenformel Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
[M+H]* [M+H]*
CDPS-Np 1 9,7 Ci1sH19N;04 327,1339 327,1317 6,8
2 15,4 CisH19N,03 311,1390 311,1378 3,8
3 9,0 C14H19N,03S 295,1111 295,1081 10,0
4 11,0 Ci4H21N,03 277,1547 277,1529 6,2
CDPS-Np_T82A 1 9,7 CigH19N204 327,1339 327,1320 5,9
2 15,4 CisH19N,03 311,1390 311,1384 2,0
3 C14H19N,03S 295,1111
4 11,1 C14H21N,03 277,1547 277,1539 2,7
CDPS-Np_T82V 1 9,9 Ci1gH19N;04 327,1339 327,1337 0,8
2 15,3 CisH19N,03 311,1390 311,1393 -1,1
3 9,2 C14H19N,03S 295,1111 295,1105 1,9
4 11,3 C14H21N,03 277,1547 277,1540 2,4
CDPS-Np_Y196L 1 9,9 Ci1gH19N,04 327,1339 327,1348 -2,5
2 15,6 CigH19N,03 311,1390 311,1397 -2,2
3 9,1 C14H19N,03S 295,1111 295,1113 -0,6
4 11,3 C14H21N,03 277,1547 277,1554 2,6
CDPS-Np_Y196F 1 9,7 CisH19N,04 327,1339 327,1320 59
2 15,4 CigH19N,03 311,1390 311,1384 2,1
3 9,0 C14H19N203S 295,1111 295,1083 9,5
4 11,0 C14H21N,03 277,1547 277,1533 4,9
CDPS-Np_T82A_Y196L 1 9,7 Ci1gH19N,04 327,1339 327,1317 6,9
2 15,4 Ci1gH19N,03 311,1390 311,1379 3,6
3 C14H19N,03S 295,1111
4 11,1 C14H21N,03 277,1547 277,1536 3,9
CDPS-Np_T82V_Y196L 1 9,7 Ci1gH19N,04 327,1339 327,1321 5,5
2 15,4 CisH19N,03 311,1390 311,1391 -0,1
3 9,0 Ci14H19N,05S 295,1111 295,1088 7,6
4 11,0 C14H21N,03 277,1547 277,1537 3,4
CDPS-Np_T82A_Y196F 1 9,7 Ci1gH19N04 327,1339 327,1321 5,5
2 15,4 Ci1gH19N,05 311,1390 311,1390 -0,1
3 9,0 C14H19N,03S 295,1111 295,1087 8,2
4 11,1 C14H21N,03 277,1547 277,1534 4,4
CDPS-Np_T82V_Y196F 1 9,7 Ci1gH19N,04 327,1339 327,1332 2,2
2 15,4 Ci1gH19N,03 311,1390 311,1397 -2,2
3 9,0 Ci14H19N,05S 295,1111 295,1101 3,4
4 11,1 Ci4H,1N,03 277,1547 277,1540 2,6



144 ANHANG

Tabelle 7-2: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Produkte von CDPS-Np und deren Mutanten.

Enzym Produkt RT Summenformel m/z m/z Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
[M+H]* [M+H]*
CDPS-Np (pKB25) 1 9,6 C18H19N204 327,1339 327,1306 10,1
2 15,6 C1gH19N,03 311,1390 311,1388 0,9
CDPS-Np (pKB150) 1 9,8 C18H19N,04 327,1339 327,1309 9,4
2 15,7 C1gH19N,03 311,1390 311,1379 3,5
CDPS-Np (pKB151) 1 9,6 C1g8H19N204 327,1339 327,1309 9,4
2 15,6 Ci18H19N,03 311,1390 311,1380 3,3
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Tabelle 7-3: Aminosdure-Motive der beiden Bindungstaschen im aktiven Zentrum ausgewdhlter CDPSs.

CDPS Aminosauren in der Bindetasche P1 Aminosauren in der Bindetasche P2 gebildetes 2,5-DKPs
cFL, cFF, cFY, cFM, cYL, cYM, cYY,
AlbC L33 G3ss Ves  Vez Lo Liss  Figse  Laoo Misa  Asss  Viss  Niso  laoa Taos  Paoy CYA, cLL, cMM, cLM, cVL
Ndas_1148 L37 639 L59 A71 L123 L135 L186 Czoo H155 H]_59 V150 A153 A204 Mzos P207 CFY, CFF, CFL, CYL, CYY, CFA, cFM
'(ABFCT(?_E,S_SffG_:;) Lzs  Gaz Les Ao Lin Fisa  Ligs  Cige Hiss  Hiss  Visg P2 Vao3  Maos  Pags cYL, cFL
Rv2275 Vea Ggs Vie Tus Mo Laze  Fazz Nosg L203 Raos  Fa7 T2 Quss  Lasy Pass cYY, cYF, cYL, cYA, cYM, cYW
Amir_4627 Viz  G3s  Ves Pe7 M9  Figa  Fiss  Nigg Mis;  Eiss  Viss  Liss  Raos  Laos P20s cWwW
CDPS-Np lig Gso  Lso Te2  Liza  Yiese Loz Cons Hie7  Quzo lh7n Giza  Exms Ly Pas cYF, cYY, cYL, cYM
T82A lig  Gso Lso As;  Lizg Yiee Lz G Hiez  Quzo  lhinn Giza  Eas Loy P21s cYF, cYY, cYL, cYM
182V Llis Gso  Lso Vg Liza  Yiee Loz G Hiez  Qizo0 i1 Gi7a  Eas Loy Pa1s cYF, cYY, cYL, cYM
Y196L Ligs Gso Lso Ts2 Li34 Lise Loz  Conr Hiez  Qizo0 it Gi7a  Eas Loy Pa1s cYF, cYY, cYL, cYM
Y196F lig  Gso Lso Ts2 L134 Fios Loz G Hiez  Quzo it Giza  Eas Loy Pa1s cYF, cYY, cYL, cYM
T82A_Y196L Llis Gso  Lso Ag;  Lizg  Lies Loz GCn Hiez  Quzo lhiz1 Giza  Eas Loy Pa1s CYF, cYY, cYL, cYM
T82V_Y196L Ligs Gso Lso Vg Lz Lies Loz G Hiez  Quzo liz1 Giza  Eas Loy Pa1s CYF, cYY, cYL, cYM
T82A_Y196F lag  Gso Lso As;  Lizg  Fis  Ligy  Conn Hie7  Quzo i1 Giza  Eas  Lay  Pas cYF, cYY, cYL, cYM
T82V_Y196F Lig  Gso  Lgo Vg,  Lizg Fios Loz Conn Higz  Qizo i1 Giza  Eais Ly Pa1s cYF, cYY, cYL, cYM

AlbC (Moutiez et al., 2014a; Moutiez et al., 2014b), Ndas_1148 (Giessen et al., 2013b; Moutiez et al., 2014a), Rv2275 (Moutiez et al., 2014a), AFR08860 (BO05_4463) (Li et al.,

2014) und Amir_4627 (Giessen et al., 2013a; Moutiez et al., 2014a) wurden bereits charakterisiert. CDPs mit geringen Ausbeuten sind in grau markiert. Mutationen sind durch
fette Buchstaben gekennzeichnet. Mutanten von CDPS-Np in Position 82 und 196 sind blau und rot markiert. Doppel-Mutanten sind in lila markiert.
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7.3 Multipler Sequenzvergleich von putativen CDOs benachbarten CDPS aus Actinobacteria

B1 ol p2 n2 ad n3 pa as b
AAN07209.1 — 000000000 — TT 000 £00000000000000000000000 L....0000=—"00000 0000000000000000 0000CH
1 10 20 0 80 90 100 110 120 140
ARNO7909.1 .MLAGLVPAPDHGMREEILGDRERL EE R SAGNSYF S|QKNT| [GRSAQERERSVENILKDLRRJLRRS LE/S[]GD . . . . HAERFR LQE T[] AFEEDAEFATR
WP_037634414.1 MREEILGNRGRE| G ] FSIQKN Y] GIRSAQERE[KSVERT[LKD LRRJLRRS LE[S|V|GD . . . . HSERF R} IQETP) FRE[DIGEFAT[V
EOTO3773.1 ottt ettt e et e e e e e e e e Y A GRSAQERE[KSVKRT[LKD LRRRILRRSLES|VGD . . . . HSERFR TQETF AFRED|GEFATV
AIAR0B472.1 “+......MLSGLVPALDHSMREEILGNRIGRK[I[RQRGE i Ajrid] SQK GIRSAQERE[KSVERT[LKDLRRQILRRS LES|VIGD . . . . KSERFR IQET FRE[DGEFATV
WP_041968578.1 MHPVTRS|CRR[I H e SAE GsSPAQAAKHARSRLKDLRREIRRAVENAAG. . . . SSAAIT] ICTSLA LAQD|TYLMQA
WP_016471398.1 MNRRCSFGDAGQEQGPGRPEGEAARAPDGRLFLEEDSAEPFEVHPVTRS[CRR|IFE[H e AE GlsSPAQARKHARSRILKDLRRIIRRAVENAAG. . . . SSARIT] CTSLA ILAQID|T Y LMQA
KNB54308.1 MRGEP LGENICRR(I R Ap L [o]< SRTPES[]AA /KATILRDVRRIEATKRSLER|LEP . . . . QODGRFR}\ LLDL|P JFAEDAEFAAT
WP_049714856.1 MPEHALTEAPAIEMRGEP LGENICRR[IWQR i sacusyFNQG SIRTPESRAKSVEATLRDVRRRITKRSLERLEP . . . . QDGRFR LLDL[F AFAEDAEFAAT
WP_O51740008.1 .. .vvvininnnnammnanee e MADGQPVDSADAFQAYASGPRSQEVWDQ Al sAGHS Y FT|QD) GMDAGHARKLAKS|QI RDVRRRTRRAVERILIGA . . . . SAEKVR FFERQAl VDA[SERLATA
WP_052853169.1 MQSYPLLTTPDSKMYVEPLSDRS[RLIWQR Il s acnG Y F QDR GIRVPESAVIRSVEATLKDVRREIRRALERLGP . . . . EAARFR) BETMELP IEEDEEFSS[T
WP_O55496587.1 ittt vt iutvtaennanestaetstetannanseetanis MHP VTRS|CRR[I[FE[H Il s AGNSYFSAE GlssPAQARKHARSRILKD LRRIIRRAVENAAG. . . . ASARIT) BlEic Ts LAl LAQD(TYLMQA
WP_031176167.1 MNRRCSFGDAGQEQGPGRPEGEAARAPDGRLFLEEDSAEPFEVHPVTRS[CRRIFEHGDH U/ SAGNSYF SAE GsSPAQAAKHARSRILKD LRRIIRRAVENMAG. . . . SSAAIT]: /CTS LA LAQDTYLMQA
WP_033039001.1 MQSEALGEKS/GRLWKMG it SAGNSYF SIQR] GIRDPREAAKISVERTLKDVRRITHRATES[LGE . . . . EVARFR) IQDTP AVQYDEPFAAR
WP_050502759.1 JR 18 N Y Y IR I I E GlaAPESV|GRRARRRVTDVRRRIIRKAVQSplSE . . FQHNG ALCED|PEFADA
WP_052869070.1 GlaDPGDV|GRRISRERVTDVRRRITREAVHARISS . | EQDNP LREDREFANA
WP_067346764.1 MREEILGDRSRL[T il sacus GRS AQERERSVERT[LKDLRRQILRRSLESVGD . . LQET[P FEEDAEFATA
WP_050514430.1 MGASRSAVTFRTRPFTDRCIDR[I L/ STNNSYF S GiAAPENVIGRRARRRVTDVRRRIRKAVDARSE . . FQGHP LREDPEFANA
FY T A e S MREEILGDRGRMI il saGNsYFSQK GIRSAQERERSVER[TILKD LRREILRR S LE[S|VIGD LQETP AFEEDAEFAT]A
EPD91590.1 MNRRCSFGDAGQEQGPGRPEGEAARAPDGRLFLEEDSAEPFEVHP VIRS|CRR[I g/ sAGNSYFSAE GlsSPAQAAKHARSRILKD LRRIIRRAVENRAG . . CTSLA LAQD|TYLMQA
WP_063764781.1 MCEGAD. VPGPTSGAHFSVSP ITAR|CKD|T I v s TSuG Y FHRY| GceESERRRRAKERVsQUrRRRIVROALSAMED . . FADS[P LAEEDGLSTA
WP_052397358.1 TSVPIPESSEPPEPSFGVEPLTGH|CRRY H i © Gl SEE GY APERARKKISWEEASRIRNRQVLRAWEARGY . . R LTEHF WAKGISVLRES
WP_063831505.1 MHP VTRS[CRR[I AR SAE GsseaQakKHRRSRLKDLRRPIRRAVESpAG. | =/C TS L{Af LAQD|TYLMQRA
WP_063767394.1 VPGPTSGAHFSVSP ITAR|CKD|I jf v s TGNG Y FNRY] GIcEESERRRRAKKRVSQVRREIVRQALSANVED . . FADSP LAEEDGLSTA
WP_032928077.1 +v+ss s  MQSEALGEE[SER|L A SAGNS Y F S|QH] GIRDP REAAKSVERTILKDVRRII HRATES[LGP . . IQDTP, VQY[DIEPFAAR
WP_063759253.1 MGAPQAAVNFRTRP LTDRICIDR|T /s TS YE s GlaAPESVGHRARRRVTDVRRRITRKAVQARISE . . . .DGPQPG FQHN[D RALRE[DPEFAD[
WP_030877668.1 MGAPQPTVTFRTRPFTDRCIDRT grEd S5YFS[AE GIGDPESV|G RRRVTDVRRIITRKAVHARLE . . FQHMA ALREDAEFAG
WP_013152196.1 EPPPEPEDAFDVLPFTGS[CRR[V 1] GNSYFSQE GIGSRE NRALKDVRRRITRRAVERRAAP . . CTGLP HAT[D[PRVRRRA
WP_014911318.1 FEVGGEGAVFEARPFTTN[CER|L [ svenGrFsQY GMD P EHARRRTHRALRDVRREII RRAVE[SAGD IAEFP IEQNPLLRARA
WP_017534688.1 FEVGGEGAVFEARPFTTN[CER|L ] GMDAEHAARRTHRALRDVRRRIIRRAVESRGD . . IAEL[P) IEQNPLLRARA
WP_033302963.1 TAHPDVSEEVFEVVPFTEACES|L| ] GlAGEAQRAMRRRARRS[LRDVRRRITRRAMEALIVR . . MVD TP LAEDPTVRRA
WP_061081216.1 PRPPDASADGFDVLPFTGSCRR[V W/ sacnsvrsog GSSGE NRALKDVRRIITRRAVE[S[AAP . . . . AAGNVR] CTELP 'Y AA[D|P RVRRIC
WP_026123049.1 SKPSDASVDDFEVQPFTEACRRL L SAGNSYFSQ GGGGG SRAVRDVRRIIIRRAVE[S[VATGTVTGAGTVRY CVDLP IAIDSGIRRA
WP_067601315.1 IPRLNDTEEVFQARPF TEGC/GR|L e GIAEQAQAISIRRACR/SILRDVRREITRRAMEA VR . . . . VPARVR TVDTP MRE[HP AVERA
WP_017593947.1 MSRNCTSREAGAEAAAHHGSDTTRTSA . .DRPLGGAAFEVDAATPS[CRE[L i GYPPASVRKRVETIQLKD LRRQJLRRGVERMPG . . . . AAGSVA[V Y VP L[P LGEDEVLRHA
WP_017544375.1 MEFQPETT.......0000.. LPVEEPGEGREVRPPTGEVFDASCF TP ACIOR[L HuEs copEAQRRRRITTRA[LRDVRREVRRAMERRNER. . . . VPARVR]: S TVDLIP LAENPRMRRIA
WP_026338538.1 MSSFPTE LEPPPEPTDDFDVLPFTGS[CRR[ gue GIGSRE ANRALKDVRRIITRRAVE[S[AAP . . . . DAGNVRY CTGLP HATD[F RVRRA
WP_047869099.1 MSSPTE PEPPPEPPDDFDVLPFTGS[CRE[V 4 "5 GlsSREHARRARANETLRDVRRET RRAMESAVAE . SAAVAD VR CTRLP ¥ AADPRIRRC
WP_049572120.1 .. ....oiurvnnannnanns MPAEEPGAGREVRPRTGEVFEASWF TP ACE LI guE 5 GIDDQAQAARRTTRALRDVRREIVRRAMEANPR . . . . VPARVRY = TVDL[P LTENPRVRRA
WP_043706709.1 MSSPTE. . LEPSPEPADDFDVLPFTGS[CRR[V sl sacnsyFsjoQ G|S S GEHAR[SRANRTILRDVRRII RRAVE[S|ATVE . SAAVADVRV CTRLP Y AADIPRIRRC
WP_033352817.1 MESREFERV............. RT... VPQHRDGDGFEVRPFTPRS|CADLLTRGDE AU STGHS Y FHQE GIADEEQAMRRTKRALRDVRRRITRRAVEAVGT . . . . APARLR TVDL[P FDGMNPQVRRA
WP_026411671.1 MSSRPP ANEPPRPAIRVDARPVTISTICRELYERGDH AU/ SAGHG Y F TIAR| GATEVEARRARARKKVED TVRRITGRAVDEMGA . . . .PGSRIR CVCLP ARAEDERVGRT
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Abbildung 7-1: Multipler Sequenzvergleich von putativen CDPS in Actinobacteria. Die dargestellten CDPSs kommen aus den in Abbildung 4-15 dargestellten Actinomadura, Nocardiopsis und
Streptomyces Stdmmen.



ANHANG 147

ol 0% a9 Bs ald p6

AAN07908.1 Q000000000 L00000000Q000000000 00000 —_— 020000000 T T

1 160 180 200 230
AAN0O7909.1 ik e cpeve. MY 7L e SEEEEpfTH T ar[srRET. WVVRP
WP_037634414.1 V] PGDGVG s nnnnennnn N[ VL) D) 7P| 1/ STFIAHRET . VVVRP
EOT03773.1 Vv PGDGVG “e+euee...ISEEHL[ Ny Ly D) Pls 1P| STF|LAHRET .
AIA08472.1 vl PGDGVG. s v v v onunnennnn iy Ly D) VIF s[vip|S| 1| STF|LAHRET .
WP_041968578.1 i AGK.... ++++ PEDLDADSAVF[ AlY I[R [N 1[v GlaR|s BV o EA[VYRGRE . TDRNPREREMTSAPGA.
WP_016471398.1 Hudelcack. . ... ... BEDLDADSAVF[k AlY IR N 1[v Gla[rlsEY efry VEAV[YRGRE . TDRNPREREMTSAPGA.
KNB54308.1 uAHRGG . . AL .. Ay vl D) 1|F cvaEE AY[IAGDER. VERAVGMHIF...
WP_049714856.1 HUMHRGGE . . AL .o Al Vol D) 1|F GlviaERv I SAY|L/AGDER. VERAVGMHIF ...
WP_051740008.1 FILDGREVPGER . . . . vvve e vnns Efr LiL) D) 1|L G[v[G[s 5] EYFKEPDHDVLSAAPN| VRPAAWSAGADA. ...
WP_052853169.1 1jv| “eeeaa s . VTAEQV| s|Y LiK D|sids|1/F clvis/TR TR SQHLAQQTT. PSLAASDT
WP_055496587.1 WUGEGAGK. . . ... .. PEDLDADSAVFKAGMAY I|R| N 1|v Glarjs BTl Rlalef [VEAVYRGRE . TTGTPESGR. ...
WP_031176167.1 HUGEGAGK. . ... ... PEDLDADSAVFKAGMANY I|R| i 1(vGjaR|s Y] 1y [VEAVYRGRE . TDRNPREREMTSAPGA.
WP_033039001.1 MVTRRP .DGEG. . v v v v e i e a e ISDAHLIEAGMKY Vi Ap|s FGv|s/THY i TVHFAGGDT . GEGEERGGPVAA.
WP_050502759.1 HILGIOPONTGGTHSAAGPVAGGPADAAEDDQVRAGLQY LS| D 1L G[VIPsHYS LIF] LGP[L[YMREN. DDAPVHPDDAPAHPDDAGRPGDAGSSAPGRPGGAGDVT
WP_052869070.1 LG POAVGDTNAAISSVGDDPADAVESEQVRAGLIQY |G D) 1| Glvip|s S| 3 LGP|IRLRKT . ADVPTNPC..... .HTGRPEDTGSSAPGRPGGFVQDDPAPRDRHAARPTHGQPGGERD. .
WP_067346764.1 v PGDGVG. ISAEHLRRAGLNY V|L| alp|sBGIvF s|vie s BVLCEfR Ty TAF|L/SRRET . QELADAA...... e e e
WP_050514430.1 HLGRPQGADD . . IDFGTSGNGPGDAAEHRRFQAGLQ[Y LG D) 1L GlvVp[sE VS| LI} LGP|L{CMRDN . DEAPHRPP....... HSGPPKGTGNSAPGRTLRSVKNRLVREDGHVPQPDMCRNISSENGY
AJC55845.1 vl PGDSVG ++ s+« LSAEHLRAGLNJY V|L{ DS VIF sViPIEEY] n TAF|LISRRET . QELADAA....... e e e R IR
EPD91590.1 HGElGAGK. . PEDLDADSAVFKAGMAY I|R| e (v Gla[Rls B <f1s [VEAVYRGRE . TDRNPREREMTSAPGA . « o vt ittt nemanen e snnnnanesannnns
WP_063764781.1 SIFJL{SIGRPGGEGE. . . .o it LTAEQIEAGLSY VR o) L clvplsHvEE i [WRALRRPGA . WD ES o o a o s s s asasensissoonanannananasananusannrsessss
WP_052397358.1 MUSBGILLKGA. . ... ........... APTQEQAELAARHLI VIF GIVIAlS| ) IDAVYAGHT. EPAEAPAPAPASVQAVAGPRLLE . .. ... ...
WP_063831505.1 e PEDLDADSAVFKAGMAY I|R| i 1[vGARISEY KILMIE{V[VEA[V)Y RGRE . TDRNEREREMTSAPGA . « v v v v v s smmmaanessannnnaeesannnns
WP_063767394.1 SHEE LTAEQI[EAGL|SY VR| D) LLaviesBYsk EiRlVWRALRREGA . R o o Y
WP_032928077.1 MVTIMEE . DGEG. o v v v v vv e nnns ISDAHLEAGMKY VM| D) VI G[V|S| TRV ITE[|TVHFAGGDT . VYVRPGEGEERGGP VAR .t it ittt e et iiaaaaanaananaananananannnn
WP_063759253.1 LGP OKAGGGHSAADSGDSGP TGGAETDQVRAGMQY LG D) 1|L Glvip[s S| FIT{elv|L G P[LF LREN . LAVTPDDAPTD . v v vvaeses e GERDVT 4ttt vvnunansvennnnnnsronasos
WP_030877668.1 12 1 = GSHSAAGSAGDGPVSAAEADQL KlY LiG D) 1| Glvip[sH | FIT{P|V|L GP|LFRREN . DDISTPER. .+ PAGERDLT .1 00 vsas
WP_013152196.1 MIQARPDP. ..o i ittt DGARLYF AlY LR S| vILGILP/SHY] ILMP|I|LSRILRGAT . . . VDRHLASPETVGSP . v v e e nnnnrennnnnas
WP_014911318.1 Ll EDP v iiiiiinnnnnnnnn EGARFF DfY 1|R| S VL blvAlsEY IMPlV|L P RILURGEA. . . LRPDGTYEDAEVS.
WB_017534688.1 MUGEWEDP e v v v i e e EGARF Df¥ LjR) S| viL Dviafs iy LMP[VLERIRGEA. . . LRPDGTYEDAEV S . o ottt iieeaeeeeccanannnnnanaaaaasssanans
WP_033302963.1 1 PDP... “e+tie.....EGARF AlY 1iC D) 1{L AN LPVLGELHGNY . . WAPERIQEPSITG . e v vt oeuntsionennnsstoennnnasssonsnss
WP_061081216.1 1 PDP.uusucasitonassssann DGARL AlY LR) S| viLEVESE DI4LF|I|LS TLRGVT. . . VEWCHPSPESAVSL . o v v e e v e v n v nnnnn e
WP_026123049.1 L PDP.. Craraeres . .DGARL| AlY LG S| viLcvisisBvs TI4LFV|LSRILWEVT . . 1L T e
WP_067601315.1 I POP ottt i se e e ennns DGARFJF s[Y LR) In| viD[TEY] IDJLLIAV|L VG|LRRET . . LTAPSN.......
WP_017593947.1 Y[HDRADG . . TALVSSESEMF AlY VR) e 76l <MMF|TAKALFREES . TDPAPQEGR. ...
WP_017544375.1 E NJGIGPGS . . eeeesesses PEARF| S|Y LR S| LGVIPISHY [EJ4LFLILVELEGDT. . Roviiinnnnnnns
WP_026338538.1 CE IQAOPDP . .. ...l DGARL AlY LR) S| VIF GlLp|sBv LMP|I|LSRILRGAT . . . VGRHLASPETVESP oottt vt v snonnnanenannnnncesannnss
WP_047869099.1 WE VIGARPDP . o v v v EGARL AlY LR S| VILEVP[SE VS DIYLF|I|LS TLRGVT . . ARGRRPSAGAEALAFE . o v vttt s inemanae e snmmnaeesannnns
WP_049572120.1 CE MEGPGES . o o PEARF sfv LR) 6] Lafve|sBv ELFLLVELEGDT. . . Reveinnnnnnn
WB_043706709.1 WE 1 = EGARL Al 1R| S| VL E[Vp|sEs) DIYLF|T|LSALRGVT . . VGRCHPSPESAASL . « ot i vt st st snnaaaaaananaaaaannnnnnns
WP_033352817.1 CE LIGGRLCA. . . . “+esseese .. EDDRF sl¥ LiR A viLGvP sl IWLEfV[VAE[LYEDG. . PMRGERP...... e N
WB_026411671.1 CE LG VEDGRPRD. . ... .ETGALRPEAEAMVRAGLANY LH D) |F Dvie(TE]Y FILEVVRGLWGSS . . . HE o ittt et ettt et et e e
WB_051468276.1 ELiQ) RUUSAFLKD . . EEPTDEQVEEGKNY LT, D) LiLeysisEY ERLEMAEVMFSS . P . YLNVSPLEGH| LT Y

Fortsetzung von Abbildung 7-1.
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Tabelle 7-4: Die Identitdten der putativen CDOs- bzw. CDOg-Homologe zu AIbA und Ndas_1146 bzw. zu AlbB und Ndas_1147. CDOs, welche in unmittelbarer Nachbarschaft zusammen mit einer CDPS

vorkommen, sind in

zusétzlich zur CDPS zusammen mit einem Cytochrom P450 Enzym bzw. einem Cytochrom P450 Enzym und einer Methyltransferase auftreten, sind in lila bzw. blau gekennzeichnet.

gekennzeichnet. CDOs, welche zusdtzlich zur CDPS zusammen mit einer bzw. zwei Methyltransferase vorkommen, sind in orange bzw. rot gekennzeichnet. CDOs, welche

Organismus Putative CDO, GroRe Identitdt [%] zu Putative CDOg GroRe Identitdt [%] zu
NCBI Accession No. [aa] AlbA Ndas=1146 NCBI Accession No. [aa] AlbB Ndas=1147
Actinomadura oligospora ATCC 43269 191 42.8 53.7 109 44.5 54.1
Streptomyces ahygroscopicus subsp. wuyiensis CK-15 196 82.2 50.0 105 93.3 46.0
Streptomyces albulus CCRC 11814 196 82.6 50.5 105 93.3 46.0
Streptomyces albulus CCRC 11814 183 77.2 48.1 99 86.7 45.0
Streptomyces albulus NK660 196 82.2 50.0 105 93.3 46.0
Streptomyces albulus PD-1 196 82.6 50.5 105 93.3 46.0
Streptomyces AmelKG-E11A 174 42.0 60.2 113 41.7 53.1
Streptomyces caatingaensis CMAA 1322 192 55.5 48.1 108 59.3 45.5
Streptomyces caatingaensis CMAA 1322 162 49.3 46.0 108 59.3 45.5
Streptomyces celluloflavus NRRL B-2493 184 57.3 51.2 112 5.3 14.7
Streptomyces diastatochromogenes 196 82.2 50.0 105 93.3 46.0
Streptomyces laurentii ATCC 31255 187 43.2 60.2 113 41.9 51.3
Streptomyces monomycini NRRL B-24309 197 59.5 52.2 94 51.4 44.3
Streptomyces noursei ATCC 11455 196 89.5 49.3 105 100.0 45.1
Streptomyces noursei ATCC 11455 219 100.0 44.4 105 100.0 45.1
Streptomyces sp. NRRL F-5123 189 43.0 61.7 111 39.3 49.5
Streptomyces sp. NRRL WC-3773 197 60.0 52.7 94 51.4 44.3
Nocardiopsis potens DSM 45234 WP_051065445.1 174 38.8 54. WP_051065442.1 115 37.9 43.5
Nocardiopsis synnemataformans DSM 44143 WP_017566637.1 168 42.0 76.3 WP_017566636.1 105 45.5 92.4
Streptomyces albus NBRC 13014 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces albus subsp. albus NRRL B-1811 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces albus subsp. albus NRRL B-2362 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces almquistii NRRL B-1685 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces flocculus NRRL B-2465 WP_051705784.1 171 40.2 55.2 WP_055496574.1 111 45.1 53.2
Streptomyces gibsonii NRRL B-1335 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces graminis NRRL B-1570 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces rangoonensis NRRL B-12378 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces sp. 769 AJC55847.1 183 81.3 47.1 AJC55846.1 99 93.3 44.0
Streptomyces sp. HPH0547 WP_041968570.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2
Streptomyces sp. HPH0547 EPD91588.1 145 34.7 49.8 EPD91589.1 111 46.0 53.2
Streptomyces sp. NRRL F-5639 WP_051705784.1 171 40.2 55.2 WP_016471397.1 111 46.0 53.2


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/651279688
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/651279687
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/740739641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739782352
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739782350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739782352
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/528773381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/508093495
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/636571789
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/636571788
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739782350
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739782352
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1059321027
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1059321026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/902963844
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/902963845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/906339833
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/906339607
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/919533517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/919533161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/740739641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739782352
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1021082291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1021082290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/662056548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/662056546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1055735114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/746606468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27447464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27447465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/918338777
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/671532226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664490229
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664490226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916330399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916330396
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516136057
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516136056
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/917099072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/943669748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/744773706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/744773705
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754575422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512149090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512149091
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/917099072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512668857
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Organismus Putative CDO, GroRe Identitédt [%] zu Putative CDOg GroRe Identitédt [%] zu
NCBI Accession No. [aa] AlbA Ndas=1146 NCBI Accession No. [aa] AlbB Ndas=1147
Nocardiopsis alba ATCC BAA-2165 WP_042281961.1 168 40.6 67.2 WP_014908976.1 96 42.3 60.4
Nocardiopsis alba ATCC BAA-2165 AFR09804.1 184 42.5 67.7 AFR06509.1 96 42.3 60.4
Nocardiopsis alba DSM 43377 WP_042281961.1 168 40.6 67.2 WP_017534687.1 96 42.3 60.4
Nocardiopsis alkaliphila YIM 80379 WP_017602839.1 184 39.6 67.0 WP_017602838.1 105 45.9 64.5
Nocardiopsis dassonvillei subsp. albirubida NBRC 13392 WP_061081218.1 162 41.1 76.9 WP_061081217.1 105 44.5 91.4
Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 Ndas_1146 195 39.2 100.0 WP_013152195.1 105 45.1 100.0
Nocardiopsis halotolerans DSM 44410 WP_017573922.1 160 40.2 73.8 WP_017573921.1 105 41.8 81.0
Nocardiopsis listeri NBRC 13360 WP_067601309.1 181 39.1 64.3 WP_067601312.1 105 47.7 58.5
Nocardiopsis prasina DSM 43845 WP_017544373.1 185 40.9 68.2 WP_026129216.1 105 47.7 66.0
Nocardiopsis sp. CNS-639 WP_019610348.1 160 38.8 77.8 WP_019610347.1 105 46.0 97.1
Nocardiopsis sp. RV163 WP_047869097.1 157 38.8 75.4 WP_047869098.1 105 44.7 93.3
Nocardiopsis sp. SBT366 WP_049572039.1 185 40.0 68.2 WP_049572043.1 105 46.8 65.1
Nocardiopsis sp. TP-A0876 WP_042281961.1 168 40.6 67.2 WP_017534687.1 96 42.3 60.4
Nocardiopsis xinjiangensis YIM 90004 WP_017608305.1 183 44.7 48.0 WP_017608304.1 106 44.4 65.4
Streptomyces catenulae NRRL B-2342 WP_030289447.1 180 46.4 52.7 WP_051740007.1 114 41.7 42.1
Actinomadura oligospora ATCC 43269 WP_026414937.1 166 34.7 45.6 WP_051468277.1 114 375 339
Streptomyces niger NRRL B-3857 WP_052869069.1 198 39.3 52.2 WP_052869068.1 117 11.9 7.1
Streptomyces monomycini NRRL B-24309 WP_033038824.1 158 38.5 51.8 WP_050502761.1 114 41.7 37.5
Streptomyces rimosus subsp. rimosus NRRL WC-3904 WP_050514429.1 196 42.6 55.2 WP_030659934.1 111 41.7 37.5
Streptomyces sp. NRRL F-5053 WP_037853137.1 165 37.2 42.4 WP_063764780.1 102 39.5 35.6
Streptomyces sp. NRRL S-1868 WP_051856637.1 145 345 39.9 WP_063767395.1 102 39.5 36.2
Streptomyces sp. NRRL WC-3773 WP_050510272.1 178 38.0 49.8 WP_050510263.1 114 40.9 37.5
Streptomyces varsoviensis NRRL B-3589 WP_048832786.1 175 39.7 51.2 WP_030877661.1 112 43.1 40.5
Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346 WP_048832786.1 175 39.7 51.2 WP_030877661.1 112 43.1 40.5



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754924862
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/504721874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/402802394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/402799099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754924862
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516104107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516191240
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516191238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/995883839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/995883838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502917218
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502917219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516143342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516143341
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1056075763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1056075766
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516113793
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/648437465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/518440141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/518440140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/837750057
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/837750060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/898262403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/898262408
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/754924862
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516104107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516202452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516202450
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663276347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/917133295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/651282964
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916861221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/919563706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/919563704
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/696500797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/914025761
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/914085564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664123120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/740003323
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1027872719
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/917249925
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1027875334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/914041372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/914041357
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/889609276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664349996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/889609276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664349996
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7.4 |dentifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

cyclo(L-Tyr-L.-Phe) durch CDOA-Np und CDOg-Np (pKB81)

Tabelle 7-5: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) durch CDOa-Np und CDOg-Np.

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung

[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
2 20,3 C18H19N203 311,1390 311,1392 -0,5
2a 20,9 C18H17N203 309,1234 309,1225 3,0
2b 22,4 C18H17N203 309,1234 309,1227 2,3

2c 27,5 CigHisN20O3 307,1077 307,1072 1,7
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Abbildung 7-3: MS? Analyse von cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2) aus der Kultur mit CDO4-Np und CDOg-Np.
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Abbildung 7-4: MS? Analyse von einfach dehydriertem cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2a) aus der Kultur mit CDOs-Np und CDOg-Np.
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Abbildung 7-5: MS? Analyse von einfach dehydriertem cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2b) aus der Kultur mit CDO4-Np und CDOg-Np.
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7.5 Identifizierung der Bildung von E- und Z-lsomeren der Produkte der

enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-.-Phe) durch CDOa-Np und

CDO&-Np (pKB81)

Tabelle 7-6: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) durch CDOa-Np und CDOg-Np.

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]

cYF 15,5 Ci18H19N,05 311,1390 311,1406 -5,2

cYF-2H 16,3 Ci18H17N,05 309,1234 309,1218 5,2

cYF-2H 17,9 Ci18H17N,05 309,1234 309,1216 5,8

cYF-4H 23,3 C18H15N,03 307,1077 307,1072 1,7

Tabelle 7-7: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) durch CDO4-Np und CDOg-Np nach der

Exposition mit Licht.

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]

cYF 15,5 Ci1gH19N>03 311,1390 311,1407 -5,4

cYF-2H 16,3 Ci1gH17N203 309,1234 309,1204 9,6

cYF-2H 17,0 Ci1gH17N203 309,1234 309,1194 12,9

cYF-2H 17,9 Ci1gH17N203 309,1234 309,1216 5,7

cYF-4H 22,4 CigH1sN203 307,1077 307,1064 4,4

cYF-4H 23,3 C1gH15N203 307,1077 307,1072 1,6
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7.6

Identifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

cyclo(L-Phe-L-Leu) durch Hisg-CDOA-Np und CDOg-Np-Hiss (pKB83)

Tabelle 7-8: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Phe) (cYF) durch CDO4-Np und CDOg-Np

(pkB81).

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]

cFL 19,2 C15H21N,0, 261,1589 261,1626 -10,8

cFL-2H 19,6 CisH10N,0, 259,1441 259,1463 -8,7

cFL-2H 23,0 CisH10N,0, 259,1441 259,1477 -14,0

cFL-4H 23,5 CisH17N20; 257,1285 257,1316 -12,1

cFL-4H 24,6 CisH17N20; 257,1285 257,1321 -14,3

Tabelle 7-9: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Phe) (cYF) durch Hisg-CDOa-Np und CDOg-Np-

Hiss (pKB83).

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]

cFL 19,2 CisH21N20; 261,1589 261,1630 -12,4

cFL-2H 19,6  CisHisN2O3 259,1441 259,1469 -10,9

cFL-2H 23,0 CisH19N20, 259,1441 259,1470 -11,0

cFL-4H 23,5 C15H17N202 257,1285 257,1306 -8,5

cFL-4H 24,7 C1sH17N,0, 257,1285 257,1314 -11,3
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7.7

Identifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

cyclo(L-Tyr-.-Phe) und cyclo(L-Tyr-L.-Tyr) durch CDOa-Np und CDOg-Np
(pKB158 und pKB81)

Tabelle 7-10: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Tyr) (1) und cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) durch CDO,4-
Np und CDOg-Np (pKB157).

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]

1 9,8 Ci18H19N,04 327,1339 327,1339 0,2

2 15,3 Ci1gH19N>03 311,1390 311,1390 -0,1

Tabelle 7-11: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr-L-Tyr) (1) und cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) durch CDO,-
Np und CDOg-Np (pKB158).

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]

1 9,6 Ci1gH19N204 327,1339 327,1333 1,8

la 12,2 Ci1gH17N204 325,1183 325,1171 3,8

ib 19,5 CigH15N204 323,1026 323,1015 3,6

2 15,4 CisH19N203 311,1390 311,1390 -0,0

2a 15,8 CisH17N203 309,1234 309,1228 1,8

2b 17,6 C18H17N203 309,1234 309,1232 0,6

2c 22,7 C1gH15N203 307,1077 307,1078 -0,4

Tabelle 7-12: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclo(L-Tyr--Tyr) (1) und cyclo(L-Tyr-L-Phe) (2) durch CDO4-

Np und CDOg-Np (pKB81).

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]

1 9,6 Ci18H19N,04 327,1339 327,1335 1,4

la 12,2 Ci18H17N,04 325,1183 325,1172 3,4

1b 19,5 Ci18H15N,04 323,1026 323,1010 5,2

2 15,3 Ci1gH19N>03 311,1390 311,1397 -2,3

2a 15,9 CigH17N203 309,1234 309,1236 -0,8

2b 17,6 Ci1gH17N>03 309,1234 309,1240 -1,9

2c 22,8 C13H15N203 307,1077 307,1081 -1,4
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Abbildung 7-6: MS? Analyse von cyclo(L-Tyr-t-Tyr) (1) aus der Kultur mit CDOa-Np (pKB157).
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Abbildung 7-7: MS? Analyse von cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2) aus der Kultur mit CDOs-Np (pKB157).
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Abbildung 7-8: MS? Analyse von cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2) aus der Kultur mit CDO4-Np und CDOg-Np (pKB158).
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Abbildung 7-9: MS? Analyse von einfach dehydriertem cyclo(L-Tyr-t-Phe) (2a) aus der Kultur mit CDOs-Np und CDOg-Np
(pKB158).
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Abbildung 7-10: MS? Analyse von einfach dehydriertem cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2b) aus der Kultur mit CDOA-Np und CDOg-Np
(pKB158).
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Abbildung 7-11: MS? Analyse von cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2) aus der Kultur mit CDO-Np und CDOg-Np (pKB81).
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Abbildung 7-12: MS? Analyse von einfach dehydriertem cyclo(L-Tyr-.-Phe) (2a) aus der Kultur mit CDOa-Np und CDOg-Np
(pkB81).
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Abbildung 7-13: MS? Analyse von einfach dehydriertem cyclo(L-Tyr-1-Phe) (2b) aus der Kultur mit CDOa-Np und CDOg-Np
(pKBS81).
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7.8 ldentifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

cyclischen Dipeptiden durch CDOA-Np und CDOg-Np (pKB81)

Tabelle 7-13: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclischen Dipeptiden durch CDO4-Np und CDOg-Np.

]
cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(L-Phe-Gly) 8,5 C11H13N>0, 205,0972 205,0971 0,3
cyclo(APhe-Gly) 14,0 C11H11N>0, 203,0815 203,0815 0,2
cyclo(L-Phe-L-Ser) 7,1 C12H15N>03 235,1077 235,1078 -0,3
cyclo(APhe-L-Ser) / 11,9 C1,H13N205 233,0921 233,0911 4,2
cyclo(L-Phe-ASer)
cyclo(APhe-ASer) - C1H11N203 231,0764 - -
cyclo(L-Phe-L-Leu) 19,4 CisH21N,0, 261,1598 261,1603 -2,1
cyclo(APhe-L-Leu) / 19,7 C15H19N202 259,1441 259,1436 1,9
cyclo(L-Phe-ALeu) 22,6 C15H19N202 259,1441 259,1429 4,5
23,1 CisH19N,0, 259,1441 259,1444 -1,3
cyclo(APhe-ALeu) 24,6 Ci5H17N20, 257,1285 257,1293 -3,3
25,4 CisH17N,0, 257,1285 257,1292 -3,0
cyclo(L-Phe-L-Pro) 13,9 C14H17N20, 245,1285 245,1280 1,8
15,1 C14H17N,0, 245,1285 245,1296 -4,8
cyclo(APhe-L-Pro) 18,0 C14H15N,0, 243,1128 243,1137 -3,5
cyclo(L-Phe-L-Phe) 20,8 C18H19N20, 295,1441 295,1448 -2,2
cyclo(APhe-L-Phe) / 22,3 C13H17N202 293,1285 293,1280 1,6
cyclo(L-Phe-APhe)
cyclo(APhe-APhe) 26,2 C18H15N>0, 291,1128 291,1118 3,3
27,1 C18H15N,0, 291,1128 291,1120 2,9
cyclo(L.-Phe-L-Tyr) 15,4 C18H19N>05 311,1390 311,1370 6,4
cyclo(APhe-L-Tyr) / 16,2 C18H17N203 309,1234 309,1208 8,2
cyclo(L-Phe-ATyr) 17,8 C18H17N203 309,1234 309,1213 6,8
20,4 C18H17N205 309,1234 309,1198 11,5
20,5 C18H17N203 309,1234 309,1202 10,4
cyclo(APhe-ATyr) 22,5 C13H15N203 307,1077 307,1051 8,5
23,4 C18H15N203 307,1077 307,1054 7,4
23,5 Ci18H15N,05 307,1077 307,1038 12,8
cyclo(L.-Phe-L-Trp) 20,5 Ca0H20N30, 334,1550 334,1555 -1,4
cyclo(APhe-L-Trp) / 21,8 C20H1sN30, 332,1394 332,1399 -1,7
cyclo(L-Phe-ATrp)
cyclo(APhe-ATrp) 25,9 C20H16N30, 330,1237 330,1222 4,5
27,1 Ca0H16N30, 330,1237 330,1236 0,3
CyCIO(L-Phe-L-HiS) 5,5 CisH17N40; 285,1346 285,1344 0,7
CyC/O(APhe-L-HiS) / 8,8 C15H15N4Oz 283,1190 283,1182 2,6
cyclo(L-Phe-AHis) 11,0 CisH15sN40O, 283,1190 283,1185 1,5
cyclo(APhe-AHis) 18,9 C15H13N40, 281,1033 281,1032 0,2
20,9 C1sH13N40, 281,1033 281,1047 -5,1
cyclo(L-Tyr-Gly) 4,6 C11H13N>05 221,0921 221,0916 2,0
cyclo(ATyr-Gly) 9,9 C11H11N203 219,0764 219,0761 1,6
cyclo(L-Tyr-L-Ser) 4,3 C12H15N,04 251,1026 251,1001 10,1
cyclo(ATyr-L-Ser) / 7,3 C12H13N204 249,0870 249,0854 6,2
cyclo(L-Tyr-ASer)
cyclo(ATyr—ASer) - C12H11N204 247,0713 - -
cyclo(L-Tyr-L-Pro) 8,8 C14H17N,03 261,1234 261,1233 0,3
cyclo(ATyr-L-Pro) 12,9 C14H15N>03 259,1077 259,1063 5,4

14,5 C14H15N>03 259,1077 259,1075 0,7



ANHANG

161

cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(L-Tyr-L-Tyr) 9,7 C18H19N204 327,1339 327,1340 -0,2
cyclo(ATyr—L—Tyr) 12,6 C18H17N204 325,1183 325,1190 -2,1
cyclo(ATyr-ATyr) 19,3 CisH1sN,04 323,1026 323,1028 -0,6
20,1 C1gH15N04 323,1026 323,1031 -1,4
cyclo(L-Tyr-L-Trp) 16,0 C0H20N303 350,1499 350,1512 -3,7
cyclo(ATyr—L-Trp) / 17,2 CyoH18N303 348,1343 348,1355 -3,6
cyclo(L-Tyr-ATrp)
cyclo(ATyr-ATrp) 23,0 Ca0H16N303 346,1186 346,1181 1,6
23,8 Ca0H16N303 346,1186 346,1188 -0,6
24,0 CaoH16N303 346,1186 346,1184 0,5
cyclo(L-Tyr-p-Trp) 15,9 Ca0H20N303 350,1499 350,1525 -7,5
cyclo(ATyr-p-Trp) / 17,1 Ca0H1sN303 348,1343 348,1359 -4,7
cyclo(L-Tyr-ATrp)
cyclo(ATyr—ATrp) - C20H16N303 346,1186 - -
cyclo(L-Trp-Gly) 10,6 C13H14N30; 244,1081 244,1082 -0,7
cyclo(ATrp-Gly) 16,8 Ci13H12N30, 242,0924 242,0925 -0,5
cyclo(L-Trp-L-Ala) 11,9 C14H16N30, 258,1237 258,1234 1,3
cyclo(ATrp-L-Ala) / 13,0 C14H14N30, 256,1081 256,1074 2,4
cyclo(L-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(L-Trp-p-Ala) 11,6 C14H16N30; 258,1237 258,1242 -1,9
cyclo(ATrp-p-Ala) / 12,9 C14H14N30, 256,1081 256,1073 2,9
cyclo(L-Trp-AAla)
cyclo(ATrp—AAIa) - C14H12N302 254,0924 - -
cyclo(D-Trp-L-Ala) 11,5 C14H16N30; 258,1237 258,1258 -8,2
cyclo(ATrp-L-Ala) / 12,8 C14H14N30, 256,1081 256,1086 -2,2
cyclo(p-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(p-Trp-D-Ala) 11,7 C14H16N30, 258,1237 258,1253 -6,2
cyclo(ATrp-p-Ala) / 12,8 C14H14N30, 256,1081 256,1080 0,0
cyclo(p-Trp-AAla)
cyclo(ATrp—AAIa) - C14H12N302 254,0924 - -
cyclo(L-Trp-L-Leu) 18,3 C17H22N30; 300,1707 300,1716 -3,1
cyclo(ATrp—L-Leu) / 19,1 C17H20N302 298,1550 298,1556 -2,0
cyclo(L-Trp-ALeu) 22,9 C17H20N30; 298,1550 298,1541 3,1
cyclo(ATrp-AlLeu) 24,7 C17H1sNs0; 296,1394 296,1399 -1,8
cyclo(L-Trp-L-Pro) 15,0 C16H1sN30, 284,1394 284,1396 -0,9
16,3 Ci6H1sN30, 284,1394 284,1420 -9,3
cyclo(ATrp-L-Pro) / 15,4 C16H16N30, 282,1237 282,1238 -0,3
cyclo(L-Trp-APro)
cyclo(L-Trp-D-Pro) 15,0 Ci16H18N30; 284,1394 284,1448 -19,1
16,3 C16H1sN30, 284,1394 284,1412 -6,4
cyclo(ATrp-p-Pro) / 15,4 Ci16H16N30; 282,1237 282,1247 -3,7
cyclo(L-Trp-APro)
cyclo(p-Trp-L-Pro) 15,0 Ci16H1sN30; 284,1394 284,1428 -12,1
16,2 Ci6H1sN30, 284,1394 284,1406 -4,4
cyclo(ATrp-L-Pro) / 15,4 Ci16H16N30, 282,1237 282,1252 -5,5
cyclo(p-Trp-APro)
cyclo(p-Trp-p-Pro) 15,0 C16H1sN30; 284,1394 284,1389 1,7
16,4 C16H18N30; 284,1394 284,1408 -5,1
cyclo(ATrp-b-Pro) / 17,9 C16H16N30; 282,1237 282,1236 0,2
cyclo(p-Trp-APro)
cyclo(L-Trp-L-Trp) 20,4 C22H21N40, 373,1659 373,1668 -2,5
cyclo(ATrp-L-Trp) / 21,4 C22H19N40, 371,1503 371,1500 0,6
cyclo(L-Trp-ATrp) 22,1 C22H19N40, 371,1503 371,1479 6,2
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cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung

[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(BTrp-ATrp) 26,8 Ca2H17N4O> 369,1346 369,1301 12,3
cyclo(L-Trp-L-His) 8,2 C17H18NsO; 324,1455 324,1454 0,2
cyclo(ATrp-L-His) / 8,8 C17H16NsO; 322,1299 322,1295 1,1
cyclo(L-Trp-AHis)
cyclo(ATrp—AHis) 20,7 C17H14N502 320,1142 320,1133 3,0
21,4 C17H14Ns50, 320,1142 320,1136 2,0
cyclo(L-His-Gly) 2,6 CsH11N40, 195,0877 195,0869 3,7
cyclo(AHis-Gly) - CgHgN4O> 193,0720 - -
cyclo(L-His-L-Ala) 2,8 CoH13N40; 209,1033 209,1022 5,5
cyclo(AHis-L-Ala) / 4,2 CoH11N40; 207,0877 207,0857 9,4
cyclo(L-His-AAla)
cyclo(AHis-AAla) 5,5 CoHgN4O; 205,0720 205,0698 10,7
6,4 CoHgN4O2 205,0720 205,0708 5,7
7,8 CoHgN4O2 205,0720 205,0706 7,0
10,6 CsHgN4O; 205,0720 205,0700 9,9
11,9 CsHgN4O; 205,0720 205,0695 12,0
cyclo(L-His-L-Pro) 3,6 C11H15N40; 235,1190 235,1186 1,4
cyclo(AHis-L-Pro) 5,4 C11H13N40; 233,1033 233,0997 15,3
cyclo(L-Ala-L-Ser) - CeH11N503 159,0764 - -
cyclo(AAla-L-Ser) / - CsHoN,03 157,0608 - -
cyclo(L-Ala-ASer)
cyclo(AAla-ASer) - CgH7N,03 155,0451 - -
cyclo(L-Pro-L-Thr) 3,7 CoH15N20; 199,1077 199,1067 5,0
cyclo(L-Pro-AThr) - CoH13N20, 197,0921 - -
cyclo(L-Pro-L-Val) 8,5 C10H17N20; 197,1285 197,1300 -1,5
cyclo(L-Pro-AVal) - C10H15N>0, 195,1128 - -
cyclo(L-Pro-L-Leu) 11,5 C11H19N20; 211,1441 211,1442 -0,3
13,0 C11H19N,0, 211,1441 211,1461 -9,3
cyclo(L-Pro-ALeu) 13,4 C11H17N20; 209,1285 209,1286 -0,8
cyclo(L-Glu-L-Glu) 14,3 C1oH15N206 259,0925 259,1090 -63,7
cyclo(AGlu-L-Glu) 14,6 C10H13N206 257,0768 257,0891 -47,7
15,9 C10H13N206 257,0768 257,0922 -59,9
cyclo(AGIu—AGIu) 16,1 C10H11N206 255,0612 255,0739 -49,9
(R)- 21,5 CisH16N30, 306,1237 306,1270 -10,8
Benzodiazepindion
- CisH14N30; 304,1081 - -
(S)- 21,4 Ci18H16N30, 306,1237 306,1185 17,1
Benzodiazepindion
- CigH1aN30; 304,1081 - -
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7.9

Identifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

cyclischen Dipeptiden durch Ndas_1146 und Ndas_1147

Tabelle 7-14: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclischen Dipeptiden durch Ndas_1146 und Ndas_1147.

cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(L-Phe-Gly) 8,4 C11H13N>0, 205,0972 205,0981 -4,8
cyclo(APhe-Gly) 14,0 C11H11N>0, 203,0815 203,0813 1,1
cyclo(L-Phe-L-Ser) 6,9 C12H15N>03 235,1077 235,1081 -1,7
cyclo(APhe-L-Ser) / 11,6 C1,H13N205 233,0921 233,0896 10,6
cyclo(L-Phe-ASer)
cyclo(APhe-ASer) - C1H11N203 231,0764 - -
cyclo(L-Phe-L-Leu) 19,4 Ci5H21N20, 261,1598 261,1604 -2,4
cyclo(APhe-L-Leu) / 22,4 C15H19N202 259,1441 259,1448 -2,7
cyclo(L-Phe-ALeu) 22,9 C15H19N202 259,1441 259,1451 -4,0
cyclo(APhe-ALeu) 23,4 C15H17N202 257,1285 257,1294 -3,7
24,5 Ci1sH17N,0, 257,1285 257,1309 -9,6
24,7 Ci1sH17N,0, 257,1285 257,1309 -9,4
25,5 C1sH17N,0, 257,1285 257,1283 0,5
cyclo(L-Phe-L-Pro) 13,9 C14H17N20, 245,1285 245,1290 -2,3
15,1 C14H17N20, 245,1285 245,1302 -7,0
cyclo(APhe-L-Pro) 14,3 C14H15N20, 243,1128 243,1134 -2,3
18,0 C14H15N>0, 243,1128 243,1136 -3,3
CyCIO(L-Phe-L-PhE) 20,5 C18H19N202 295,1441 295,1457 -5,3
cyclo(APhe-L-Phe) / 22,1 CisH17N,0, 293,1285 293,1283 0,5
cyclo(L-Phe-APhe)
cyclo(APhe-APhe) 26,1 C18H15N>0, 291,1128 291,1126 0,7
27,0 Ci18H1s5N,0, 291,1128 291,1131 -0,9
cyclo(L.-Phe-L-Tyr) 15,6 C18H19N>03 311,1390 311,1381 3,0
cyclo(APhe-L-Tyr) / 16,4 C18H17N205 309,1234 309,1228 1,9
cyclo(L-Phe-ATyr) 17,9 C18H17N205 309,1234 309,1240 -2,2
20,5 C18H17N205 309,1234 309,1222 3,7
21,4 C18H17N,0s 309,1234 309,1231 1,0
cyclo(APhe-ATyr) 22,6 C18H15N>03 307,1077 307,1072 -7,0
23,4 Ci18H15N,03 307,1077 307,1073 1,2
23,5 Ci18H15N,05 307,1077 307,1076 0,4
cyclo(L-Phe-L-Trp) 20,3 C20H20N30, 334,1550 344,1552 -0,5
cyclo(APhe-L-Trp) / 21,6 C20H18N30, 332,1394 332,1408 -4,2
cyclo(L-Phe-ATrp) 21,8 C20H18N30, 332,1394 332,1402 -2,5
cyclo(APhe-ATrp) 26,0 C20H16N30, 330,1237 330,1241 -1,2
27,1 C20H16N30, 330,1237 330,1239 -0,6
CyCIO(L-Phe-L-HiS) 6,0 CisH17N40; 285,1346 285,1351 -1,8
cyclo(APhe-L-His) / 8,1 CisH15sN40O, 283,1190 283,1201 -4,2
cyclo(L-Phe-AHis) 10,7 CisH15sN40O, 283,1190 283,1179 3,6
cyclo(APhe-AHis) 18,8 Ci5H13N40, 281,1033 281,1048 -5,3
20,8 C1sH13N40, 281,1033 281,1064 -11,2
cycIo(L-Tyr-GIy) 4,4 C11H13N,03 221,0921 221,0917 1,8
cyclo(ATyr-Gly) 9,6 C11H11N205 219,0764 219,0759 2,4
cyclo(L-Tyr-L-Ser) 4,0 C12H15N204 251,1026 251,1031 -1,7
cyclo(ATyr—L—Ser) / 7,2 C12H13N204 249,0870 249,0895 -9,9
cyclo(L-Tyr-ASer)
cyclo(ATyr-ASer) - C1,H11N>04 247,0713 - -
cyclo(L-Tyr-L-Pro) 8,5 C14H17N203 261,1234 261,1270 -13,8
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cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(ATyr-L-Pro) 3,1 C14H1sN205 259,1077 259,1092 5,7
14,1 C14H15N203 259,1077 259,1100 -8,8
cyclo(L-Tyr-L-Tyr) 9,6 C18H19N204 327,1339 327,1344 -1,4
cyclo(ATyr—L-Tyr) 12,4 C13H17N204 325,1183 325,1183 -0,0
cyclo(ATyr-ATyr) 19,0 CigH1sN204 323,1026 323,1041 -4,6
19,8 Ci18H15N,04 323,1026 323,1029 -0,9
cyclo(L-Tyr-L-Trp) 15,8 Ca0H20N30;3 350,1499 350,1543 12,4
cyclo(ATyr-L-Trp) / 17,1 CaoH15N303 348,1343 348,1392 -14,2
cyclo(L-Tyr-ATrp)
cyclo(ATyr-ATrp) 22,8 Ca0H16N30;3 346,1186 346,1212 7,4
23,6 Cy0H16N303 346,1186 346,1215 -8,4
23,9 Ca0H16N303 346,1186 346,1211 -7,3
cyclo(L-Tyr-D-Trp) 15,9 C0H20N303 350,1499 350,1549 -14,3
cyclo(ATyr-D-Trp) / 17,2 Co0H18N303 348,1343 348,1402 -17,1
cyclo(L-Tyr-ATrp)
cyclo(ATyr-ATrp) - Ca0H16N303 346,1186 - -
cyclo(L-Trp-Gly) 10,2 C13H14N30; 244,1081 244,1117 -14,9
cyclo(ATrp-Gly) - C13H12N30, 242,0924 - -
cyclo(L-Trp-L-Ala) 11,7 C14H16N30; 258,1237 258,1278 -15,7
cyclo(ATrp-L-Ala) / 12,8 C14H1aN30; 256,1081 256,1124 -16,9
cyclo(L-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(L-Trp-p-Ala) 11,7 Ci14H16N30, 258,1237 258,1247 -3,8
cyclo(ATrp—D-AIa) / 12,9 C14H14N302 256,1081 256,1073 3,1
cyclo(L-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(p-Trp-L-Ala) 11,5 C14H16N30; 258,1237 258,1276 -15,1
cyclo(ATrp-L-Ala) / 12,8 C14H1aN30; 256,1081 256,1115 -13,6
cyclo(p-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(p-Trp-D-Ala) 11,7 C14H16N30; 258,1237 258,1280 -16,8
cyclo(ATrp-p-Ala) / 12,8 C14H14N30; 256,1081 256,1117 -14,3
cyclo(p-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(L-Trp-L-Leu) 18,3 C17H22N30; 300,1707 300,1767 -20,3
cyclo(ATrp-L-Leu) / 19,2 C17H20N30; 298,1550 298,1607 -19,2
cyclo(L-Trp-ALeu) 23,0 C17H20N30; 298,1550 298,1596 -15,6
cyclo(ATrp-ALeu) 24,8 C17H18N30; 296,1394 296,1440 -15,6
cyclo(L-Trp-L-Pro) 16,2 C16H1sN30; 284,1394 284,1461 -23,8
cyclo(ATrp-L-Pro) / 15,4 C16H16N30, 282,1237 282,1291 -19,0
cyclo(L-Trp-APro)
cyclo(L-Trp-D-Pro) 14,9 C16H18N30; 284,1394 284,1450 -20,0
cyclo(ATrp-p-Pro) / 15,4 C16H16N30; 282,1237 282,1276 -13,8
cyclo(L-Trp-APro)
cyclo(p-Trp-L-Pro) 15,0 Ci16H1sN30; 284,1394 284,1443 -17,3
cyclo(ATrp-L-Pro) / 15,3 C16H16N302 282,1237 282,1264 -9,4
cyclo(p-Trp-APro)
cyclo(p-Trp-D-Pro) 16,4 C16H1sN30; 284,1394 284,1412 -6,6
cyclo(ATrp-b-Pro) / 15,5 C16H16N30; 282,1237 282,1221 5,7
cyclo(p-Trp-APro) 17,8 C16H16N30; 282,1237 282,1233 1,6
cyclo(L-Trp-L-Trp) 20,3 C22H21N40, 373,1659 373,1659 0,1
CyCIO(ATrp—L-TI'p) / 21,4 C2H19N40; 371,1503 371,1503 -0,2
cyclo(L-Trp-ATrp) 22,1 C22H19N40, 371,1503 371,1497 1,4
cyclo(ATrp-ATrp) 26,9 C22H17N4O; 369,1346 369,1342 1,0
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cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung

[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(L-Trp-L-His) 7,6 C17H1sNs0, 324,1455 324,1502 -14,6
cyclo(ATrp-L-His) / 8,4 C17H16Ns0; 322,1299 322,1328 -9,2
cyclo(L-Trp-AHis)
cyclo(ATrp-AHis) 20,5 C17H1aNsO, 320,1142 320,1183 -12,7
21,2 C17H14Ns0, 320,1142 320,1186 -13,6
cyclo(L-His-Gly) 2,6 CgH11N40; 195,0877 195,0870 3,2
cyclo(AHis-Gly) - CgHgN4O> 193,0720 - -
cyclo(L-His-L-Ala) 2,6 CoH13N40; 209,1033 209,1069 -17,2
cyclo(AHis-L-Ala) / 15,2 CoH11N40; 207,0877 207,0840 17,8
cyclo(L-His-AAla) 24,5 CoH11N40; 207,0877 207,0837 19,3
CoH11N4O; 207,0877 207,
cyclo(AHis-AAla) 54 CoHoN4O; 205,0720 205,0735 -7,4
10,4 CoHgN4O2 205,0720 205,0742 -10,9
11,7 CoHsN4O3 205,0720 205,0734 -7,0
13,2 CoHgN4O> 205,0720 205,0758 -18,5
14,7 CoHgN4O> 205,0720 205,0742 -10,9
15,9 CoHgN4O> 205,0720 205,0699 10,3
cyclo(L-His-L-Pro) 2,7 C11H15N40, 235,1190 235,1190 -0,2
cyclo(AHis-L-Pro) 17,8 C11H13N40, 233,1033 233,1040 -3,1
cyclo(L-Ala-L-Ser) - CeH11N,03 159,0764 - -
cyclo(AAla-L-Ser) / - CsHoN,03 157,0608 - -
cyclo(L-Ala-ASer)
cyclo(AAla-ASer) - CgH7N,03 155,0451 - -
cyclo(L-Pro-L-Thr) 3,7 CoH15N,0; 199,1077 199,1078 -0,2
cyclo(L-Pro-AThr) - CyH13N,0, 197,0921 - -
cyclo(L-Pro-L-Val) 8,5 Ci10H17N20, 197,1285 197,1300 -7,6
cyclo(L-Pro-AVal) - C10H15N20, 195,1128 - -
cyclo(L-Pro-L-Leu) 12,1 C11H19N20, 211,1441 211,1455 -6,5
13,0 C11H19N,0, 211,1441 211,1457 -7,4
cyclo(L-Pro-ALeu) 13,6 C11H17N,0, 209,1285 209,1278 3,1
cyclo(L-GIu-L-GIu) 14,3 C10H15N206 259,0925 259,1073 -57,4
CyC/O(AG'U-L-G|U) 15,9 C10H13N206 257,0768 257,0915 -57,2
cyclo(AGIu—AGIu) - C10H11N206 255,0612 - -
(R)- 21,5 Ci8H16N30, 306,1237 306,1289 -17,0
Benzodiazepindion
- Ci18H14N30, 304,1081 - -
(S)- 21,6 Ci1gH16N30, 306,1237 306,1284 -15,2
Benzodiazepindion
- Ci18H1aN30, 304,1081 - -
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7.10 Identifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

cyclischen Dipeptiden durch AlbA und AlbB (pKB90)

Tabelle 7-15: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von cyclischen Dipeptiden durch AIbA und AlbB.

—————————————————————————————————————————————————————————
cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(L-Phe-Gly) 8,6 C11H13N>0, 205,0972 205,0972 -0,4
cyclo(APhe-Gly) 14,2 C11H11N>0, 203,0815 203,0814 0,6
14,8 C11H1N,0, 203,0815 203,0805 5,0
cyclo(L-Phe-L-Ser) 7,1 C12H15N205 235,1077 235,1072 2,1
cyclo(APhe-L-Ser) / 11,8 C1,H13N205 233,0921 233,0902 8,0
cyclo(L-Phe-ASer)
cyclo(APhe-ASer) - C12H11N203 231,0764 - -
cyclo(L-Phe-L-Leu) 19,5 CisH21N,0, 261,1598 261,1596 0,6
cyclo(APhe-L-Leu) / 19,7 C15H19N202 259,1441 259,1441 0,1
cyclo(L-Phe-ALeu) 23,1 C15H19N202 259,1441 259,1437 1,5
cyclo(APhe-ALeu) 23,4 Ci5H17N20, 257,1285 257,1276 3,2
24,7 CisH17N,0, 257,1285 257,1282 0,9
cyclo(L-Phe-L-Pro) 14,1 C14H17N20, 245,1285 245,1283 0,6
15,3 C14H17N,0, 245,1285 245,1292 -3,0
cyclo(APhe-L-Pro) 18,2 C14H15N20, 243,1128 243,1133 -2,2
cyclo(L-Phe-L-Phe) 20,8 CisH19N,0, 295,1441 295,1445 -1,4
cyclo(APhe-L-Phe) / 22,3 CisH17N,0, 293,1285 293,1281 -8,0
cyclo(L-Phe-APhe)
cyclo(APhe-APhe) 26,3 CisH1sN20; 291,1128 291,1126 0,7
27,1 C18H15N,0, 291,1128 291,1129 -0,4
cyclo(L.-Phe-L-Tyr) 15,7 C18H19N>03 311,1390 311,1390 0,2
cyclo(APhe-L-Tyr) / 16,5 C18H17N203 309,1234 309,1230 1,2
cyclo(L-Phe-ATyr) 18,1 C18H17N203 309,1234 309,1228 1,8
20,5 Ci18H17N,03 309,1234 309,1214 6,4
21,5 Ci18H17N,03 309,1234 309,1221 43
cyclo(APhe-ATyr) 22,7 CigH1sN203 307,1077 307,1071 2,1
23,4 C18H15N203 307,1077 307,1073 1,5
23,7 Ci18H15N,03 307,1077 307,1067 3,2
cyclo(L.-Phe-L-Trp) 20,7 Ca0H20N30, 334,1550 334,1550 0,0
cyclo(APhe-L-Trp) / 21,9 C20H1sN30, 332,1394 332,1398 -1,4
cyclo(L-Phe-ATrp)
cyclo(APhe-ATrp) 26,0 Ca0H16N30, 330,1237 330,1234 1,0
27,2 Ca0H16N30, 330,1237 330,1232 1,7
cyclo(L-Phe-L-His) 7,3 CisH17N40, 285,1346 285,1345 0,5
cyclo(APhe-L-His) / 9,5 CisHisN40, 283,1190 283,1199 -3,5
cyclo(L-Phe-AHis) 11,2 C15H15N402 283,1190 283,1183 1,3
cyclo(APhe-AHis) 19,2 C15H13N40, 281,1033 281,1032 0,5
21,1 C1sH13N40, 281,1033 281,1039 -2,3
23,2 C1sH13N40, 281,1033 281,1037 -1,5
cyclo(L-Tyr-Gly) 4,6 C11H13N>03 221,0921 221,0913 3,3
cyclo(ATyr-Gly) 7,4 C11H11N203 219,0764 219,0770 -2,8
9,9 C11H11N,05 219,0764 219,0757 3,4
cyclo(L-Tyr-L-Ser) 4,2 C12H15N204 251,1026 251,1107 -32,0
cyclo(ATyr—L—Ser) / - C12H13N204 249,0870 - -
cyclo(L-Tyr-ASer)
cyclo(ATyr-ASer) 23,3 C1,H11N>04 247,0713 247,0852 -56,3

cyclo(L-Tyr-L-Pro) 8,9 C14H17N205 261,1234 261,1236 -0,7
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cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(ATyr-L-Pro) 14,5 C14H15N203 259,1077 259,1071 2,4
cyclo(L-Tyr-L-Tyr) 9,7 C15H19N,04 327,1339 327,1335 1,3
cyclo(ATyr-L-Tyr) 11,5 CigH17N204 325,1183 325,1179 1,1
12,7 Ci1gH17N;04 325,1183 325,1180 0,9
cyclo(ATyr—ATyr) 19,4 C13H15N204 323,1026 323,1024 0,8
20,2 Ci18H15N,04 323,1026 323,1024 0,8
cyclo(L-Tyr-L-Trp) 16,2 Ca0H20N30;3 350,1499 350,1500 0,2
cyclo(ATyr-L-Trp) / 17,4 CaoH1sN303 348,1343 348,1344 -0,5
cyclo(L-Tyr-ATrp)
cyclo(ATyr-ATrp) 23,1 Ca0H16N30;3 346,1186 347,1180 1,8
24,0 Cy0H16N303 346,1186 347,1189 -0,7
24,1 Cy0H16N303 346,1186 347,1173 3,8
cyclo(L-Tyr-D-Trp) 16,2 C0H20N303 350,1499 350,1492 2,2
cyclo(ATyr-D-Trp) / 17,4 CyoH18N303 348,1343 348,1338 1,5
cyclo(L-Tyr-ATrp)
cyclo(ATyr-ATrp) - Ca0H16N303 346,1186 - -
cyclo(L-Trp-Gly) 10,6 C13H14N30; 244,1081 244,1081 0,3
cyclo(ATrp-Gly) - C13H12N30, 242,0924 - -
cyclo(L-Trp-L-Ala) 11,9 C14H16N30; 258,1237 258,1234 1,0
cyclo(ATrp-L-Ala) / 13,1 C14H1aN30; 256,1081 256,1076 1,8
cyclo(L-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(L-Trp-p-Ala) 11,8 Ci14H16N30, 258,1237 258,1234 1,3
cyclo(ATrp-p-Ala) / 13,0 C14H14N30, 256,1081 256,1060 8,1
cyclo(L-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(p-Trp-L-Ala) 11,8 C14H16N30; 258,1237 258,1236 0,4
cyclo(ATrp-L-Ala) / 13,1 C14H1aN30; 256,1081 256,1074 2,6
cyclo(p-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(p-Trp-p-Ala) 12,0 C14H16N50; 258,1237 258,1234 1,3
cyclo(ATrp-D-AIa) / 13,1 C14H14N302 256,1081 256,1073 3,1
cyclo(p-Trp-AAla)
cyclo(ATrp-AAla) - C14H12N30, 254,0924 - -
cyclo(L-Trp-L-Leu) 18,7 C17H22N30; 300,1707 300,1704 0,8
cyclo(ATrp-L-Leu) / 19,5 C17H20N30; 298,1550 298,1547 1,1
cyclo(L-Trp-ALeu) 23,3 C17H20N30; 298,1550 298,1534 5,3
cyclo(ATrp-ALeu) 25,0 C17H18N30; 296,1394 296,1384 3,2
cyclo(L-Trp-L-Pro) 15,3 C16H1sN30; 284,1394 248,1382 4,1
16,6 C16H1sN30; 284,1394 284,1393 0,1
cyclo(ATrp—L-Pro) / 15,8 Ci16H16N30; 282,1237 282,1233 1,6
cyclo(L-Trp-APro)
cyclo(L-Trp-D-Pro) 15,3 C16H1sN30; 284,1394 284,1398 -1,7
16,6 C16H18N30, 284,1394 248,1388 1,9
cyclo(ATrp-p-Pro) / 15,8 Ci16H16N302 282,1237 282,1229 2,9
cyclo(L-Trp-APro)
cyclo(p-Trp-L-Pro) 15,4 Ci16H1sN30; 284,1394 284,1392 0,5
16,7 C16H1sN30; 284,1394 284,1384 3,4
cyclo(ATrp-L-Pro) / 15,8 C16H16N30; 282,1237 282, 1220 6,1
cyclo(p-Trp-APro)
cyclo(p-Trp-b-Pro) 15,3 C16H18N30; 284,1394 284,1387 2,2
16,6 Ci16H1sN30; 284,1394 284,1401 -2,6
cyclo(ATrp-p-Pro) / 15,8 C16H16N30, 282,1237 282,1229 2,7
cyclo(p-Trp-APro)
18,2 C16H16N30; 282,1237 282,1242 -1,8
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cyclische Peptide RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung

[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
cyclo(L-Trp-L-Trp) 20,7 C22H21N40; 373,1659 373,1658 0,2
CyCIO(ATrp—L-TI'p) / 21,7 C2H19N40; 371,1503 371,1499 0,9
cyclo(L-Trp-ATrp) 22,4 CyoH19N40; 371,1503 371,1496 1,8
cyclo(ATrp-ATrp) 27,1 C22H17N40, 369,1346 369,1334 3,2
cyclo(L-Trp-L-His) 8,0 C17H18NsO; 324,1455 324,1462 -2,2
8,5 C17H18Ns50, 324,1455 324,1480 -7,6
cyclo(ATrp-L-His) / 9,0 C17H16NsO; 322,1299 322,1299 -0,3
cyclo(L-Trp-AHis)
cyclo(ATrp-AHis) 21,0 C17H1aNsO; 320,1142 320,1144 -0,7
21,6 C17H14N50, 320,1142 320,1146 -1,3
cyclo(L-His-Gly) 2,8 CgH11N40O; 195,0877 195,0871 2,9
cyclo(AHis-Gly) - CsHsN4O> 193,0720 - -
cyclo(L-His-L-Ala) 2,9 CoH13N40; 209,1033 209,1027 3,0
cyclo(AHis—L-AIa) / - C9H11N402 207,0877 - -
cyclo(L-His-AAla)
cyclo(AHis-AAla) 54 CoHgN40O; 205,0720 205,0700 9,9
10,5 CsHgN4O; 205,0720 205,0704 7,8
11,8 CoHgN4O; 205,0720 205,0701 9,5
cyclo(L-His-L-Pro) 3,6 C11H15N40; 235,1190 235,1189 0,1
cyclo(AHis-L-Pro) 5,5 C11H13N40; 233,1033 233,1065 -13,9
cyclo(L-Ala-L-Ser) - CeH11N,03 159,0764 - -
cyclo(AAla-L-Ser) / - CsHoN,03 157,0608 - -
cyclo(L-Ala-ASer)
cyclo(AAla-ASer) - CgH7N,03 155,0451 - -
cyclo(L-Pro-L-Thr) 3,9 CoH15N>0; 199,1077 199,1070 3,5
cyclo(L-Pro-AThr) - CyH13N,0, 197,0921 - -
cyclo(L-Pro-L-Val) 8,0 C1oH17N20; 197,1285 197,1277 3,8
8,8 C10H17N,0, 197,1285 197,1286 -0,5
cyclo(L-Pro-AVal) - C10H15N20, 195,1128 - -
cyclo(L-Pro-L-Leu) 12,5 C11H19N>0; 211,1441 211,1441 -0,1
13,4 C11H19N20; 211,1441 211,1445 -1,9
cyclo(L-Pro-ALeu) 13,8 C11H17N,0, 209,1285 209,1283 0,9
cyclo(L-Glu-L-Glu) 14,7 Ci10H15N206 259,0925 259,1063 -53,5
cyclo(AGlu-L-Glu) 10,5 C10H13N206 257,0768 257,0786 -7,0
13,6 C10H13N206 257,0768 257,0903 -52,7
16,3 C10H13N,0¢ 257,0768 257,0913 -56,3
cyc/o(AGIu-AGIu) - C10H11N205 255,0612 - -
(R)- 21,7 Ci18H16N30, 306,1237 306,1242 -1,7
Benzodiazepindion
- Ci1gH1aN30; 304,1081 - -
(S)- 21,7 CisH16N30, 306,1237 306,1242 -0,8
Benzodiazepindion
- CisH14N30; 304,1081 - -
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7.11 Identifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

deuteriertem cyclo(L-Tyr-L.-Phe) durch CDOA-Np und CDOg-Np (pKB81)

Tabelle 7-16: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von deuteriertem cyclo(L-Tyr-L-Phe) (5) durch CDO4-Np und
CDOB-Np

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung

[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
5 22,5 CigHisDaN,Os 3151641  315,1640 0,4
52 23,1 C18H14D3N;,03 312,1422 312,1407 4,8
5b 24,4 C18H14D3N;,03 312,1422 312,1416 1,9

5¢ 28,9  CigH13D;:N>03 309,1203 309,1195 2,5
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Molecular Weight: 287,3749 Molecular Weight: 287,3749 Molecular Weight: 287,3749

Abbildung 7-14: Putatives Fragmentierungsmuster von protoniertem 3-,3-,3",3*-D4-cyclo(L-Tyr-L-Phe).
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Abbildung 7-15: MS? Analyse von 3-,3-,3%,3"-D,-cyclo(L-Tyr-L-Phe) (5) aus der Kultur mit CDOa-Np und CDOg-Np.
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Abbildung 7-16: MS? Analyse von einfach dehydriertem 3-,3-,3*-Ds-cyclo(L-Tyr-APhe) (5a) aus der Kultur mit CDOs-Np und

CDOg-Np
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Abbildung 7-17: MS? Analyse von einfach dehydriertem 3-,3,3“Ds-cyclo(ATyr-1-Phe) (5b) aus der Kultur mit CDOs-Np und

CDOB-NP
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7.12 |dentifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

deuteriertem cyclo(L.-Tyr-L.-Phe) durch Ndas_1146 und Ndas_1147

Tabelle 7-17: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von deuteriertem cyclo(L-Tyr-1-Phe) (5) durch Ndas_1146 und
Ndas_1147.

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung

[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
5 22,7 CisH15D4N>03 315,1641 315,1641 -0,0
5a 23,3 Ci1sH14D3N,03 312,1422 312,1413 2,8
5b 24,6 Ci1sH14D3N,03 312,1422 312,1408 4,5
5¢ 29,1 CisH13D2N,03 309,1203 309,1195 2,5
Intens. {44 +MS, 22.7min #4566
x104 315.1642
_ L 2
4 -
2 -
_ 245.1275
288.6778
N L i N N
x'lOQ‘ Ja4. +M52(315.1642§ 17.7-44 3eV, 22.7min #4567
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] L 4
54
47
3]
23 287.1694
] 138.0870 207.1100
! _E 122.0921 241.1398 J‘
ol —. N N S N Al

Y T ———— ——T—
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Abbildung 7-18: MS? Analyse von 3-,3-,3",3"-D4-cyclo(L-Tyr-1-Phe) (5) aus der Kultur mit Ndas_1146 und Ndas_1147.
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Abbildung 7-19: MS? Analyse von einfach dehydriertem 3-,3-,3-Ds-cyclo(L-Tyr-APhe) (5a) aus der Kultur mit Ndas_1146 und

Ndas_1147.
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Abbildung 7-20: MS? Analyse von einfach dehydriertem 3-,3-,3“-Ds-cyclo(ATyr-1-Phe) (5b) aus der Kultur mit Ndas_1146 und

Ndas_1147.
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7.13 Identifizierung der enzymatischen Produkte der Biotransformation von

deuteriertem cyclo(L-Tyr-L-Phe) durch AlbA und AlbB (pKB90)

Tabelle 7-18: HR-ESI-MS Daten der enzymatischen Umsetzung von deuteriertem cyclo(L-Tyr--Phe) (5) durch AlbA und AlbB.

RT Summenformel m/z[M+H]* m/z[M+H]* Abweichung
[min] [M+H]* (berechnet) (gemessen) [ppm]
5 22,7 Ci1gH15D4N,03 315,1641 315,1648 -2,2
5a 23,3 Ci1gH14D3N,03 312,1422 312,1424 -0,7
5b 24,6 Ci1gH14D3N,03 312,1422 312,1419 1,0
5¢ 29,1 CisH13D2N,03 309,1203 309,1196 2,2
Intens. J16, +MS, 22.4min #4488
X104 288.6789
1257 '
1.004
0757
0-50—5 24>.1272 315.1634
0251
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Abbildung 7-21: MS? Analyse von 3-,3-,3%,3"-D-cyclo(L-Tyr-.-Phe) (5) aus der Kultur mit AIbA und AlbB.
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Abbildung 7-22: MS? Analyse von einfach dehydriertem 3-,3-,3"-Ds-cyclo(L-Tyr-APhe) (5a) aus der Kultur mit AIbA und AlbB.
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Abbildung 7-23: MS? Analyse von einfach dehydriertem 3-,3",3"-Ds-cyclo(ATyr-1-Phe) (5b) aus der Kultur mit AIbA und AlbB.
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