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Zusammenfassung

Naturstoffe, die aus dem Sekundarmetabolismus stammen werden von Organismen nicht unbedingt
zum Uberleben, der Reproduktion oder der Differenzierung benétigt, bieten aber dennoch einen sig-
nifikanten Selektionsvorteil in der Konkurrenz mit anderen Lebewesen. Daraus resultiert, dass viele
dieser Naturstoffe in Organismen bestimmte biologische Aktivitaten aufweisen. Durch die biologi-
sche Aktivitat vieler dieser Substanzen ist beispielsweise der pilzliche Sekundarmetabolismus eine
attraktive Quelle fiir die Entdeckung und Entwicklung neuer Arzneimittel. Bisher wurde nur ein
Bruchteil aller existierenden Pilze identifiziert, was bedeutet, dass noch immer ein enormes unge-
nutztes Potenzial fir die Herstellung pharmazeutisch nutzbarer Naturstoffe vorhanden ist. Dieses
Potenzial kann durch verschiedene bioinformatische, molekularbiologische und biochemische An-
satze zuganglich gemacht werden.

Die Entdeckung biosynthetischer Gene fir Sekundarmetabolite in Pilzen wird dadurch erleichtert,
dass relevante Gene fiir die Herstellung einer Verbindung nebeneinander an einem bestimmten Lo-
kus auf dem Chromosom vorliegen, d.h. sie sind geclustert. Diese biosynthetischen Gencluster (BGCs)
enthalten ein oder mehrere Gene, deren Proteinprodukte fir die Bildung des Kohlenstoffriickgrats
des jeweiligen Stoffs verantwortlich ist. Dieses Riickgrat wird durch weitere, im Cluster kodierte, mo-
difizierende Enzyme strukturell diversifiziert. In dieser Arbeit wurden die BGCs fiir zwei unterschied-
liche Naturstoffe und ihre Analoga in dem Ascomyceten Aspergillus ruber identifiziert und bestatigt.
AuBerdem wurden einzelne Schritte in diesen Stoffwechselwegen naher untersucht.

Das Salicylaldehydderivat Flavoglaucin und seine Analoga unterscheiden sich nur in der Anzahl und
Position der Doppelbindungen in der Heptyl-Seitenkette. In vorangegangenen Studien wurde gezeigt,
dass einige dieser Substanzen biologisch aktiv sind, indem sie beispielsweise als Antioxidantien wir-
ken, antiinflammatorische Effekte vorweisen oder auch an humane Opioid- und Cannabinoidrezep-
toren binden. Obwohl Flavoglaucin und seine Analoga schon 1934 zum ersten Mal beschrieben wur-
den, war bis zur Veroffentlichung der in dieser Arbeit beschriebenen Daten nicht viel mehr tiber ihre
Biosynthese bekannt, als dass sie Produkte des Polyketidstoffwechsels sind. Durch Genome Mining
konnte in dieser Arbeit ein Gencluster (fog-Cluster) im Genom von A. ruber identifiziert werden, der
alle notigen Gene fiir die Biosynthese dieser Stoffe enthalt. Die heterologe Expression dieses BGC im
Modellorganismus Aspergillus nidulans bestatigte, dass der fog-Cluster fiir die Bildung von Flavoglau-
cin und seinen Analoga verantwortlich ist. Gendeletionen in dem heterologen Expressionsstamm, die
Uberexpression des Gens fiir die hoch-reduzierende Polyketidsynthase (HR-PKS) fogA in A. nidulans,
in vitro-Enzymassays mit der Prenyltransferase FogH und Flitterungsexperimente zur Untersuchung
der FAD-abhangigen Oxidoreduktase FogF zeigten einen ungewo6hnlichen Weg hin zum finalen Alde-
hydprodukt. Das Polyketidgrundgeriist wird von FogA in Kooperation mit dem Cupin FogC und den
kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen FogB und FogD reduktiv als Salicylalkohol entlassen, nur
um nach der C3-Hydroxylierung durch das Cytochrom P450 (CYP) FogE und die C5-Prenylierung durch
FogH von FogF wieder zu einem Aldehyd oxidiert zu werden. Diese Reoxidation ist bemerkenswert,
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da die Freisetzung des Produkts von einer HR-PKS fiir gewdhnlich hydrolytisch als Carbonsaure oder
reduktiv allerh6chstens als Aldehyd erfolgt. Die Modifikation der Intermediate vor der Reoxidation
erfordert scheinbar die Hydroxymethylgruppe des Salicylalkohols, denn eine Prenylierung des syn-
thetisierten Aldehyd-Substratanalogs durch FogH findet nicht statt. Diese Arbeit wurde in Koopera-
tion mit Frau Dr. Huomiao Ran durchgefiihrt. Die Biosynthese von Flavoglaucin weist einige Parallelen
zu denen von Sordarial in Neurospora crassa und Trichoxid in Trichoderma virens auf, unterscheidet
sich aber neben der Prenylierung signifikant durch die finale Reoxidation und die Variabilitat des Sat-
tigungsmusters in der Heptyl-Seitenkette.

In dieser Arbeit wurde auch die Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie naher unter-
sucht. Aus einer vorigen Studie war bekannt, dass zwei Prenyltransferasen EChPT1 und EchPT2 jeweils
die reverse C2-Prenylierung und mehrere konsekutive reguldre Prenylierungen des Indolrings des
zyklischen Dipeptids aus L-Tryptophan und L-Alanin katalysieren. Die Einfihrung einer oder zwei exo-
Doppelbindungen an den Substituenten um den 2,5-Diketopiperazinring durch eine CYP aus dem
identifizierten BGC wurde jedoch nur vermutet. Durch heterologe Expression des postulierten ech-
BGCs in A. nidulans konnte diesem Cluster die Bildung von Substanzen der Echinulin-Familie eindeutig
zugewiesen werden. Dabei wurden allerdings nur Substanzen ohne Doppelbindung (Echinulin-Serie)
und mit einer (A'°) Doppelbindung am Tryptophansubstituenten (Neoechinulin A-Serie) gebildet. Das
Enzym fir die Einfihrung der zweiten (A'%) Doppelbindung am Alaninsubstituenten (Neoechinulin B-
Serie) scheint nicht durch die Gene des Clusters kodiert zu werden. Auch die Erweiterung des expri-
mierten BGCs um drei weitere potenzielle Oxidoreduktasen stromabwarts des ech-Clusters resul-
tierte nicht in der Produktion von Substanzen mit beiden Doppelbindungen. Fiitterungsexperimente
bestatigten die Einfihrung der A°-Doppelbindung durch die im ech-Cluster kodierte CYP EchP450,
aber widerlegten die Hypothese, dass EchP450 auch die Bildung der A*-Doppelbindung katalysiert.
Weitere in vitro-Enzymassays mit der Prenyltransferase EchPT2 zeigten deutlich ihre Praferenz ge-
genliber Substraten ohne exo-Doppelbindung, was in gewissem Male zur Erklarung der Verhaltnisse
zwischen den verschiedenen Substanzen der Echinulin-Familie in A. ruber beitragt.
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Summary

Natural products which arise from an organism’s secondary metabolism are not necessarily required
for survival, reproduction and differentiation but offer a significant selective advantage in their re-
spective environment. As a result, many of these natural products display significant biological activ-
ities in organisms. Due to the biological activity of many of these substances, the fungal secondary
metabolism for example is an attractive source for the discovery and development of new drugs. So
far, only a limited number of all existing fungi has been identified, which means that there is still an
enormous unused potential for the production of pharmaceutically relevant natural products. This
potential can be accessed through various bioinformatic, molecular biological and biochemical ap-
proaches.

The discovery of biosynthetic genes for secondary metabolites in fungi is facilitated by the fact that
relevant genes for the production of a given compound are located in close proximity to each other
on the chromosome, i.e., they are clustered. These biosynthetic gene clusters (BGCs) contain one or
more genes whose protein products are responsible for the formation of the carbon backbone of the
respective substance. This backbone is structurally diversified by tailoring enzymes encoded by other
genes in the cluster. In this thesis, BGCs for two different natural products and their congeners from
the ascomycete Aspergillus ruber were identified and confirmed. In addition, individual steps in these
metabolic pathways were examined in more detail.

The prenylated salicylaldehyde derivative flavoglaucin and its congeners differ from each other only
in the number and position of the double bonds of the heptyl side chain. Previous studies have shown
that some of these substances are biologically active, for example by acting as antioxidants, showing
anti-inflammatory effects, or binding to human opioid and cannabinoid receptors. Although flavo-
glaucin and its congeners have been known since 1934, not much was known about their biosynthesis
other than that they are products of polyketide metabolism. This thesis describes the discovery of a
gene cluster (fog cluster) in the genome of A. ruber through genome mining, which contains all the
genes necessary for the biosynthesis of these substances. Heterologous expression of this BGC in the
model ascomycete Aspergillus nidulans confirmed that the fog cluster is responsible for the for-
mation of flavoglaucin and its congeners. Gene deletions in the heterologous expression strain, the
overexpression of the gene for the highly reducing polyketide synthase (HR-PKS) FogA in A. nidulans,
in vitro enzyme assays with the prenyltransferase FogH and feeding experiments to investigate the
FAD-dependent oxidoreductase FogF showed an unusual route to the final aldehyde product. The
polyketide skeleton is reductively released as a salicyl alcohol by FogA in cooperation with the cupin
protein FogC and the short-chain dehydrogenases/reductases FogB and FogD, only to be reoxidized
to the salicylaldehyde by FogF after C3-hydroxylation by the cytochrome P450 (CYP) FogE and C5-
prenylation by FogH. This reoxidation is remarkable, as product release from an HR-PKS usually oc-
curs hydrolytically as a carboxylic acid or reductively as an aldehyde. Modification of the intermedi-
ates apparently requires the hydroxymethyl group of the salicyl alcohol, because prenylation of a
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synthesized aldehyde substrate analog by FogH does not occur. This work was carried out in cooper-
ation with Dr. Huomiao Ran. The biosynthesis of flavoglaucin shows some parallels to that of sordarial
in Neurospora crassa and trichoxide in Trichoderma virens, but differs significantly in terms of prenyl-
ation, the final reoxidation of an alcoholic intermediate to an aldehyde and the variability of the sat-
uration pattern in the heptyl side chain.

Furthermore, the biosynthesis of indole alkaloids of the echinulin family was investigated in more
detail. A previous study showed that two prenyltransferases EchPT1 and EchPT2 catalyze the reverse
C2 prenylation and several consecutive prenylations at different positions of the indole ring of the
cyclic dipeptide cyclo-L-tryptophan-L-alanine. It was speculated that a CYP encoded in the identified
BGC introduces two exo double bonds on the substituents of the 2,5-diketopiperazine ring. By heter-
ologous expression of the postulated ech BGC in A. nidulans, the formation of echinulin family indole
alkaloids could be clearly assigned to this cluster. However, only substances without a double bond
(echinulin series) and with a (A'°) double bond on the tryptophan substituent (neoechinulin A series)
were formed. The enzyme for the introduction of the second (A'*) double bond on the alanine sub-
stituent (neoechinulin B series) does not seem to be encoded by the genes of the ech cluster. The
expansion of the expressed BGC by three additional potential candidate genes downstream of the
ech cluster did not yield the products with both double bonds. Feeding experiments confirmed the
introduction of the A'° double bond by the CYP EchP450 encoded in the ech cluster but refuted the
hypothesis that EchP450 also catalyzes the formation of the A% double bond. Further in vitro enzyme
assays with the prenyltransferase EchPT2 showed its clear preference for substrates without an exo
double bond, which contributes to some extent to the explanation of the different product ratios
between the various echinulin family alkaloids in A. ruber.

Xl



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pilze, ihre Naturstoffe und ihre Beziehung zur Menschheit

In der Klassifikation der Lebewesen bilden etwa 2,2 bis 3,8 Millionen pilzliche Spezies ein eigenes
Reich innerhalb der Domane Eukarya. Davon wurden bisher nur etwa 120.000 benannt und beschrie-
ben.! Urspriinglich existierten nur zwei Reiche in dieser Domane: basierend auf der F3higkeit zur
Fortbewegung wurden Organismen entweder in das Reich der Tiere oder der Pflanzen aufgeteilt.
Aufgrund ihres immobilen Charakters wurden Pilze den Pflanzen zugeordnet. Im Jahre 1969 publi-
zierte Robert Whittaker den ersten groRen Anderungsvorschlag fiir die von Carl von Linné etablierte
bindre Klassifizierung von Lebewesen, indem er argumentierte, die Pilze als ein separates Konigreich,
getrennt von den klassischen Tieren und Pflanzen, zu betrachten.? Aufgrund unterschiedlicher Cha-
rakteristika zwischen Pilzen und Pflanzen wurde die vorherige Einteilung revidiert und schlie8lich von
der wissenschaftlichen Gesellschaft akzeptiert. Pilze sind chemoorganotroph und beziehen Nahr-
stoffe meist Gber Absorption von extrazelluldaren, enzymatischen Verdauungsprodukten. AuRerdem
bestehen ihre Zellwande aus Chitin, wahrend Pflanzen Zellwande aus Zellulose besitzen und Photo-
synthese betreiben, um Kohlenhydrate zu synthetisieren. Aus dhnlichen Griinden wurden neben Pil-
zen auch Bakterien, Pflanzen, Protozoa, Tiere und Archaeen alle als separate Domanen bzw. Reiche
in der Klassifikation der Lebewesen eingeteilt.

1.1.1 Der Einfluss von Pilzen auf den Menschen

Pilze haben seit jeher einen sehr ambivalenten Einfluss auf das menschliche Leben (Abbildung 1). Auf
der einen Seite stehen die negativen Auswirkungen, die durch Pilze hervorgerufen werden, wie zum
Beispiel der Verderb von Lebensmitteln, der hauptsachlich Hefen oder Schimmelpilzen wie Aspergil-
lus und Penicillium zuzuschreiben ist.? Durch ihre saprotrophe Lebensweise sind Pilze auRerdem die
Hauptursache fir die Zersetzung von Holz und verursachen jedes Jahr Schaden in Milliardenhdhe.?
Einer der verheerendsten Effekte auf den Menschen haben allerdings pflanzenpathogene Pilze.
Durch sie hervorgerufene Infektionen fiihrten zu historischen Epidemien unter Nutzpflanzen und da-
mit einhergehenden wirtschafltichen Verlusten.> Die Spanne an pflanzenpathogenen Pilzen ist groR
und schlieBt beispielsweise Ascomycota wie Fusarium (Verursacher der Fusariosen), Basidiomyceten
wie Ustilago maydis (Verursacher des Maisbeulenbrands) oder Puccinia graminis (Verursacher von
Getreideschwarzrost) mit ein.®® Lange Zeit wurde auch geglaubt, dass ein Pilz fir die groRe irische
Hungersnot von 1845 — 1849 verantwortlich war. Der Verursacher der Kartoffelfaule Phytophtora
infestans ist allerdings Mitglied der Peronosporomycetes (frither: Oomycetes), die urspriinglich als
Pilze klassifiziert, aber aufgrund wichtiger physiologischer und morphologischer Unterschiede als ei-
gene Abteilung etabliert wurden.® Pilze sind nicht ausschlieBlich pflanzenpathogen, auch Menschen
und Tiere konnen an diversen Pilzinfektionen erkranken. Verschiedene Arten der Aspergillose (chro-
nisch, invasiv, allergisch, etc.) werden hauptsachlich durch den Ascomyceten Aspergillus fumigatus
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hervorgerufen und téten zusammengenommen ungefahr 600.000, meist immunsupprimierte Men-
schen pro Jahr.1° Auch andere Krankheiten wie Lungenentziindung, Candidose oder Dermatophytose
kénnen durch Pilze der Gattungen Pneumocystis, Candida oder verschiedenen Dermatophyten aus-
gelést werden. 1113

Trotz aller schadlichen Einfliisse von Pilzen auf den Menschen sind die nitzlichen und positiven As-
pekte dieser Organismen vielfdltig und haben die Entwicklungsgeschichte der Menschheit nachhaltig
gepragt. Die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae ist daflir ein Paradebeispiel. Sie wird als Triebmit-
tel beim Backen, sowie zur Fermentation in der Wein- und Bierherstellung seit Jahrtausenden ver-
wendet. Archdologen konnten die Produktion von durch Backerhefe fermentierte Getranke lber
9.000 Jahre und liber weite Teile der Welt zuriickverfolgen (z.B. China 7.000 v. Chr.; Iran 6.000 v. Chr.;
Agypten 3.000 v. Chr.).**> AuRer S. cerevisiae werden auch andere Pilze fiir die Fermentation von
Nahrungsmitteln benutzt. Sojasauce wird, wie auch Miso, aus der Fermentation von Sojabohnen und
Getreide mit Schimmelpilzen wie Aspergillus oryzae gewonnen und stellt ein wichtiges, durch Pilze
fermentiertes Lebensmittel mit Ursprung im asiatischen Raum dar.®’ Der Schimmelpilz Penicillium
roqueforti tragt zur blauen Farbe und der Geschmacksentwicklung in Blauschimmelkasen wie Roque-
fort und Stilton bei, ebenso wie Penicillium camemberti fiir die Herstellung von Camembert, Brie und
anderen Weichkdsen verwendet wird.'®° AuRer fiir die Produktion von Nahrungsmitteln dienen be-
kanntermalen die Fruchtkorper von Speisepilzen selbst dem Verzehr. Pilzliche Fermentation wird
auch in anderer Form nutzbar gemacht. Entweder wirken Pilze in direkten Fermentationsprozessen
auf Material ein (z.B. zur Prozessierung von Holzstoff zur Papierherstellung oder der Bioremediation
industrieller Abfalle) oder sie dienen als Quelle fiir Enzyme mit zahlreichen industriellen Anwendun-

gen 20-22

Dariiber hinaus kdnnen Pilze auch zur Farbung von Textilien benutzt werden und spielen in der Wis-
senschaft als gut erforschte, eukaryotische Modellorganismen (Saccharomyces cerevisiae, Aspergil-
lus nidulans, Candida albicans) schon lange eine groRe Rolle.?*>~%> Verschiedene entomopathogene
Pilze werden auch zur Bekdmpfung von Schadlingen eingesetzt.?®

Schadlingsbekampfung

_ Positiv Lebensmittelverderb
Modellorganismen

In Wissenschaft Krankheiten von Tieren

Einfl von Pilzen
uss vo € und Menschen

auf das
menschliche Leben

Farbstoffe

Medizin Befall von Nutzpflanzen
Nahrungsmittel
Zersetzung von Holz

Negativ

Fermentation

Abbildung 1: Positive und negative Aspekte der Beziehung zwischen Pilzen und Menschen
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1.1.2 Pilzliche Naturstoffe und ihre Rolle in der Beziehung zwischen Mensch und Pilz

Einige der erwdhnten Beispiele fiir die besondere Beziehung zwischen Pilz und Mensch sind auf von
Pilzen gebildete Metabolite zurlickzuflihren. Die Backerhefe beispielsweise wandelt bei der Garung
Glukose in Ethanol und Kohlenstoffdioxid um, die den Produkten erst die gewlinschten Eigenschaften
verleihen (d.h. Alkohol in Wein, Gas als Backtriebmittel). Produkte des Sekundérstoffwechsels man-
cher pathogener Pilze (hauptsachlich Melanine und Siderophore) spielen auBerdem eine wichtige
Rolle bei der Infektion von Pflanzen oder Menschen.?’ Viele pilzliche Naturstoffe haben aufgrund
ihrer biologischen Aktivitat aber vor allem in der Medizin als Arzneimittel oder als Mykotoxin einen
hohen Stellenwert.

Die Entdeckung des B-Lactam Antibiotikums Penicillin (Abbildung 2A) aus dem Pilz Penicillium
chrysogenum (jetzt: P. rubens) durch Alexander Fleming im Jahre 1928 revolutionierte die Medizin
und ebnete den Weg fiir die Entdeckung und Entwicklung einer Vielzahl antibiotischer Substanzen,
die bis heute zur Bekdmpfung von Infektionskrankheiten eingesetzt werden.?® Das von Penicillium
griseofulvum produzierte Antimykotikum Griseofulvin (Abbildung 2A) wird auch gegenwartig noch
fur die Behandlung von Dermatophytosen verwendet.?® Die in Aspergillus terreus entdeckten Statine
(z.B. Lovastatin; Abbildung 2A) sind fir ihre cholesterinsenkende Wirkung bekannt und werden auch
heutzutage noch verabreicht.3° Im Jahre 2016 betrug der Anteil pilzlicher Substanzen aller von der
US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassenen Naturprodukte, etwa 23 %
(47 % aus Pflanzen, 30 % aus Bakterien). Rein antibiotisch wirksame Substanzen stammten dabei so-
gar zu etwa 46 % aus Pilzen (51 % aus Bakterien, 3 % aus Pflanzen).3!

Die im Vergleich zu den zuvor genannten Substanzen meist schadlichen Mykotoxine sind niedermo-
lekulare (< 700 Da) Sekundarmetabolite, die von verschiedenen Pilzgattungen produziert werden,
allen voran von den Ascomyceten Penicillium, Aspergillus und Fusarium.3? Die verantwortlichen Pilze
verursachen das Verderben von Nahrungsmitteln und mit ihrem Verzehr einhergehende Vergiftung
von Menschen oder Tieren. In den Bereichen Gesundheit von Mensch und Tier und aufgrund verdor-
bener landwirtschaftlicher Produkte verursachen diese Substanzen jahrlich Schaden in Millionen-
héhe.?3 Die Kontamination von Nahrungsmitteln oder landwirtschaflichen Produkten hingt von La-
gerungs-, Umwelt- oder 6kologischen Bedingungen ab und liegt oft aulRerhalb menschlicher Kon-
trolle. Wahrend die weltweite Kontamination von Nahrungspflanzen friiher auf etwa 25 % geschatzt
wurde, wird heute angenommen, dass ca. 60 — 80 % mit einer gewissen Menge an Mykotoxinen kon-
taminiert sind.3*
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Abbildung 2: Beispiele fiir pilzliche Naturstoffe oder Derivate mit Einfluss auf den Menschen
Beispiele fiir Substanzen aus Pilzen oder davon abgeleitete Derivate mit medizinischer Relevanz (A), Wirkung als Mykoto-
xin (B) oder psychotropen Eigenschaften (C).
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Die aus der gesundheitlichen und agronomischen Perspektive gesehenen signifikantesten Mykoto-
xine sind die Aflatoxine, die Fumonisine, die Trichothecene, Ochratoxin A, Zearalenon, tremorgene
Toxine und die Ergotalkaloide.3> Aflatoxine sind Difuranocoumarinderivate, unter denen Aflatoxin B;
(Abbildung 2B) das am haufigsten vorkommende, toxischste und krebserregendste ist.3¢ Aflatoxine
werden vor allem von Aspergillus flavus und Aspergillus parasiticus produziert, wurden aber auch in
anderen Aspergillus spp. entdeckt.3”3® Im Menschen wirken sie hepatokarzinogen und sind geno-,
wie auch immunotoxisch.3%4% Fumonisine (z.B. Fumonisin B1; Abbildung 2B) sind Polyketidderivate,
die hauptsachlich von Fusarium verticillioides und Fusarium proliferatum, Pathogenen von Mais und
Sorghumbhirse, gebildet werden.*! Aufgrund ihres Aufbaus dhneln sie Sphingosin, einem essenziellen
Phospholipid in Zellmembranen. Es wird angenommen, dass die Toxizitat der Fumonisine durch Kon-
kurrenz mit Sphingosin im Sphingolipidstoffwechsel verursacht wird.*? Trichothecene sind eine Fami-
lie von Uber 200 Sesquiterpenderivaten mit einer gemeinsamen trizyklischen 12,13-Epoxytrichothec-
9-en Kernstruktur (z.B. Deoxynivalenol; Abbildung 2B), die generell als Inhibitoren der eukaryotischen
Proteinbiosynthese fungieren.*® Trichothecen-produzierende Gattungen umfassen Fusarium, My-
rothecium, Spicellum, Stachybotrys, Cephalosporium, Trichoderma und Trichothecium.** Ochratoxin
A (Abbildung 2B) weist aufgrund seines Isocoumarinkerns strukturelle Ahnlichkeiten zu Aflatoxinen
auf, allerdings ist das Isocoumarin hier tGber ein Amid mit L-Phenylalanin verbunden. Ochratoxin A
wurde 1965 zuerst aus Aspergillus ochraceous isoliert, wird aber von einer Vielzahl von weiteren As-
pergillus spp. produziert.?> Ochratoxin A wurde nicht nur als akutes Nephrotoxin identifiziert, son-
dern zeigt auch hepatotoxisches, immunsuppressives, teratogenes und krebserzeugendes Verhal-
ten.%¢ Zearalenon (Abbildung 2B) wird von verschiedenen Fusarium spp., hauptsachlich aber von F.
graminearum hergestellt und zeigt an sich keine akute Toxizitat. Aufgrund seiner sehr dhnlichen
Struktur zu 17B-Estradiol wurde ihm allerdings eine dstrogene Wirkung nachgewiesen.*’ Tremorgene
Mykotoxine sind meistens Indolderivate wie die Indol-Diterpene der Lolitrem-Familie (z.B. Lolitrem
B), die Penitreme (z.B. Penitrem A; Abbildung 2B) oder auch indolhaltige zyklische Dipeptide wie die
Fumitremorgine oder Verruculogen (Abbildung 2B). Wahrend Lolitreme ausschlielich von Epichloé
spp. hergestellt werden, kbnnen Penitreme, Fumitremorgine und Verruculogen von verschiedenen
Aspergillus oder Penicillium spp. produziert werden. Wie die Bezeichnung schon vermuten lasst, in-
duzieren diese Substanzen nach dem Verzehr in vielen Sdugetieren Tremore.*®

Die stickstoffhaltigen Indolderivate der Ergotalkaloide (z.B. Ergotamin; Abbildung 2A) werden haupt-
sachlich vom Mutterkornpilz Claviceps purpurea produziert. Aspergillus fumigatus oder Penicillium
camemberti sind allerdings auch in der Lage, Substanzen dieser Familie zu synthetisieren.*>>° Clavi-
veps purpurea infiziert vorwiegend die Samen von Roggen und Triticale, aber auch von Weizen und
anderen Getreiden und bildet dabei Sklerotien, das sogenannte Mutterkorn, aus. Ergotalkaloide wa-
ren fir historische Episoden von Massenvergiftungen im Mittelalter verantwortlich. Zu historischen
Ereignissen im Zusammenhang mit Mutterkornvergiftungen zahlen der erste Kreuzzug im Jahre 1095,
diverse Hexenprozesse (vor allem in Salem in den 1690ern) und der unterbrochene russische Feldzug
1722 unter Peter dem GroRen gegen das Osmanische Reich.”! Eine Vergiftung mit Ergotalkaloiden
kann zum Ergotismus fihren, der hautpsachlich durch Symptome wie Tremore bzw. Muskelkrampfe,
Diarrhé, Psychosen, Erbrechen und Vasokonstriktionen gekennzeichnet ist.33°2
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Ergotalkaloide haben allerdings nicht nur einen schlechten Einfluss auf das menschliche Leben: Auf-
grund der vasokonstriktiven Eigenschaften werden manche Ergotalkaloide (z.B. Ergometrin oder sein
halbsynthetisches Derivat Methylergometrin) als Medikament zur Behandlung von Blutungen nach
der Geburt eingesetzt.”®> AuRerdem fanden Ergotamin und sein Derivat Dihydroergotamin Anwen-
dung zur Akuttherapie bei Migrane, wahrend ein halbsynthetisches Derivat von Ergokryptin, das 2-
Bromergokryptin zur Behandlung von Parkinson dient.>4>>

Pilzliche Naturstoffe oder ihre Derivate waren und sind auch von sozialer bzw. religioser Relevanz.
Das halbsynthetische Alkaloid Lysergsaurediethylamid (LSD; Abbildung 2C) unterscheidet sich nur
durch den Diethylamidsubstituenten von der Lysergsaure aus dem Ergotalkaloidstoffwechsel und ist
eines der starksten bekannten Halluzinogene. Aufgrund der psychotropen Effekte von Muscinol und
Ibotensaure (Abbildung 2C) im Fliegenpilz (Amanita muscaria) oder des Prodrugs Psylocibin (Abbil-
dung 2C) in psylocibinhaltigen Pilzen (,,magic mushrooms*”; Psylocybe spp. und andere) wurden diese
als Entheogene in verschiedenen religidsen oder nichtreligidsen Zusammenhingen konsumiert.>6>8

1.2 Ascomyceten

Besonders die Ascomyceten pragten die Beziehung zum Menschen nachhaltig. Innerhalb der Pilze
stellen die Ascomyceten (Schlauchpilze) mit (iber 64.000 bekannten Arten die grofRte Abteilung dar
und bilden zusammen mit den Basidiomycota das Unterreich Dikarya.>® Die Abteilung der Ascomyce-
ten lasst sich wiederum in drei Unterabteilungen einteilen.®® Die Pezizomycotina (echte Schlauch-
pilze) gruppiert Ascomyceten, die sich eher durch Fission als durch Ausknospung vermehren und ent-
hélt fast alle Schlauchpilze, deren Fruchtkoérper mit dem bloBen Auge nicht sichtbar sind. Die Gattun-
gen Aspergillus und Penicillium sind wichtige Mitglieder dieser Unterabteilung. Die Saccharomyceta-
les sind die einzige Ordnung in der Unterabteilung der Saccharomycotina (echte Hefen). Mitglieder
der Saccharomycotina vermehren sich durch Ausknospung und bilden dabei kein Ascokarp (Frucht-
kérper).%! Die Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae ist ein bekannter Vetreter dieser Unterabteilung.
Die Taphrinomycotina sind nur durch genetische Merkmale zusammenzufassen und viele ihrer Mit-
glieder leben parasitisch. Der Erreger einer interstitiellen Lungenentziindung Pneumocystis jirovecii
ist neben dem bekannten Modellorganismus Schizosaccharomyces pombe einer der bekanntesten
Mitglieder in dieser Unterabteilung.12

Ascomyceten kdnnen als einzellige Hefen wachsen und sich wie oben erwahnt durch Ausknospung
(z.B. S. cerevisiae; Saccharomycotina) oder durch Fission (z.B. Schizosaccharomyces pombe; Taphri-
nomycotina) vermehren. Der Grof3teil der Ascomyceten, so auch die Gattungen Aspergillus und Pe-
nicillium (Pezizomycotina), bilden allerdings einen Thallus aus eng verflochtenen, septierten Hyphen,
deren Querwadnde von einem einfachen Porus durchbrochen sind. Diese Struktur wird als das Mycel
bezeichnet. Ascomycota sind in der Lage sich sowohl in ungeschlechtlicher (anamorph), als auch in
geschlechtlicher Form (teleomorph) fortzupflanzen.®? Die geschlechtliche Form bildet bei der Ver-
mehrung Ascomata (Fruchtkorper; singular: Ascoma, auch Ascokarp) in denen in spezialisierten,
schlauchahnlichen Strukturen (Asci) die Ascosporen gebildet werden. Durch diese Asci erhielten die
Ascomyceten ihren Namen. Die bei den unterschiedlichen Arten der Vermehrung eingenommenen
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Formen des gleichen Pilzes unterscheiden sich morphologisch zumeist stark, sodass erst molekular-
genetische Untersuchungen dazu fihrten, dass friiher als separat betrachtete Arten unzweifelhaft
einer Spezies zugeordnet werden konnten. Das fiihrte zur Konstruktion einer kiinstlichen Gruppe,
den Fungi imperfecti (alternativ: Deuteromycetes), deren Mitglieder aufgrund ihrer noch unbekann-
ten teleomorphen Form dieser Gruppe angehdren.

1.3 Die Gattung Aspergillus

Neben der Nutzung wichtiger Fermentationsprozesse, speziell durch die Backerhefe, produzieren
zum Beispiel die Gattungen Aspergillus oder Penicillium einflussreiche Naturstoffe wie Mykotoxine,
Antibiotika, Statine etc. In dieser Arbeit spielt die Gattung Aspergillus eine libergeordnete Rolle und
soll daher naher beschrieben werden.

Innerhalb der Pezizomycotina ist die Gattung Aspergillus taxonomisch der Familie der Aspergillaceae
in der Ordnung Eurotiales und der Klasse der Eurotiomycetes zu verorten.®® Die Gattung Aspergillus
teilt sich wiederum in sechs Subgattungen (Circumdati, Nidulantes, Fumigati, Aspergillus, Cremei und
Polypaecilum) auf, die basierend auf ihrer Morphologie und Physiologie weiterhin in 27 Sektionen
unterteilt werden. Der Name , Aspergillus” stammt von den aspergillahnlichen Konidientragern, aus
denen bei der Fruktifikation Konidiosporen ausreifen. Dieses morphologische Element ist typisch fir
die Gattung Aspergillus. Bei der ungeschlechtlichen Vermehrung der anamorphen Form wachst als
Verzweigung orthogonal zu Langsachse einer Hyphenzelle ein Konidiophor und bildet damit eine FuR-
zelle. Im weiteren Verlauf verdickt sich der Konidiophor terminal und bildet einen kugel- bis keulen-
formigen Vesikel. An der Oberflache der Vesikel stiilpen sich entweder Metulae aus oder es wachsen
direkt kegelférmige Phialiden, in denen durch Karyokinese mehrere Zellkerne entstehen, die an-
schliefend in den konidienproduzierenden terminalen Teil der Phialiden bzw. Sekundarphialiden ver-
teilt und als aneinanderhdangende Ketten von Konidien abgeschniirt werden (Abbildung 3).

Konidiophor

FuRzelle
2 NN

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines namensgebenden Aspergillus-Konidiosporentragers
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1.4 Aspergillus ruber und seine Sekundarmetabolite

Aspergillus ruber, auch bekannt unter dem Namen seines Teleomorphs Eurotium rubrum, wurde im
Jahr 1901 zum ersten Mal beschrieben.®* Die Speziesbezeichnung ,ruber (lat. rot) kommt durch die
charakteristische rot-orange Farbung der Hyphen nach langerer Wachstumsdauer zustande, was bei
der Kultivierung auf Festmedien im Labor gut beobachtet werden kann. Dabei tritt die Rotfarbung im
Zentrum der Kolonie am intensivsten auf und geht zum Rand ins gelbliche Gber (Abbildung 4). Ein
weiteres Alleinstellungsmerkmal von A. ruber gegeniiber verwandter Spezies ist die Form und GrofR3e
der Ascosporen. lhr Durchmesser Uiber- oder unterschreitet selten 5,0 — 6,0 um und sie besitzen eine
distinkte Langsfurche mit niedrigen angerauten Graten (Abbildung 4G).3

Abbildung 4: Morphologie von A. ruber

Kolonien auf MEA nach 14 Tagen bei 25°C (A), Kolonien auf C20S nach 14 Tagen bei 25°C (B), Konidientrager (x1200) (C),
Konidien (x2350) (D), Konidien (SEM, x13710) (E), Ascosporen (x1240) (F), Ascosporen (SEM, x8960) (G). Bild bezogen von
https://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/fungal_detail.jsp?id=FU200802030009 am 17.03.2021.

Aspergillus ruber ist generell ein xerophiler Organismus, der global eine breite Spanne an Lebensrau-
men besiedelt, aber bevorzugt in warmeren Regionen vorkommt.? Verschiedene Stimme von A. ru-
ber wurden hauptsachlich aus salzreichen Habitaten wie dem toten Meer, Mangrovenwildern, Ko-
rallenriffen oder Meeresbodensediment isoliert, lieRen sich allerdings auch auf Nahrungsmitteln wie
Nussen, Bohnen, Reis oder Maiskornern finden.®>=’! Auch Aspergillus ruber wird in der asiatischen
Kiche fir diverse Fermentationsprozesse eingesetzt. Neben A. repens und andern Aspergillus spp.
wird A. ruber in Starterkulturen fir die Fermentation von Bonito (Katsuwonus pelamis) zu
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Katsuobushi eingesetzt.”> AuRerdem wurde A. ruber als eine von 25 isolierten Aspergillus spp. in fe-
mentierendem Meju gefunden.”?

A. ruber produziert hauptsachlich drei Typen von Sekundarmetaboliten: Echinulin-, Flavoglaucin- und
Anthrachinonderivate.”® Substanzen der Echinulin-Familie und darauf basierte Derivate sind Indolal-
kaloide mit einem 2,5-Diketopiperazinkern. Flavoglaucin und seine Analoga sind prenylierte und hyd-
roxylierte 2-Alkyl-Salicylaldehydderivate. Diese beiden Typen werden in den Kapiteln 1.4.1 und 1.4.2
noch naher beschrieben (Abbildung 6 und Abbildung 7). Von Emodin abgeleitete Anthrachinonderi-
vate wie Catenarin oder Rubrocristin tragen durch ihre meist gelbe, orange oder rote Farbung zum
Phanotyp von A. ruber bei.”>’® AuRer diesen drei Haupttypen konnten auch noch verschiedene Ste-
roide (z.B. 3B,5a-Dihydroxy-10a-Methyl-6B-Acetoxyergosta-7,22-dien), schwefelhaltige Benzofurane
(z.B. Eurothiocin A), Benzofuranonderivate (z.B. Europhenol A), Zinniol, Butyrolacton | und Epihe-
veadrid aus A. ruber isoliert werden (Abbildung 5).”%77~7° Dieses Sekundarmetabolitprofil scheint ty-
pisch fir viele Eurotium spp. zu sein, wobei E. rubrum und E. cristatum (anamorph: A. cristatus) je-
doch die héchste Diversitat in Bezug auf die produzierten Hydroxyxanthrachinone aufweisen.8°

O OH O OH

Re9e : *O‘O

OH O OH -0 O OH
Catenarin Rubrocristin

“ RN OH
) 2
‘ 3p,5a-Dihydroxy-10a-Methyl-
6B-Acetoxyergosta-7,22-dien OH
S O

‘ Eurothiocin A
) < |
o 0

o 0o
0
o e} Zinniol oH
OH

Epiheveadrid

Butyrolacton |

Abbildung 5: Strukturen diverser Sekundarmetabolite aus A. ruber

Mit Ausnahme von A. clavatus, A. rambellii und A. cristatus ist das Genom von A. ruber mit 26,2 Mbp
kleiner als die Genome anderer sequenzierter Aspergillus spp.8* Nach einfacher Analyse mit dem Bio-
synthesegencluster (BGC)-Detektionstool AntiSMASH 5.0 enthalt das Genom des bisher einzigen se-
guenzierten Stammes, A. ruber CBS135680, 36 biosynthetische Gencluster, welche in vier NRPS-, acht
NRPS-dhnliche-, acht PKS-, zehn Terpen-, vier Hybrid- und zwei Siderophor-Cluster unterteilt werden
kénnen.®®82 Aus Griinden, die in Kapitel 4.1.2 niher erldutert werden, sollte diese Analyse jedoch
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nicht als vollstandig und absolut korrekt angesehen werden. Dennoch weist sie darauf hin, dass A.
ruber ein signifikantes biosynthetisches Potenzial birgt.

1.4.1 Flavoglaucin und Analoga

Im Jahr 1934 wurden von Bernard S. Gould und Harold Raistrick aus verschiedenen Spezies der A.
glaucus-Gruppe ein gelbes und ein oranges Pigment isoliert.23 Dem gelben Pigment wurde dabei der
Name Flavoglaucin gegeben, wahrend das orange Pigment als Auroglaucin bezeichnet wurde. Die
Autoren hielten diese Stoffe fiir charakterische Produkte der A. glaucus-Gruppe. Nachdem Flavoglau-
cin und Auroglaucin im Jahr 1943 allerdings auch aus A. echinulatus isoliert wurde, musste diese An-
nahme revidiert werden.®* Erst in 1953 wurde die Struktur von Flavoglaucin korrekt als 2-Heptyl-3,6-
Dihydroxy-5-(3"-Methylbut-2"-enyl)-Benzylaldehyd aufgeklart, nachdem in vorherigen Studien die
Prasenz des Aldehyds nicht erkannt und an seiner Stelle falschlicherweise eine Methylgruppe vermu-
tet wurde.®>®2 Analog dazu wurde Auroglaucin als 2-(1'E,3'E,5'E)-1',3',5'-Heptatrien-1-yl-3,6-Dihyd-
roxy-5-(3"-Methylbut-2"-enyl)-Benzylaldehyd identifiziert. Flavoglaucin, Auroglaucin und ihre ande-
ren spater isolierten Analoga Aspergin, Dihydroauroglaucin, Isoaspergin, das 2-Heptadi-(1'E,5'E)-en-
1-yl-Analog, Isotetrahydroauroglaucin und Isodihydroauroglaucin unterscheiden sich nur durch An-
zahl und Position der Doppelbindungen in der C7-Alkyl-Seitenkette (Abbildung 6).%%-2

1 , 3' , 5' , 7'
R= ‘1%/\2/“/\6/ R= ‘1%/\/\/\/

Flavoglaucin Isoaspergin
R= ‘—._LL/\/\/\/ R= HL/\/\/\/
Aspergin 2-Heptadi-1'E,5'E-en-Derivat
R= ﬁh/\/\/\/ R= HR/\/\/\/
Dihydroauroglaucin Isotetrahydroauroglaucin
R= ‘7.%/\/\/\/ R= ‘1%/\/\/\/
Auroglaucin Isodihydroauroglaucin

Abbildung 6: Strukturen von Flavoglaucin und seinen Analoga

A. ruber ist Mitglied der A. glaucus-Gruppe und basierend auf den Ergebnissen von Raistrick ist es
daher nicht Giberraschend, dass in ihm die genannten Substanzen gefunden wurden.?? AuRer aus Pil-
zen der A. glaucus-Gruppe wurden einige dieser Substanzen auch aus Penicillium charlesii und aus
dem Actinobakterium Streptomyces atrovirens isoliert.?>°* Darliber hinaus konnten diese Stoffe erst
kiirzlich aus den Pflanzen Portulaca oleracea, Piper wallichii und Phlomis tuberosa extrahiert wer-
den.>™7 Ascomyceten adaptierten sich an viele verschiedene Umgebungen, unter anderem kénnen
sie auch endophytische Habitate besiedeln.®® Aspergillus spp. wurden z.B. aus Wurzeln von Hibiscus
tiliaceus, der Rinde von Melia azedarach oder den marinen Algen Sargassum thunbergii bzw. Codium
fragile isoliert, sodass es denkbar ist, dass diese Substanzen eher von endophytischen Pilzen synthe-
tisiert werden, als von den genannten Pflanzen.”%9%29,100

10
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Seitdem 1965 durch Zugabe von [**C]-markiertem Acetat zu A. pseudoglaucus-Kulturen nachgewie-
sen wurde, dass Flavoglaucinanaloga Produkte des Polyketidstoffwechsels sind, wurde die Biosyn-
these dieser Substanzen nicht weiter untersucht.'® Nichtsdestotrotz sind Flavoglaucin und seine
Analoga aufgrund etlicher biologischer Aktivitaten noch immer Gegenstand aktueller Forschung (Ta-
belle 1).

Tabelle 1: Biologische Aktivitaten von Flavoglaucin und seinen Analoga
Biologische Aktivitat Referenz

a-Glucosidase-Inhibitor o7

Antibakterielle Aktivitit gegen Fischpathogene 93

Antiinflammatorische Effekte gegen LPS-stimulierte Makrophagen 102

Antioxidative Effekte als Radikalfanger gegen DPPH und Superoxid 103

Antitumor Aktivitat gegen Tumorbildung von Maushautzellen und EBV-vermittelte Tumore 104

Antivirale Aktivitit gegen Herpes Simplex Virus-1 105

Bindeaffinitit fir humane Opioid- und Cannabinoid-Rezeptoren 106

1.4.2 Indolalkaloide der Echinulin-Familie

Adolfo Quilico und Luigi Panizzi beschrieben 1943 zum ersten Mal einen ,, weilRen Stoff von sterinar-
tigem Aussehen”, der aus A. echinulatus isoliert wurde. Der Name dieser Spezies resultierte schlief3-
lich in der Benennung des Stoffs als Echinulin.®* Die Strukturaufkldrung von Echinulin wurde in ver-
schiedenen Studien veréffentlicht, bishin zur Feststellung seiner absoluten Konfiguration (Abbildung
7A).107_109

Aufgrund ihrer gemeinsamen Kernstruktur kénnen viele andere Indolalkaloide der Echinulin-Familie
zugeordnet werden. Indoldiketopiperazine der Echinulin-Familie besitzen alle ein gemeines Riickgrat
bestehend aus dem zyklischen Dipeptid der Aminosauren L-Tryptophan (L-Trp) und L-Alanin (L-Ala)
mit einem reversen Prenylrest an C2. Diese Substanzen unterscheiden sich lediglich durch zusatzliche
Prenylgruppen und dem Oxidationsstatus der Substituenten am 2,5-Diketopiperazinkern. Abhangig
von der Anzahl dieser exo-Doppelbindungen, d.h. zwischen C10 und C11 (A%) und C14 und C17 (A'%)
konnen diese Metabolite noch weiter in die Echinulin-Serie ohne Doppelbindung, die Neoechinulin
A-Serie mit einer Doppelbindung (A'°) und die Neoechinulin B-Serie mit zwei Doppelbindungen
(A101%) kategorisiert werden (Abbildung 7B). Seit der beschriebenen ersten Isolierung in 1943 konn-
ten Echinulin und seine Analoga in zahlreichen Aspergillus und Penicillium spp., Microascus tardifa-
ciens und scheinbar auch in einigen Pflanzen gefunden werden 110111

11
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Abbildung 7: Strukturen von Vertretern der Echinulin-Familie

Wie viele andere Indoldiketopiperazine auch offenbaren Substanzen der Echinulin-Familie ein breites

Spektrum biologischer Aktivitaten (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Biologische Aktivitaten von Substanzen der Echinulin-Familie

Biologische Aktivitat

Referenz

Antiinflammatorische Effekte gegen LPS-stimulierte Makrophagen
Antioxidative Effekte als Radikalfanger gegen DPPH

Antivirale Aktivitat als Schutz von MDCK-Zellen vor Influenza A HIN1 und Verhindern der Produktion
infektidser Hepatitis C-Viren

Immunosuppresive Eigenschaften gegen Proliferation von Milzlymphozyten der Maus
Neuroprotektive Eigenschaften gegen Peroxynitrit-induzierten Zelltod von PC12-Zellen

UV-protektive Eigenschaften

112

113,114

65,115

116

117

113

In einer vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe wurden durch Genome Mining drei homologe pu-
tative Gencluster fir die Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie in A. ruber, A. crista-
tus und A. glaucus identifiziert. Es wurde gezeigt, dass EchPT1 (EYE98742) aus A. ruber die C2-reverse
Prenylierung von cyclo-L-Trp-L-Ala katalysiert, wahrend EchPT2 (EYE98746) dieses Produkt mehrfach

konsekutiv an verschiedenen Positionen des Indolrings prenyliert.!8

12
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1.4.3 Kondensationsprodukte der Flavoglaucin-, Echinulin- und Anthrachinonderivate

Zusatzlich zu den einfachen Flavoglaucin-, Echinulin- und Anthrachinonderivaten konnten aus A. ru-
ber mehrere Kondensationsprodukte isoliert werden. Ein Set dieser Stoffe sind spirozyklische Verbin-
dungen, die wahrscheinlich durch eine Kopf-zu-Schwanz [4+2] Diels-Alder-Reaktion zwischen der
Dien-Funktion in der Seitenkette eines Flavoglaucinanalogs und der Methylidengruppe eines Mole-
kils der Neoechinulin B-Serie entstehen. Cryptoechinulin D wurde erstmals 1976 aus A. amstelodami
isoliert konnte spater aber auch zusammen mit seinem 7-Isopentenylderivat in A. ruber entdeckt
werden (Abbildung 8A).%7'1% Aus verwandten Spezies wurden auBerdem Stereoisomere und ver-
schiedene ,,ortho” oder ,,meta” Produkte der Diels-Alder-Reaktion, wie z.B. Eurotinoid A — C oder
Dihydrocryptoechinulin D, isoliert.?° AuBer 7-Isopentenylcryptoechinulin D besitzen alle diese Ver-
bindungen antioxidative Eigenschaften und ein Racemat der Stereoisomere von Dihydrocryptoechin-
ulin D weist Aktivitdt gegen mehrere Krebszelllinien auf.12%122

Die Variecolortide hingegen setzen sich aus einem Molekil der Neoechinulin B-Serie und einem Anth-
rachinonderivat wie Catenarin oder Rubrocristin (Abbildung 5) zusammen und bilden ein ,Spiro-
Anthronopyranoid-Diketopiperazin® Riickgrat. Variecolortid A — C, wurden zuerst aus A. variecolor
isoliert, bis sie zusammen mit 7-O-Methylvariecolortid A auch in A. ruber identifiziert wurden.?3124
Auch von diesen Verbindungen wurden verschiedene Stereoisomere isoliert (Abbildung 8B). Varieco-
lortid B und C, sowie 7-O-Methylvariecolortid A wirken inhibitorisch auf Caspase 3.1%

Die Motivation hinter der Aufklarung der Biosynthese von Flavoglaucin- und Echinulinanaloga wird
durch ihre Fahigkeit Gber Kondensation komplexere Molekiile mit unterschiedlicher biologischer Ak-

OH
@) HO
L
_— — R2
N /
R! o o}
Vi O
N
H HO

tivitat zu bilden zusatzlich betont.

A B

R
Variecolortid A R' = Dimethylallyl, R? = -H
Cryptoechinulin D R=-H 7-O-Methylvariecolortid A R! = Dimethylallyl, R2 = -CH3
7-Isopentenylcryptoechinulin D R = -Dimethylallyl Variecolortid B R'=-H,RZ=-H
Variecolortid C R'=-H, R?=-CH,

Abbildung 8: Spiro-Kondensationsprodukte aus A. ruber
Beide Arten an Spiroverbindungen bestehen aus einem Molekiil der Neoechinulin B-Serie (rot) und entweder einem
Flavoglaucinanalog (blau) (A) oder einem Anthrachinonderivat (grin) (B).
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1.5 Sekundarmetabolite, biosynthetische Gencluster (BGCs) und Genome Mining

1.5.1 Primar- und Sekundarstoffwechsel

Der Stoffwechsel (Metabolismus) umfasst die Gesamtheit der chemischen Prozesse in einem Orga-
nismus, die zur Umwandlung von Stoffen fiihrt. Dazu zahlen neben der chemischen Konversion der
Stoffe auch deren Aufnahme und Transport. Generell erfiillt der Stoffwechsel drei Aufgaben: die Um-
wandlung von Nahrstoffen zum Gewinn von Energie, die zur Aufrechterhaltung von zelluldren Pro-
zessen bendtigt wird; die Umwandlung von Nahrstoffen und Energie zu Bausteinen fir die Synthese
uberlebenswichtiger Substanzen wie Proteine, Nukleinsduren, Lipide und einige Kohlenhydrate; und
die Beseitigung von Stoffwechselendprodukten. Diese grofStenteils Enzym-katalysierten Reaktionen
ermoglichen es Lebewesen zu wachsen, sich fortzupflanzen, ihre morphologische und physiologische
Struktur aufrechtzuerhalten und auf ihre Umgebung zu reagieren. Metabolische Reaktionen lassen
sich in den Katabolismus und den Anabolismus unterteilen. Der Katabolismus bezeichnet den Abbau
von komplexen oder einfacheren Nahrungsmolekiilen oder Stoffwechselprodukten zum Zwecke der
Energiegewinnung oder Entgiftung. Dabei entstehende Energie und Metabolite kdnnen als Bausteine
fir anabolistische Reaktionen genutzt werden. Der Anabolismus hingegen umfasst die Reaktionen,
die unter Aufwand von Energie aus einfachen Bausteinen komplexere, kdrpereigene Substanzen auf-
bauen. Der Intermedidrmetabolismus bzw. Amphibolismus bildet die Schnittstelle zwischen beiden
Aspekten des Stoffwechsels. Stoffwechselreaktionen des Intermediarmetabolismus umfassen Kon-
versionen von kleinen Metaboliten (<1000 Da), die sowohl den vollstandigen katabolistischen Abbau
der Molekiile zur Folge haben kénnen oder auch kleine Molekiile als Ausgangsstoffe fiir die Biosyn-
these komplexerer Produkte zur Verfligung stellen.

Die Stoffwechselprozesse, die fiir das Wachstum, die Reproduktion, die Entwicklung, den Energie-
haushalt und die allgemeine Vitalitat des Organismus zustandig, also kurzum lebensnotwendig sind,
werden als Primarstoffwechsel bezeichnet. Die darin involvierten Intermediate oder Produkte sind
Primarmetabolite. Uber diese Primdrmetabolite hinaus entwickelten vor allem Pflanzen und Mikro-
organismen wie Bakterien und Pilze die Fahigkeit, ein reichhaltiges Arsenal an Sekundarmetaboliten
zu synthetisieren. Diese Substanzen sind Resultat des sogenannten Sekundarstoffwechsels und er-
fillen keine lebensnotwendigen Funktionen. Stattdessen vermitteln sie im Allgemeinen 6kologische
Interaktionen, die einen selektiven Vorteil fir den Organismus bewirken kénnen, indem sie seine
Uberlebensfihigkeit in der jeweiligen 6kologischen Nische erhéhen. Sekundirmetabolite dienen un-
ter anderem als chemische Signale fir die Kommunikation, zur Verteidigung des Lebensraums oder
zur Hemmung des Wachstums von Wettbewerbern.1%¢

Die hautpsachlichen Klassen an pilzlichen Sekunddarmetaboliten sind Polyketide, Terpene oder In-
dolalkaloide und nicht-ribosomale Peptide.'?” Daruiber hinaus sind auch hybride Sekunddrmetabolite
bekannt, wie z.B. Polyketid-nichtribosomale Peptidhybride oder bestimmte Meroterpenoide, die aus
Polyketiden und Isoprenen bestehen.'?® Die Bausteine zum Aufbau der Sekundirmetabolite stam-
men aus zentralen Stoffwechselwegen und Primarmetabolitenpools. Dazu zdhlen diverse Acyl-CoAs
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als Ausgangsstoffe flir die Biosynthese von Polyketiden (z.B. Aflatoxin) und Terpenen (z.B. das Tri-
chothecen Deoxynivalenol) oder Aminosauren, die fir die Bildung nicht-ribosomaler Peptid-Sekun-
darmetabolite (z.B. Penicillin G) oder Indolalkaloiden (z.B. Ergotamin) verwendet werden (Abbildung
9).129

NADP* ]
Glukose ——» PPP C Polyketide
NADPH
l Terpene
Pyruvat ——» Acetyl-CoA
. Alkaloide
NADPH »
ATP
Pyruvat % > Nicht-ribosomale Peptide
E oD Sekundidrmetabolismus
&2 ADP
:ATP Lipide
£
=
'g AAs > Proteine
S /
8 NADPH
= ATP » DNA
Zentralstoffwechsel Biosynthese von Makromolekiilen

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Beziehung zwischen Primir- und Sekundarstoffwechsel
PPP: Pentose-Phosphat-Weg; TCA-Zyklus: Tricarbonsdure-Zyklus; ETK: Elektronentransportkette. Abbildung modifiziert
nach Abbildung 1 in Nielsen und Nielsen, 2017.1%°

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, haben viele pilzliche Sekunddarmetabolite Auswirkungen auf den Men-
schen und werden direkt oder als Basis zur Herstellung von Arzneimitteln verwendet.'3! Angesichts
der Schatzung Uber die groRe pilzliche Artenvielfalt und der Annahme, dass nur ein kleiner Teil der
bekannten Pilze jemals auf die Herstellung biologisch aktiver Substanzen getestet wurde, ist es of-
fensichtlich, dass noch eine Fiille an Naturstoffen mit potenziellem Nutzen fiir die Menschheit ent-
deckt werden kann.

1.5.2 Biosynthetische Gencluster (BGCs)

Schon in Zeiten der Analyse kiirzerer genomischer Sequenzen vor der Sequenzierung kompletter Ge-
nome wurde entdeckt, dass die Gene fiir bestimmte Stoffwechselwege in Pilzen in Clustern vorlie-
gen.'3? Jeder dieser Cluster enthilt in der Regel die Mehrheit, wenn nicht sogar alle Gene, die an dem
relevanten Stoffwechselweg beteiligt sind. Diese Gene sind nebeneinander (d.h. geclustert) an einem
spezifischen Ort im Genom angeordnet. Obwohl in Pilzen metabolische Gencluster an diversen Funk-
tionen mit Beziehung zum Primarstoffwechsel (z.B. die Verwertung von Nitrat, Allantoin, Zuckern,
Vitaminen und Aminosauren) beteiligt sind, sind jedoch hauptsachlich Gene zur Produktion von Se-
kundarmetaboliten in biosynthetischen Genclustern (BGCs) angeordnet.?33713> |n jhrer genomischen
Organisation dhneln pilzliche BGCs Genclustern aus Prokaryoten (auch Operons genannt). In Pilzen

15



Einleitung

werden die Gene eines Clusters allerdings individuell transkribiert, wahrend sie in prokaryotischen
Operons zu einer einzigen polycistronischen mRNA transkribiert werden.'3® Dabei gibt es jedoch auch
Ausnahmen.?¥’ Mittlerweile werden auch in Pflanzen immer mehr Sekundarmetabolitcluster ent-
deckt, obwohl dort Gene typischerweise unabhingig voneinander lokalisiert sind.'38 Das Gruppieren
von Genen fir die Biosynthese eines bestimmten Produkts kann aus verschiedenen Griinden auftre-
ten. Die Hypothese, die im Moment am meisten vertreten wird, ist, dass das Clustern in eine gemein-
same physische Region dabei hilft eine koordinierte Regulation aller Gene eines BGCs aufrecht zu
erhalten. AuRerdem wurde postuliert, dass die Bewahrung eines Genclusters die Weitergabe eines
kompletten Stoffwechselwegs durch sexuelle Transmission oder auch durch horizontalen Gentrans-
fer ermoglicht.!39

Typische BGCs bestehen minimal aus Genen fiir eine Synthase bzw. Synthetase (Polyketidsynthase,
nicht-ribosomale Peptidsynthetase, Terpensynthase und/oder -zyklase, Isocyanidsynthase), die aus
Primarmetaboliten das Kohlenstoffriickgrat des jeweiligen Produkts bilden und modifizierenden En-
zymen (z.B. Methyltransferasen, Cytochrom P450 Monooxygenasen, Hydroxylasen, Epimerasen,
Oxidoreduktasen, Prenyltransferasen) die zur weiteren strukturellen Diversifikation des Produkts bei-
tragen (Abbildung 10). Viele BGCs enthalten auBerdem Gene fiir cluster-spezifische Trankriptionsfak-
toren (TF), die die Expression der anderen Gene im Cluster positiv regulieren oder Gene, die fiir Pro-
teine kodieren, die den Organismus selbst vor den toxischen Eigenschaften des produzierten Stoffs
schitzen. AuRerdem sind in BGCs auch haufig hypothetische Gene zu finden, deren Funktion nicht
eindeutig der Produktion eines Sekundarmetaboliten oder dem Schutz davor zugeordnet werden
kann.12°

In allen kanonischen BGCs vorhanden

1) G = Db das) 0 B

Gen fiir Synthase- oder Synthetasegen; Gene flr modifizierende Enzyme Protektives Gen/Gene; Hypothetisches
BGC-spezifischen TF; typischerweise eine, typischerweise null Gene/Gene;
typischerweise null aber auch zwei méglich bis zwei mehrere méglich
bis eins

Abbildung 10: Die typischen Bestandteile eines pilzlichen biosynthetischen Genclusters

1.5.3 Entdeckung von BGCs und neuen Sekunddarmetaboliten durch Genome Mining

Seit der ersten Sequenzierung des vollstandigen Genoms eines freilebenden Organismus (Haemophi-
lus influenzae) im Jahre 1995 und mit dem Abschluss des Human Genome Projects im Jahr 2000,
welches das prestigetrachtigste Beispiel fiir eine Gesamt-Genom-Sequenzierung darstellt, befindet
sich die Wissenschaft in der post-genomischen Ara.'*%141 Das damit verbundene Aufkommen moder-
ner Sequenzierungsmethoden (NGS — next generation sequencing) ermoglicht es, so einfach, schnell
und kostenglinstig wie noch nie zuvor ganze Genome von Organismen zu sequenzieren.**2 Wihrend
die Kosten pro Megabase im Jahr 2001 noch bei 5292 USS lagen, konnte im Jahre 2013 ein komplettes
menschliches Genom schon fiir etwa 5.000 USS sequenziert werden (Kosten in 2001: leicht unter
100.000.000 USS).1*3 Dies fuhrte zu einem drastischen Anstieg an Daten komplett sequenzierter Ge-
nome von Organismen aus allen Domanen des Lebens. Die Anzahl prokaryotischer Genomdaten ist
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der von Pilzen noch immer weit liberlegen, allerdings nimmt die Menge verfligbarer hoch-qualitati-
ver Daten von Pilzgenomen durch Anstrengungen wie dem ,1000 fungal genomes project”
(http://1000.fungalgenomes.org) und vielen unabhingigen Sequenzierungen stetig zu.'** Die Verfug-
barkeit solcher Genomdaten und ihrer Annotation ermoglicht vergleichbare Analysen und Fort-
schritte in Bereichen wie der molekularen Phylogenetik, Mechanismen der pilzlichen Biologie (von
sexueller Reproduktion bishin zu Virulenz), Resistenzmechanismen und vor allem auch der Produk-
tion von Sekundirmetaboliten.*>"147 Die bioinformatische Analyse von kompletten Genomen mit
Schwerpunkt auf der Detektion und Zuordnung von BGCs und die darauf basierte Identifikation neuer
Sekunddarmetabolite wird als Genome Mining bezeichnet.

Die bioinformatische Detektion von potenziellen BGCs erfolgt nach automatisierter oder manueller
Annotation der Genomdaten basierend auf der Homologie zu charakterisierten Genen und ihren Pro-
teinprodukten. Dadurch ist es leicht, Gene zu finden, die beispielsweise fiir Synthasen oder Synthe-
tasen aus dem Sekundarmetabolismus kodieren. Modifizierende Enzyme wie Oxidoreduktasen, Me-
thyltransferasen, Cytochrom P450 Monooxygenasen etc. sind nicht nur exklusiv im Sekundarmeta-
bolismus zu verorten, was eine reine Homologie-basierte Suche erschwert. Nichtsdestotrotz ist die
Chance hoch, dass Gene, die fiir solche Enzyme kodieren, in die Produktion von Sekundarmetaboliten
involviert sind, wenn sie auf dem Genom in der Nahe eines Synthase- / Synthetasegens zu finden
sind.*?” Mit der Veréffentlichung von SMURF in 2010 (http://smurf.jcvi.org/index.php) und AntiS-
MASH im Jahr 2011 (https://fungismash.secondarymetabolites.org/) gibt es automatisierte Suchal-
gorithmen, die sich auf die Detektion von potenziellen BGCs in Genomdaten spezialisieren.#®49 Da-
bei basieren beide Algorithmen auf der Identifikation von konservierten Synthase-/Synthetasegenen,
die innerhalb bestimmter raumlicher Parameter mit Genen assoziiert sind, die flir mogliche modifi-
zierende Enzyme kodieren.?° Das Sortiment an Genome Mining-Algorithmen wurde und wird stetig
durch zusatzliche Tools erganzt.*>0

Nachdem sich durch die Veroffentlichung der Genomdaten von A. fumigatus, A. nidulans und A. o-
ryzae im Jahre 2005 herauskristallisierte, dass Biosynthesegene fiir Sekundarmetabolite wirklich zu
Uberwiegendem Teil geclustert vorliegen, wurde die Wissenschaft zum ersten Mal mit der grolRen
Anzahl an BGCs in Pilzen konfrontiert.’>! Analysen mit Genome Mining-Algorithmen legen mittler-
weile nahe, das pro sekundarmetabolitreicher Pilzspezies 30 — 70 BGCs detektiert werden, was nach
Hochrechnungen, unter Bericksichtigung verschiedener Pilzspezies und méglichen Duplikaten mit
gleicher Funktion, zu einer Zahl von mehreren Millionen unentdeckter BGCs fiihrt.'?° Die Menge der
BGCs Uibersteigt die Anzahl der bisher entdeckten und erforschten Sekundarmetabolite bei weitem,
was darauf hindeutet, dass das Reich der Pilze das Potenzial besitzt, auBergewdhnlich viele neue
Substanzen von eventuellem Nutzen fiir die Menschheit zu produzieren.

Der Grund dafiir liegt darin, dass ca. 90 % der BGCs unter Laborbedingungen nicht oder nur gering
exprimiert werden. Das erschwert die Zuordnung bekannter Sekundarmetabolite zu ihren BGCs und
verhindert die einfache Identifikation neuer Produkte.>? Gencluster mit keiner oder nur geringer Ex-
pression werden als ,still“ bezeichnet. Die Cluster, deren Produkte noch nicht identifiziert wurden
oder vice versa, betitelt man als ,kryptisch”. Die Existenz stiller BGCs lasst sich dadurch erklaren, dass
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die Produktion von Sekundarmetaboliten fiir die Zelle mit Kosten verbunden ist. Sowohl Energie als
auch Ressourcen miissen in die Herstellung der Biosyntheseenzyme, der Vorlaufermolekiile und der
eigentlichen Substanzen investiert werden. Das hat zur Folge, dass die Biosynthese von Sekundarme-
taboliten streng reguliert und in Antwort auf spezifische Stimuli aus der Umwelt aktiviert wird, was
dem Organismus dabei hilft, seine Fitness in der jeweiligen Situation zu erhdhen.'>® Um dieses ver-
borgene Potenzial fiir die Produktion von Sekundarmetaboliten und die Identifizierung neuer Natur-
stoffe auszuschopfen, wurden verschiedene Strategien zur Aktivierung dieser stillen Gencluster ent-
wickelt.?>*

1.5.4 Strategien zur Untersuchung von BGCs und ihren Sekundarmetaboliten

Die Beobachtung, dass es einem Stamm moglich ist, unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen
unterschiedliche Naturstoffe zu produzieren, fihrte zur OSMAC (one strain many compounds)-Stra-
tegie.'> Diese Strategie ist einfach zu verfolgen und erfordert keine genetische Manipulation des
Organismus, da durch Anpassung der Medienkomposition, des pHs, der Sauerstoffversorgung, der
Kultivierungstemperatur, der Beleuchtung, der Beigabe von chemischen Inhibitoren bzw. Wachs-
tumsverstarkern etc. die Bildung verschiedener Metabolite angeregt werden kann. Dieser Ansatz
wurde schon oft erfolgreich verfolgt und resultierte z.B. in der Isolierung der kryptischen Substanzen
Aspvanicin A und B aus A. versicolor KU258497 oder eines neuen zytotoxischen Furanesterderivats
aus A. niger BRF-074.156157

Im Gegensatz zur axenischen Kultivierung des relevanten Organismus verfolgt die Ko-Kultivierung
von zwei oder mehreren verschiedenen Organismen die Nachahmung der natiirlichen Umgebung
von Mikroben mit dem Effekt die Expression stiller Gencluster zu aktivieren. Die Interaktionen zwi-
schen den Spezies durch Konkurrenz um Nahrstoffe oder Platz und die Aktivierung chemischer Ver-
teidigungsmechanismen kann zu einer dramatischen Veranderung des Sekundarmetabolitprofils fiih-
ren.’8 In einer besonders erfolgreichen Anwendung dieser Methode wurde durch die Ko-Kultivie-
rung von Chaetomium sp. mit lebendigen oder autoklavierten Bacillus subtilis die ldentifikation flnf
neuer Substanzen und eine bis zu 8,3-fach héhere Akkumulierung bekannter Produkte erreicht.*>®

Beide Ansitze verursachen eine Anderung der vom Organismus wahrgenommenen Umgebungsbe-
dingungen. Zur Verarbeitung dieser externen Stimuli und zur Anpassung oder Reaktion an diese An-
derungen entwickelten Organismen im Laufe der Evolution eine Kombination aus komplexen senso-
rischen Systemen und strikt regulierten genetischen Schaltkreisen mit Einfluss auf Stoffwechselwege.
In diesen regulatorischen Netzwerken stellen Transkriptionsfaktoren wichtige Schliisselspieler dar.
Die Hierarchie bei der Regulation durch diese genetischen Schaltkreise reicht dabei von gen- oder
clusterspezifischen Transkriptionsregulatoren bis hin zu globalen Regulationskomplexen. Nahezu die
Halfte aller pilzlichen BGCs kodieren fiir einen oder mehrere Transkriptionsfaktoren, die die Regula-
tion des jeweiligen Clusters beeinflussen.'®%161 Meistens handelt es sich dabei um Zn(I)2Cys6-Prote-
ine. Es ist auch bekannt, dass ein Teil dieser clusterspezifischen Trankriptionsfaktoren Gene anderer
BGCs und mehrerer Stoffwechselwege regulieren kénnen, z.B. in Antwort auf die Verfligbarkeit von
Eisen.162163 Einige eher allgemeine Transkriptionsfaktoren, wie die pH- bzw. stickstoff- oder kohlen-
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stoffquelleabhangigen Regulatoren PacC, AreA oder CreA, kdnnen die Produktion von Sekundarme-
taboliten auf breiterer Ebene sowohl positiv, als auch negativ beeinflussen.'®* Der Velvet-Komplex ist
einer der einflussreichsten Transkriptionsregulatoren und wurde insbesondere in A. nidulans exzessiv
erforscht. Dieser heterotrimere Komplex besteht aus den drei Einzelproteinen LaeA, VeA und VelB
und verbindet den lichtabhangigen Einfluss auf die pilzliche Morphologie und Entwicklung mit dem
Sekundarmetabolismus.®> Es wurde gezeigt, dass LaeA etwa die Halfte aller BGCs in Pilzen positiv
beeinflusst und ein Verlust von LaeA in der verringerten Produktion von Sekundarmetaboliten resul-
tiert.1%® Dieser immense Einfluss von Transkriptionsregulatoren auf den Sekundirstoffwechsel macht
sie zu einem attraktiven Ziel fiir die Aktivierung von stillen Genclustern. Gezielte Uberexpression von
clusterspezifischen Zn(I1)2Cys6-Transkriptionsfaktoren fiihrte beispielsweise zur Produktion und
Identifikation von Aspyridon, Aperfuranon, Monodictyphenon und ent-Pimara-8(14),15-dien als Pro-
dukte von andernfalls stillen BGCs in A. nidulans.'®’-170 Als beriihmtester globaler Regulator mit Ein-
fluss auf den Sekundarmetabolismus war LaeA in A. nidulans und seine Homologe in anderen Asco-
myceten schon hiufiger Ziel von Deletions- und Uberexpressionsexperimenten. Erfolgreiche Aktivie-
rung von stillen BGCs durch die Modifikation von LaeA in verschiedenen Pilzen fiihrte zur Entdeckung
von Terrequinone A in A. nidulans, ML-236B in P. citrinum, Endocrocin und Hexadehydroasterchrom
in A. fumigatus, Fusarinsaure in F. verticillioides und diversen Tyrosin-derivatisierten Alkaloiden in A.

flavus.t’?

Auler der direkten Steuerung der Expression von BGCs durch Tanskriptionsfaktoren kann die tran-
skriptionelle Aktivitat eines Clusters auch durch epigenetische Modifikationen von Chromatin beein-
flusst werden. Je dichter die DNA um Histon- und nicht-Histonproteine gepackt ist (Heterochromatin
vs. Euchromatin), desto unzuganglicher ist der jeweilige Bereich fir Transkriptionsfaktoren und RNA-
Polymerasen, was in einer sinkenden oder komplett eingestellten Transkription resultiert. Neben der
Methylierung von Histonen und DNA beinflusst auch die Acetylierung, Phosphorylierung, Ubiquitiny-
lierung oder Sumoylierung von Histonen die globale Genexpression.}’2'73 Durch gezielte Ausschal-
tung oder Uberexpression Chromatin-modifizierender Enzyme kann eine Entspannung von andern-
falls dicht gepackten DNA Bereichen zur Aktivierung von stillen BGCs fiihren: Die Entfernung einer
Komponente des Proteinkomplexes, verantwortlich fiir die Methylierung von Histon3-Lysin4, be-
wirkte die Identifikation der Monodictyphenon und Orsellinsdure/F9775 BGCs in A. nidulans.15%174175
Die Zugabe eines chemischen Inhibitors einer Histondeacetylase zu A. niger-Kulturen fiihrte zur Ent-
deckung des zuvor unbekannten Sekundirmetaboliten Nygeron A.17®

Eine weitere Moglichkeit die Expression stiller BGCs zu induzieren, ist die Manipulation von Riboso-
men oder RNA-Polymerasen. Es wurde gezeigt, dass Mutationen des ribosomalen Proteins S12 oder
der RNA-Polymerase vor allem in Streptomyces spp. aber auch in Pilzen wie P. purpurogenum die
erhdhte Produktion von bekannten oder auch zuvor nicht-produzierten Antibiotika induziert.””/178

Die Isotopen-basierte Fraktionierung in Verbindung mit Genomsequenzanalysen fiihrte 2007 zum
ersten Mal zur Zuordnung eines kryptischen BGCs zur Biosynthese von Orfamid A in Pseudomonas
fluorescens und wird seitdem immer wieder fiir die Verbindung von beobachteten Sekundarmetabo-
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liten und ihren Genclustern eingesetzt.1’?-181 Die Isotopen-basierte Fraktionierung birgt das Poten-
zial, neue Metaboliten schnell und ohne genetische Manipulation zu identifizieren. Dieser Ansatz er-
fordert jedoch optimale Expressionsniveaus des untersuchten biosynthetischen Genclusters.

Uber die hier diskutierten Strategien zur Untersuchung und Aktivierung von bakteriellen oder pilzli-

chen BGCs hinaus gibt es noch viele weitere Methoden, die schon erfolgreich angewandt wur-
den.126'154'171'182

1.5.5 Heterologe Expression von BGCs in Modellorganismen

Die Uberexpression oder Deletion einzelner Clustergene bzw. Regulatoren zur Aktivierung oder Un-
tersuchung von BGCs setzt eine etablierte genetische Manipulierbarkeit des relevanten Organismus
voraus. AulRerdem lassen sich viele Organismen unter Laborbedingungen nicht oder nur bedingt kul-
tivieren, was dazu fuhrt, dass der Zugang zu diesen Organismen in den meisten Fallen nur Uber ge-
wonnene Proben (v.a. genetisches Material) moglich ist. Aus diesen Griinden stellt die heterologe
Expression von Genen in Modellorganismen schon seit langem eine der Basismethoden in der Mole-
kularbiologie und Proteinbiochemie dar. Diese Modellorganismen sind exzessiv erforscht und bieten
etablierte Protokolle zur gezielten genetischen Manipulation. Abhangig vom Ursprungsorganismus
und den Anforderungen an das exprimierte Gen bzw. das produzierte Protein kann zwischen proka-
ryotischen oder eukaryotischen Modellorganismen gewahlt werden. Wahrend prokaryotische Sys-
teme wie Escherichia coli Vorteile wie beispiellos schnelles Wachstum (die Verdopplungszeit unter
Optimalbedingungen betragt nur 20 min), schnelle und einfache Transformation mit exogener DNA
oder das einfache Erreichen von Zellkulturen mit einer hohen Zelldichte bieten, haben diese aller-
dings den Nachteil, dass Proteine nicht posttranslational modifiziert werden und ein SpleiRen von
Introns nicht méglich ist.18318* Neben der dadurch erzwungenen Herstellung und Nutzung von cDNA
flihrt das dazu, dass die Expression eukaryotischer Proteine, deren posttranslationale Modifikationen
einen essenziellen Beitrag zur Funktion des Proteins leisten, in prokaryotischen Systemen nicht
durchfihrbar ist. Trotz der Optimierung von E. coli zur Expression von Proteinen aus hoheren Orga-
nismen werden in solchen Fallen zumeist eukaryotische Systeme verwendet, die von Mikroorganis-
men wie Hefen (z.B. Saccharomyces cerevisiae oder Pichia pastoris) und anderen Ascomyceten (z.B.
Aspergillus oder Trichoderma) iber Insektenzellen bis zu Sdugetierzellen reichen kénnen.18>186

Die heterologe Expression ist auch in der Forschung zur Naturstoffbiosynthese nicht wegzudenken
und zeichnet sich hier durch besondere Vorteile aus. Durch die Entwicklung fortgeschrittener DNA-
Manipulationstechniken und Klonierungsmethoden ist es moglich, nicht nur einzelne Gene zur Pro-
duktion eines spezifischen Proteins zu exprimieren, sondern lber verschiedene Methoden ganze
Gencluster in den Modellorganismus einzubringen.'8”.188 |igationsunabhingige Klonierungsmetho-
den wie die homologe Rekombination in E. coli oder S. cerevisiae ermoglichen beim Zusammenbau
der BGCs auch den Austausch gewiinschter Sequenzen, wie z.B. Promotoren, um stille BGCs unter
Laborbedingungen zu aktivieren.®>1%0 Obwohl die Produktion von Naturstoffen durch heterologe Ex-
pression zwar durch wirtsspezifische biosynthetische bzw. regulatorische Elemente beeinflusst wer-
den kann und eine breitere Auswahl an Expressionssystemen moglicherweise eine robustere hetero-
loge Expression verspricht, fallt die erste Wahl dennoch meist auf ein dem Ursprungsorganismus
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nahe verwandtes System.'%192 Vor allem im Hinblick auf die Wachstumsrate, das Temperaturopti-
mum, das Spleiflen von Introns und die Verfligbarkeit von Vorlaufermolekiilen bieten diese zumeist
einen Vorteil.

Die erste komplette Rekonstruktion ganzer Sekundarmetabolitpathways wurde durch stiickweise
Einflhrung von Genen der Penicillin-, Tenellin-, Pyripyropen- und Aphidicolin-BGCs in A. oryzae er-
reicht.1%3-1% (ber verschiedene Assemblierungsmethoden wurde seitdem eine Vielzahl an pilzlichen
BGCs rekonstituiert und erfolgreich heterolog exprimiert,187.188

1.6 Enzyme der Sekundarmetabolitbiosynthese

Wie schon zuvor erwahnt, beginnt die Biosynthese von Sekundarmetaboliten liber die Herstellung
des Kohlenstoffgrundgeriists durch verschiedene Enzymklassen wie Polyketidsynthasen (PKS), Ter-
pensynthasen bzw. -zyklasen oder nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS). Die weitere struktu-
relle Diversifikation wird Gber die Modifikation des Kohlenstoffgrundgerists mit modifizierenden En-
zymen wie Methyltransferasen, Cytochrom P450 Enzymen, Hydroxylasen, Epimerasen, Oxidoreduk-
tasen oder Prenyltransferasen gewahrleistet. Die Ausgangsstoffe, die zur Biosynthese dieser Substan-
zen bendtigt werden, stammen aus dem Primarstoffwechsel. In diesem Kapitel werden einige, fiir
diese Arbeit relevante, Enzymklassen naher beschrieben.

1.6.1 Polyketide und Polyketidsynthasen (PKS)

Polyketide sind eine vielfaltige Gruppe von Naturstoffen mit hochkomplexen Kohlenstoffgrundgeris-
ten, wie u.a. Polyphenole, Polyene, Makrolide, Endiine oder Polyether. Die biologische Funktion im
Kontext ihrer natlrlichen Umgebung und der Nutzen fiir den urspriinglichen Produzenten ist oftmals
nicht genau vorherzusagen, doch im Allgemeinen fungieren viele Polyketide als Virulenzfaktoren, Pig-
mente und Abwehr- oder Botenstoffe.'®” Aufgrund ihres pharmazeutischen Nutzens finden viele Po-
lyketide Einsatz in der Medizin oder dienen als Grundlage fiir die weitere Entwicklung von Arzneimit-
teln. In der Spanne von 2005 bis 2007 gehorten mehr als ein Drittel der als Arzneimittel zugelassenen
Naturstoffe oder Naturstoffderivate zu den Polyketiden und bis 2009 erreichte der Jahresumsatz mit
aus Polyketiden gewonnenen Arzneimitteln routinemaRig 20 Milliarden Dollar, was die Relevanz die-
ser Substanzklasse in der Entwicklung neuer Medikamente unterstreicht.’®® Pharmazeutisch rele-
vante Polyketide umfassen Antibiotika (z.B. Erythromycin, Actinorhodin, Tetracenomycin oder Tetra-
zyklin), Chemotherapeutika (z.B. Doxorubicin, Resistomycin oder Plicamycin), Antioxidantien (z.B.
Resveratrol) (Abbildung 11), Antimykotika (z.B. Griseofulvin oder Amphotericin), Cholesterol-sen-
kende Mittel (z.B. Lovastatin) sowie Toxine und Karzinogene (z.B. Aflatoxin B1) (Abbildung 2A und
B).199

Trotz ihrer strukturellen Diversitdt werden Polyketide iber ihren gemeinsamen biosynthetischen Ur-
sprung aus der Kondensation einfacher Acyl-CoA-Thioester definiert. Schon in der Flinfziger Jahren
des 20. Jahrhunderts wurden durch Experimente mit Radioisotop-markiertem Acetat Parallelen zur
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Fettsdaurebiosynthese festgestellt, bei der von Fettsdauresynthasen (FASs) durch iterative Kondensa-
tion von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA mit anschlieender mehrfacher Reduktion der Ketogruppen
Fettsduren mit langen Kohlenstoffketten synthetisiert werden.??° Die von Polyketidsynthasen kataly-
sierten Reaktionen laufen generell ahnlich ab.

Tetrazyklin

N,
)J\ HO = 4 N
=" 0H cH o H:

Actinorhodin OH OH

6-Methylsalicylsdure
Erythromycin 0

Abbildung 11: Beispiele fiir die strukturelle Diversitat von Polyketiden

Polyketidsynthasen sind Enzyme mit multiplen funktionellen Domanen oder ganze Enzymkomplexe,
deren essenzielle Funktion darin besteht, einfache aktivierte Acyl-Startereinheiten (z.B. Acetyl-CoA,
Malonyl-CoA, Methylmalonyl-CoA etc.) Uiber iterative decarboxylierende Claisen-Thioester-Konden-
sation mit Malonyl-CoA oder davon abgeleiteten Erweiterungseinheiten zu verketten (Abbildung 12A
und B).'%” Diese Reaktion wird von einer B-Ketosynthase (KS) katalysiert. Die Startereinheit bzw. die
wachsende Kohlenstoffkette wird dabei als Thioester-Konjugat an einem phosphopantheinylierten
Acyl-Carrier-Protein (ACP) oder Coenzym A verankert. Eine optionale (Malonyl-)Acyltransferase
(MAT/AT) erkennt und Ubertragt spezifisch Starter- oder Erweiterungseinheiten auf den Phospho-
pantheinylarm des ACP. Diese drei Funktionen bilden zusammen mit einer Thioesterase (TE), die
durch Hydrolyse des Acyl-Thioesters die Freisetzung des Polyketids bewirkt, die einfachste funktio-
nelle PKS. Die Reduktion der B-Oxo-Funktion nach jedem Elongationsschritt ist bei PKS im Vergleich
zu FAS hingegen optional und wird durch drei weitere enzymatische Funktionen katalysiert. Die Ke-
toreduktase (KR) reduziert das B-Keton zum entsprechenden B-Alkohol, die Dehydratase (DH) elimi-
niert den entstandenen B-Alkohol als Wasser und bildet einen Enoyl-Thioester gefolgt von der Re-
duktion dieses Enoyl-Thioesters zum gesattigten Acyl-Thioester durch die Enoylreduktase (ER). Das
teilweise oder vollstandige Auslassen der Reduktionsschritte vor der ndchsten Verlangerungsrunde
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resultiert damit in einem komplexen Funktionalisierungsmuster der PKS-Primarprodukte. Neben die-
sem Aspekt unterscheiden sich PKS von FAS auch noch in der gréBeren Auswahl verschiedener
Startereinheiten und in der Herstellung von Produkten mit unterschiedlicher Kettenldange. Die struk-
turelle Variation des Kohlenstoffriickgrats wird durch zusatzliche Modifikationen des wachsenden
Polyketids mittels optionaler, PKS-inherenter Faktoren oder Domanen weiter erhoht. Dazu zdhlen
beispielsweise Methylierungen (katalysiert von Methyltransferasen (MT)) und unterschiedliche Zyk-
lisierungs- bzw. Freisetzungsmechanismen. Die freigesetzten Primarprodukte werden im Anschluss
meistens durch Oxidation, Reduktion, Umlagerung oder Transferreaktionen von anderen Enzymen
des Stoffwechselwegs weiter diversifiziert.20%292

2. Laden der 3. Kondensation
1. Laden der I

y k i Erwe|terungs kataly5|ert durch
CoA
kas/ ° (o'/ SH SH OH s
CoA-SH CoA SH 5 COZ 2
R1 R1 o KR/ R o]
CoA _
B s O - -

o~ ~o 07y 0 R ~o
R? \)

Startereinheiten:
0 o ACP
0 o o o o 0 “ oA .
)J\ CoA \)J\ CoA JI\/”\ CoA _CoA S/COA s~ \/\/\n/s

o 0. 0.
57 s” HO 57 HO S
HO o

Acetyl-CoA Propionyl-CoA Malonyl-CoA Methylmalonyl-CoA Benzoyl-CoA 4-Coumaroyl-CoA Capronsaure-ACP

Erweiterungseinheiten:

o o o o (o} [0} (e} [0} (o} (o}
CoA _CoA _CoA _CoA
CoA - HO S HO S HO S
HO 57 HO S
Cl _0
Malonyl-CoA Methylmalonyl-CoA Ethylmalonyl-CoA Chloroethylmalonyl-CoA Methoxymalonyl-CoA

Abbildung 12: Genereller Mechanismus der Kettenverlangerung durch PKS und mégliche Starter- bzw. Erweiterungs-
einheiten

Der generelle Mechanismus der Bildung von Polyketiden durch PKS (A) involviert das Laden einer Startereinheit, einer
Erweiterungseinheit und deren Claisen-Kondensation unter Abspaltung von CO.. Durch wiederholte Kondesation mit wei-
teren Erweiterungseinheiten wird die Polyketidkette verlangert. Die typischen Starter- und Erweiterungseinheiten (B)
sind Acetyl-CoA und Malonyl-CoA, die abgebildeten Alternativen werden jedoch ebenfalls von bekannten PKS inkorpo-
tiert.

Auf Basis ihrer Strukturen und Wirkmechanismen werden PKS in drei unterschiedliche Typen einge-
teilt: Typ | und Typ Il — die dabei die Beziehung zu den zuvor charakterisierten Typen | und Il von
Fettsdauresynthasen reflektieren — und Typ Il (Tabelle 3). Dieses Paradigma gilt aber keineswegs ein-
heitlich, da viele PKS auch ein hybrides Verhalten offenbaren und sich immer mehr Beispiele dafir
finden lassen, dass in der Evolution von Polyketidsynthasen unzahlige Zwischenstufen realisiert wur-
den.?03-206 Es geht sogar so weit, dass in manchen Fillen Module von Typ I-PKS an NRPS-Module
gebunden sind, was zur Biosynthese von Polyketid-Peptid-Hybridprodukten fiihrt oder einige Po-

lyketide durch Zusammenarbeit von PKS verschiedener Typen entstehen,207:208
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Tabelle 3: Klassische Kategorisierung von PKS

Typ Proteinarchitektur  Synthesemechanismus Vorhersage des  Ahnlichkei- Organismen
Produkts tenzu

Typ | Einzelnes Protein Linear (flieRbandartig), bedingt - Bakterien

(modular) mit mehreren Mo-  jede katalytische Domane
dulen wird einmal genutzt

Typ | Einzelnes Protein Iterativ, die katalytischen nein FAS Typ | hauptséachlich

(iterativ) mit mehreren funk- Domanen werden wieder- Pilze, einige Bak-
tionellen Domanen  holt genutzt terien
(ein Modul)

Typ Il Multiple Proteine, Iterativ, die katalytischen nein FAS Typ Il ausschlieRlich
jedes mit einer ei- Doménen werden einma- Bakterien
genen mono-funkti- lig oder wiederholt ge-
onalen katalyti- nutzt

schen Doméne

Typ I Einzelnes Protein Iterativ, die katalytischen nein - hauptsachlich
mit mehreren Mo- Domaénen werden wieder- Pflanzen, einige
dulen holt genutzt Bakterien und

Pilze

1.6.1.1 Modulare Typ I-PKS

Typ I-PKS sind strukturell in kovalent miteinander verknipfte funktionelle Domanen organisiert und
bilden ein groRes multifunktionales Enzym. Basierend auf der iterativen oder nicht-iterativen Kata-
lyse der Claisen-Kondensation durch eine einzige KS-Domane kann auch noch zwischen iterativen
und nicht-iterativen bzw. modularen Typ I-PKS unterschieden werden. Ein Modul der nicht-iterativen
Typ I-PKS besteht typischerweise aus einem Satz von AT-, KS-, ACP- und optionalen B-Keto-Redukti-
onsdomanen; d.h. die Domanen, die fir die Addition einer einzelnen Ketideinheit an das wachsende
Polyketid und die folgende Modifikation verantwortlich sind, bilden ein funktionelles Modul. Nicht-
iterative Typ I-PKS sind riesige, multimodulare Megasynthasen, in denen das wachsende Polyketid
von Modul zu Modul weitergeben wird, nachdem von Jedem typischerweise nur eine Erweiterungs-
einheit erganzt und entsprechend der Doméanenarchitektur modifiziert wurde (flieBbandartig). Dem-
entsprechend korreliert die Anzahl der Module mit den durchgefiihrten Elongationszyklen und die
Anwesenheit von KR-, DH- oder ER-Domanen in den Modulen bestimmt den Reduktionsgrad des je-
weiligen B-Ketons.?%® Diese Kollinearitat ermdglicht es nicht nur aus dem Aufbau der Megasynthase
auf die Struktur des Primarmetaboliten zu schlieBen, sondern erlaubt auch die rationale Umprogram-
mierung von Modulen durch Protein-Engineering.?°%21° Ausnahmen in dieser 1:1-Beziehung zwischen
PKS-Architektur und Metabolitstruktur kommen z.B. durch das Uberspringen oder das Wiederver-
wenden eines Moduls in einigen bakteriellen modularen Typ I-PKS zustande, was dazu fihren kann,
dass die tatsichliche Struktur nicht mit der postulierten Struktur zusammenpasst.2%42% Das Gleiche
gilt fur die Korrelation zwischen der Modularchitektur und der Produktstruktur, die besonders im
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Falle der Unterklasse der trans-AT-PKS von den Erwartungen abweicht. Im Gegensatz zu cis-AT-PKS
fehlen den Modulen von trans-AT-PKS die AT-Domdnen, deren ACPs stattdessen durch freie, sepa-
rate ATs beladen werden.?!!

Die 6-Desoxyerythronolid B-Synthase (DEBS) synthetisiert das Macrolidgrundgerist in der Biosyn-
these von Erythromycin A und ist fiir diese Enzymklasse ein archetypisches Beispiel (Abbildung 13).212
Hierbei zeigt sich auch, dass nicht jedes Modul einer modularen Typ I-PKS als distinktes Protein vor-
liegen muss, stattdessen setzt sich die DEBS aus drei Proteinen zusammen, die ein Modul fir die
Beladung der PKS mit der Startereinheit, sechs Erweiterungsmodule und eine TE-Domane zur Frei-

setzung des Macrolids umfassen.?!3
DEBS1 DEBS2 DEBS3
Modul 1 Modul 4 Modul 6
Laden ----ooooooooooes Modul 2 Modul 3~ -----mmmmmemoemoeo oo Modul 5 +-----mmmemooooes Ende

3 ?

Zyklisierung und Freisetzung .,

—

modifizierende Enzyme

- =

Erythromycin A

6-Desoxyerythronolid B

Abbildung 13: Die 6-Desoxyerythronolid B-Synthase (DEBS) als reprasentatives Beispiel fiir modulare PKS

Die drei separaten Proteine der DEBS katalysieren die flieBbandartige Kondensation und Prozessierung von Propionyl-
CoA mit sechs Molekiilen Methylmalonyl-CoA. Das Polyketid wird unter Zyklisierung von der TE-Domane als 6-Des-
oxyerythronolid B abgespalten, bevor dieses von weiteren Enzymen des Pathways zu Erythromycin A umgesetzt wird.

1.6.1.2 Iterative Typ I-PKS — Nicht-reduzierende PKS

Im Gegensatz zu den bakteriellen modularen Enzymen durchlauft das wachsende Polyketid im Falle
der pilzlichen iterativen Typ I-PKS die funktionellen Domanen eines Polypeptids mehrfach. Anhand
ihrer Domanenarchitektur kann zwischen drei verschiedenen Subtypen unterschieden werden.
Nicht-reduzierende PKS (NR-PKS) fliihren bei der Kettenverlangerung keine reduktiven Schritte durch,
partiell-reduzierende PKS (PR-PKS) katalysieren die Reduktion des B-Ketons nur in limitiertem MalSe
und hoch-reduzierende PKS (HR-PKS) kdonnen das Polyketid bis hin zur vollen Sattigung reduzieren.
Trotz der gewohnlich iterativen Prozessierung des wachsenden Polyketids, kann der Reduktionsgrad
in jeder verldangerten Einheit dennoch variieren. Das heif3t, je nach Anwesenheit werden in jedem
Elongationsschritt optional KR-, DH-, ER- oder sogar MT-Domdnen eingesetzt, um die Reduktion der
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B-Oxo-Funktion oder auch Methylierungen des a-Kohlenstoffs durchzufiihren und damit das Substi-
tutionsmuster festzulegen. Der Modus der Methylierung ist ein weiterer wesentlicher Unterschied
zwischen pilzlichen iterativen PKS und bakteriellen PKS. Wahrend bakterielle Systeme Methylma-
lonyl-CoA oder andere Derivate von Malonyl-CoA als Erweiterungseinheiten verbauen kénnen, me-
thylieren pilzliche Systeme die wachsende Polyketidkette ausschliellich durch eine Methyltrans-
ferase-Doméine, welche S-Adenosylmethionin (SAM) als Kofaktor benotigt.2%!

Die minimale Domanenarchitektur einer NR-PKS umfasst fir gewohnlich eine N-terminale Starterein-
heit-AT (SAT)-Domane, gefolgt von jeweils einer KS-, AT-, Produkttemplat (PT)- und einer ACP-Do-
mane.?'* Die SAT wahlt und |d die Startereinheit. Der Starter besteht entweder aus Acetat, einem
anderen Polyketid (wie das hoch-reduzierte Triketid, welches bei der Chaetoviridinbiosynthese von
der HR-PKS CazF auf die NR-PKS CazM (ibertragen wird)?!> oder einer Fett-Acyl-Kette (wie Capron-
saure im Falle der Norsolorinsdauresynthase (NSAS) als erstes Enzym der Aflatoxinbiosynthese in A.
flavus (Abbildung 14)).2'¢ Die AT-Doméne |ad die Malonat-Erweiterungseinheiten und die KS kataly-
siert die Claisen-Kondensation zur Verlangerung der ACP-gebundenen Acyl-Kette.?'” Die Program-
mierung der PT-Domaéne bestimmt die Regiospezifitdat und den Zeitpunkt der genauen Zyklisierung
des linearen Polyketids und schiitzt die wachsende Kette in einer protektiven Tasche, welche auf-
grund der vielen polaren Keto-Funktionen instabil ware und chaotisch zyklisieren wiirde.?’! Die PT-
Domaéne von PksA (Teil der NSAS) (Abbildung 14) vermittelt zwei sukzessive Aldol-Kondensationen
zwischen C4-C9 und anschliefend C2-C11. Nach der Claisen-Zyklisierung von C14-C1 durch die Thio-
esterase/Claisen-Zyklase (TE/CLC)-Domane wird das Polyketid als Noranthron von PksA abgespal-
ten.?!8 Alternative Zyklisierungsmuster, die beispielsweise mit einer Aldol-Kondensation von C2-C7
oder C6-C11 beginnen, fliihren unter anderem zur Bildung von Naphtopyron YWA1 durch die wA-PKS
oder Atrochryson-Carbonséure durch die Atrochryson-Carbonsdure-Synthase (ACAS).219220

Transfer des

Cg-Fettsaure-Starters /7—)(\‘ PksA %24%1;

7 (e} o (0] Aldol-Kondensation

HexA/HexB @@ @ @ @ TE —— @ _
| : Ho
[©) S (6] S o (0] SH
\/ o HO
(0]
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Noranthron
Claisen-Zyklisierung

d HO OH
und Freisetzung
durch TE-Domane - >

OH O OH O

Abbildung 14: PksA als reprasentatives Beispiel fiir die modulare PKS Norsolorinsauresynthase

Die Biosynthese von Aflatoxin beginnt mit der Herstellung eines Capronsdurethioesters durch die FAS-Untereinheiten
HexA und HexB, welches auf die SAT-Domane der NR-PKS PksA transferiert wird und die Kondensation mit Malonyl-CoA
sieben Mal durchlauft. Die PT-Domane kontrolliert die korrekte Zyklisierung der reaktiven Polyketidkette. Das gebundene
Intermediat wird durch die TE/CLC-Domane freigesetz und durch die C14-C1 Claisen-Zyklisierung entsteht Noranthron,
welches von weiteren Enzymen des Pathways zu Aflatoxin B umgesetzt wird.
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Im Gegensatz zu PksA besitzen andere NR-PKS statt TE- oder CLC-Domanen eine Reduktase (R)-Do-
mane, die die NAD(P)H-abhangige Freisetzung des Polyketids via einer 2-Elektron-Reduktion als Al-
dehyd katalysieren, so z.B. CazM in der Chaetoviridinbiosynthese, die 3-Methylorcinaldehydsynthase
(MOS) aus Acremonium strictum oder AfoE in der Asperfuranonbiosynthese.1’%215221 F{jr die Freiset-
zung des Polyketids von NR-PKS ohne dedizierte Freisetzungsdomane ist zumeist eine separate,
trans-agierende Thioesterase des Metallo-B-Lactamase-Typs verantwortlich, die keine Sequenzho-
mologie zu den TE-Domanen von NR-PKS aufweist, wie es beispielsweise bei der erwdahnten ACAS der
Fall ist.?2% In den Fallen methylierter unreduzierter Polyketide ist eine MT-Domane zwischen der ACP-
und der Freisetzungsdomane lokalisiert. Dafiir werden der MT-Domadne wahrend der Polyketidbio-
synthese verschiedene B-Keto-Acyl-Intermediate prasentiert, die leicht enolisierbar sind, um einen
fir den Methyltransfer verfligbaren nukleophilen a-Kohlenstoff zu erzeugen. Die Methylierung er-
folgt jedoch oft selektiv und an bestimmten Positionen, wie durch die PksCT in der Citrininbiosyn-
these demonstriert wird.???

1.6.1.3 Iterative Typ I-PKS — Partiell-reduzierende PKS

Verglichen mit den NR- und HR-PKS bilden PR-PKS die kleinste Gruppe. Die Domanenarchitektur von
PR-PKS ist im Gegensatz zu den anderen beiden Subtypen hoch konserviert und weist neben der KS-
AT-, ACP- und TE-Doméne noch eine KR-Domaéne auf. DH- und ER-Domanen zur weiteren reduktiven
Prozessierung hingegen fehlen. PR-PKS katalysieren die Produktion von kleinen, meist aromatischen
Molekilen. Beispiele fiir PR-PKS umfassen die 6-Methylsalicylsdure (6-MSA)-Synthase (6-MSAS; Ab-
bildung 15), welche in Pilzen weit verbreitet ist und auch in einigen Bakterien vorkommt, NcsB und
AziB, welche die biosynthetischen Bausteine der Neocarcinostatin und Azinomycinbiosynthese 2-
Hydroxy-5-Methyl-Napthoesdure und 5-Methyl-Napthoesaure herstellen und die Melleinsynthase
SACE5532.223-226 \WWihrend der Biosynthese von 6-MSA katalysiert die KR-Domane der 6-MSAS auf
Basis eines Triketids nur eine einzige Reduktion, die nach der Zyklisierung und Dehydrierung des frei-
gesetzten Produkts in dem kleinen aromatischen Molekiil resultiert. 6-MSA ist eine biosynthetische
Vorstufe des Mykotoxins Patulin, des Bruton’s Tyrosin-Kinase-Inhibitors terreic acid und des Meroter-
penoids Yanuthon B.2277229

6-MSAS
@ @ KR C2-C7 Oy OH
@ Aldol-Kondensation
+ Freisetzun
0s S  0s__S 9 HO

A

o)
N \» 7 6-Methylsalicylsiure

+ 3 Malonyl-CoA AN

Abbildung 15: Die 6-Methylsalicylsduresynthase (6-MSAS) als reprasentatives Beispiel fiir eine PR-PKS
Die 6-MSAS kondensiert ein Acetyl-CoA mit drei Malonyl-CoA. Bei der Freisetzung des Polyketids findet eine Aldol-Kon-
densation zwischen C2 und C7 statt, wodurch ein aromatischer Ring gebildet wird.
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1.6.1.4 Iterative Typ I-PKS — Hoch-reduzierende PKS

HR-PKS ahneln aufgrund ihrer Domanenarchitektur am starksten FAS aus Saugetieren (FAS Typ 1), sie
sind grofle multifunktionale Proteine mit KS-, ACP-, MAT-, KR-, DH- und ER-Doméanen und besitzen
damit die Kapazitat, B-Ketideinheiten bis zur vollstandigen Sattigung zu reduzieren. Die ER-Domanen
mancher HR-PKS sind allerdings inaktiv, sodass die Enoyl-Reduktion durch trans-agierende Hilfs-ER-
Enzyme ersetzt werden muss. Dies ist beispielsweise bei der Betaenonbiosynthese der Fall, indem
die Funktion der inaktiven ERo-Domane der HR-PKS Betl durch die separate ER Bet3 ibernommen
wird.?3% Ein anderes Beispiel fiir eine trans-agierende ER ist LovC, die die Funktion der inaktiven ERo-
Domaine der HR-PKS LovB in der Lovastatinbiosynthese ersetzt (Abbildung 16).23! Viele HR-PKS besit-
zen auch eine zusatzliche MT-Domane, die vor der B-Ketoreduktion die a-Position der wachsenden
Polyketidkette methyliert. Interessanterweise wurde bei der Strukturaufklarung der FAS von Sauge-
tieren eine rudimentare, inaktive MT-Domadne an einer analogen Position zu den funktionalen MT-
Domainen der HR-PKS entdeckt, was die Verwandtschaft beider Enzymklassen unterstreicht.?3?

Trotz aller Ahnlichkeiten zu Sdugetier-FAS (mFAS) unterscheiden sich HR-PKS in Bezug auf die Pro-
grammierung ihrer B-Keto-Reduktionsdomanen drastisch. Die KR-, DH- und ER-Domdnen der mFAS
sind in jedem Zyklus aktiv und produzieren gesattigte Fettsduren wie Palmitinsaure; im funktionellen
Sinne kdnnten sie daher als HR-PKS angesehen werden.?33 Die Aktivitat der B-Keto-Reduktionsdoma-
nen von HR-PKS hingegen variiert in jeder Iteration in gewissem MaRe. Das heilst eine Ketideinheit
kann durch Einsatz der KR-, DH- und ER-Domanen vollkommen zu einem Methylen reduziert werden
oder die Prozessierung des B-Ketids stoppt nach der Reduktion durch die KR- oder DH-Doméne, was
in der Bildung eines B-Alkohols oder eines Enoyl-Thioesters resultiert. Der selektive Gebrauch reduk-
tiver Domanen der HR-PKS generiert funktionelle Gruppen wie Alkohole, Alkene und Alkane, die
durch modifizierende Enzyme im weiteren Verlauf der Biosynthese zur Bildung komplexerer Struktu-
ren weiter modifiziert werden. HR-PKS mit MT-Domanen sind aufgrund der katalysierten Methylie-
rungen auch in der Lage verzweigte Polyketide zu produzieren, wahrend mFAS wegen ihrer inaktiven
MT-Domadne nur lineare Fettsduren synthetisieren. Wie fiir die Lovastatin- und Pseurotin A-Biosyn-
these bewiesen werden konnte, ist die korrekte a-Methylierung ein wichtiger Kontrollpunkt in der
Herstellung des Polyketids und kann bei Mangel der richtigen Methylgruppen zur Bildung von Shunt-
produkten fiihren 231234

AuBer dem unterschiedlichen Vorgehen bei der Reduktion von B-Ketiden unterscheiden sich HR-PKS
von mFAS auch noch im Mechanismus der Produktfreisetzung. Nachdem Fettsauren ihre Ziellange
erreicht haben, werden sie durch Hydrolyse von einer dedizierten TE-Domadne der mFAS freige-
setzt.23> Mit bisher einer einzelnen Ausnahme (PKS28 aus Moniliophtora roreri) besitzen die meisten
HR-PKS allerdings keine fusionierte TE-Domane.?3¢ Stattdessen kommen zur Hydrolyse des Produkts
oft trans-agierende, separate Thioesterasen zum Einsatz, die im gleichen BGC kodiert werden. Dies
konnte z.B. fir die HR-PKS LovB beobachtet werden, die ohne gesonderte Thioesterase-Aktivitat
durch LovG das Produkt Dihydromonacolin L nicht freisetzte (Abbildung 16).231237 Separate Thioes-
terasen scheinen auch fiir eine effiziente Bildung des richtigen PKS-Primarprodukts eine wichtige
Rolle zu spielen, was durch die Bildung neun verschiedener Hydrolyse-Produkte von Bref-PKS ohne
ihre dazugehdrige Bref-Thioester-Hydrolase aus der Brefeldin A-Biosynthese demonstriert wurde.?38
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Abbildung 16: Die Lovastatinbiosynthese als reprasentatives Beispiel fiir einen HR-PKS-Pathway

Die Lovastatinbiosynthese beginnt mit der Kondensation, Reduktion und Methylierung von einem Acetyl-CoA mit funf
Malonyl-CoA durch die HR-PKS LovB. Auf Basis des Hexaketids findet ein Ringschluss liber eine Diels-Alder-Zykloaddition
statt, bevor das Intermediat um weitere drei Malonyl-CoA erweitert wird. Die ERo-Domdne von LovG ist inaktiv, ihre
Funktion wird deshalb durch die separate ER LovC ersetzt. Die distinkte TE/CLC LovG katalysiert die Freisetzung des Po-
lyketids als Dihydromonacolin L-Sdure, die spontan lactonisieren kann. Das Cytochrom P450 LovA dehydrogeniert und
hydroxyliert Dihydromonacolin L zu Monacolin L. Die Lovastatin-Diketidsynthase LovF synthetisiert eine a-Methylbutyryl-
kette, die von der Acyltransferase LovD auf die C8-Hydroxygruppe tbertragen wird und so Lovastatin bildet.

Zusatzlich zur Hydrolyse durch eine TE ist die Acyltransferase-vermittelte Ubertragung des Polyketids
auf ein nucleophiles Atom eines Akzeptormolekils oder einer anderen Synthase ein weiterer Mecha-
nismus der Produktfreisetzung von HR-PKS.?3%240 Dje Biosynthese von 1,3-Benzendiol-Lactonen (z.B.
das Mykotoxin Zearalenon) unterliegt der sequenziellen Weitergabe eines stark reduzierten, linearen
Polyketids von einer HR-PKS auf die SAT-Domane einer NR-PKS, die das Polyketid anschlieBend um
weitere Einheiten erweitert, Gber Aldol-Kondensation den aromatischen Ring bildet und schlieRlich
sogar noch zur Makrozyklisierung beitragt.241-243

Eine reduktive Freisetzung eines Polyketids von einer HR-PKS mit einer R-Domane als Aldehyd ist
bisher nur von der zuvor erwdhnten Betl bekannt.?3? Die in Kapitel 5.1 ndher diskutierte PKS VirA
scheint allerdings auch ohne dedizierte R-Domaéne ihr Produkt durch eine 2-Elektron Reduktion als
Aldehyd freisetzen zu kdnnen.?**

1.6.1.5  Typ II-PKS

Ahnlich zu den bakteriellen Typ 1I-FAS sind Typ II-PKS Multi-Enzym-Komplexe bestehend aus mono-
funktionalen Proteinen, von dem jedes durch ein diskretes Gen kodiert wird und untereinander be-
trachtliche Sequenzkonservierung aufzeigen.'%24> Typ 1I-PKS wurden ausschlieRlich in Bakterien, vor
allem in Streptomyces spp., gefunden und produzieren aromatische Polyketide, fiir die eine lineare
Anordnung mehrerer aromatischer Ringe exemplarisch ist.?*¢ Diese aromatischen Polyketide umfas-
sen oft benutzte Antibiotika wie die Tetrazykline oder Actinorhodin, oder Zytostatika wie Doxorubicin
(Abbildung 17).247-24° Zur Synthese dieser Stoffe wird ein minimaler Satz iterativ eingesetzter Enzyme
benotigt. Die typische ,minimale PKS” besteht aus einem Heterodimer zweier KS-Einheiten (KSq und
KSg) und einem ACP, welches die wachsende Polyketidkette tragt. Die Sequenzen von KSq und KSg
weisen eine hohe Ahnlichkeit zueinander auf, mit Ausnahme einer Cystein-haltigen katalytischen Re-
gion in KSg, die essenziell zur Claisen-Kondensation beitragt. Trotz der mutierten katalytischen Region
in KSg ist dieses katalytisch aktiv. Es wurde gezeigt, dass in den PKS fiir die Produktion von Actinorho-
din und Tetracenomycin, das Cystein der katalytischen Region von KSg zu einem Glutamin mutierte,
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welches in das Laden von Malonyl-CoA und der Generierung von Acetyl-KS durch Decarboxylierung
von Malonyl-ACP involviert ist.>>° Eine weitere sehr wichtige Funktion von KSg besteht darin, dass es
durch Kontrolle der Anzahl der Claisen-Kondensationsschritte die primdre Determinante fir die
Lange der Kohlenstoffkette darstellt und deswegen auch als chain length factor (CLF) bezeichnet
wird.?>! Der Transfer der Malonyl-Erweiterungsheinheit auf das ACP kann in einigen Fallen eine Ma-
lonyl-CoA:ACP-Transferase (MCAT) als vierte Komponente erfordern. Wegen der Abwesenheit eines
MCAT-Gens in den meisten Typ II-PKS Genclustern wurde allerdings die Hypothese aufgestellt, dass
Kapazitaten zur Malonylierung des ACP aus der Fettsidurebiosynthese bereitgestellt werden.?>%2°3 Es
wurde alternativ auch schon gezeigt, dass das ACP in vitro zur Selbst-Malonylierung in der Lage ist,
wenn auch nur unter erhéhten Malonyl-CoA Konzentrationen.?* Die Reduktion und das Faltungs-
muster des entstehenden Polyketids wird schlieRlich durch zuséatzliche PKS-Untereinheiten, ein-
schlieBlich Ketoreduktasen, Cyclasen (CYC), Aromatasen (ARO) oder Oxygenasen (Ox) bestimmt (Ab-
bildung 17).24¢
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Abbildung 17: Die Doxorubicinbiosynthese als Beispiel fiir einen Typ II-PKS-Pathway

Die Doxorubicinbiosynthese in S. peucetius benotigt ein Propionyl-CoA als Startereinheit und neun Malonyl-CoA als Er-
weiterungseinheiten. Der Prozess involviert zwei ,minimale PKS” (DpsC-DpsD-DpsG und DpsA-DpsB-DpsG), wobei das
ACP DpsG beide heterodimeren KS bedient. Die ndchsten Schritte involvieren eine separate Ketoreduktase (DpsE), drei
Cyclasen (DpsF, DpsY, DnrD), zwei Oxygenasen (DnrG, DnrF) und eine Metyhltransferase (DnrC) um das wichtige Inter-
mediat e-Rhodomycinon zu produzieren.?>> Durch weitere Modifikation mit DnrS, DnrP, DoxA und DnrK entsteht schlieR-
lich Doxorubicin.
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1.6.1.6  Typ II-PKS

Pflanzliche Stilben- und Chalconsynthasen (STS/CHS), die Stilbenderivate oder Vorstufen von pflanz-
lichen Flavonoiden, Isoflavonoiden und Anthocyaninen synthetisieren, waren die ersten identifizier-
ten und gut untersuchten Vertreter der Typ 1II-PKS (Abbildung 18).2°¢ Bis in die 1990er Jahre wurde
geglaubt, dass Typ IlI-PKS exklusiv in Pflanzen vorkommen, bis sie auch in Bakterien entdeckt wur-
den.?>” Mit der Analyse des A. oryzae-Genomes stellte sich heraus, dass auch Pilze Typ I1I-PKS besitzen,
seitdem wurden erst elf pilzliche Typ III-PKS untersucht und charakterisiert.?>%2>°

Verglichen mit den multiplen funktionellen Doméanen des Typ | und der multienzym-Organisation von
Typ Il sind Typ llI-PKS simple Homodimere, die aus jeweils zwei ca. 42 kDa grolRen KS-dhnlichen Enzy-
men bestehen.?®® Diese Proteine sind multifunktionell und katalysieren die iterative Kondensation
von Starter Fett-Acyl-CoA und verschiedener Erweiterungseinheiten (meistens Malonyl-CoA) zu einer
Polyketidkette mit anschlieRender intramolekularer Lacton-, Aldol- oder Claisen-Zyklisierung, alles
innerhalb einer Tasche des aktiven Zentrums.?62:252 Typ [1I-PKS akzeptieren ein breites Spektrum an
Starter-Fett-Acyl-CoA-Einheiten, die von kurzen/langen linearen (z.B. Acetyl-CoA, Steraoyl-CoA) liber
verzweigte (z.B. Isobutyryl-CoA), bis hin zu zyklischen (z.B. p-Coumaryl-CoA, Benzoyl-CoA) Molekiilen
reichen.?? Trotz dieser Promiskuitét zeigen sie meistens jedoch eine héhere Affinitit gegeniiber spe-
zifischer Substrate,263-266
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Abbildung 18: Chalcon- bzw. Stilbensynthasen als reprasentatives Beispiel fiir Typ IlI-PKS

Die homodimeren Typ III-PKS Chalconsynthase (CHS) und Stilbensynthase (STS) kondensieren Cinnamoyl-CoA oder ein
substituiertes Derivat mit drei Malonyl-CoA-Erweiterungsheinheiten.?®” Die CHS katalysiert anschlieBend einen C6-C1-
Ringschluss Uber eine Claisen-Reaktion und bildet so die Chalcone. Die STS hingegen zyklisiert das Polyketid Gber einen
C2-C7-Aldol-Mechanismus, was zur Bildung von Stilbenen fihrt.
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1.6.2 Nicht-ribosomale Peptide und nicht-ribosomale Peptidsynthetasen

Neben den Polyketiden stellen die nicht-ribosomalen Peptide (NRP) eine der wichtigsten Naturstoff-
klassen dar. Das Grundgeriist der NRP wird wie Polyketide von multifunktionellen bzw. multimodu-
laren Enzymen, den Nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), hergestellt. Diese Enzyme sind in
der Lage, unabhangig von Ribosomen Monomere lber Peptidbindungen zu verkniipfen. Die Spanne
der durch NRPS verkniipften Bausteine reicht von den 20 proteinogenen L-Aminosauren Uber ihre bD-
Stereoisomere, sowie nicht-proteinogenen Amino-, a-Hydroxy- und a-Keto-, bis hin zu Fettsauren
und umfasst tiber 500 bisher dokumentierte Molekiile.2%8 Diese strukturelle Vielfalt an Monomeren
in Verbindungen mit Modifikationen durch verschiedene NRPS-inherente Domanen sorgt fiir ein brei-
tes Spektrum linearer und einfacher bzw. verzweigter zyklischer Substanzen mit vielen interessanten
biologischen Aktivitaten (Abbildung 19A). NRP unterscheiden sich in ihrer Komplexitat, die einfache
zyklische Dipeptide mit einem 2,5-Diketopiperazinriickgrat (z.B. die Indolalkaloide der Echinulin-Fa-
milie oder die tremorgenen Fumitremorgine), grofRe zyklische Peptide (z.B. das Immunsuppressivum
Ciclosporin A) oder verzweigte zyklische Peptide (z.B. das Antibiotikum Bacitracin) miteinschlieRt.25%-
272 Lineare NRP kénnen von Tripeptiden (z.B. das Herbizid Bialaphos) bis zu 20-mer Peptiden (z.B. das
Antibiotikum Alamethicin) reichen.?’3274 Das bisher groRte bekannte NRP ist Syringopeptin 25 A mit
25 verknlipften Monomeren.?’>

Die hauptsachlichen Produzenten von NRP sind Bakterien, vor allem die Phyla Actinobacteria, Firmi-
cutes und die Klassen a-, B-, y-Proteobakterien. Mittlerweile werden aber auch in Cyanobakterien
und &-Proteobakterien immer mehr NRP entdeckt. Pilzliche NRP stammen hauptsachlich aus Asco-
myceten. NRPS aus hoheren Organismen, wie die NRPS Ebony aus der Fruchtfliege (Drosophila me-
lanogaster) oder die PKS-NRPS-hybride Nemamidsynthetase aus dem Fadenwurm Caenorhabditis
elegans, bilden eher die Ausnahme.?’6-2’8 Die natiirlichen biologischen Funktionen von vielen NRP im
Ursprungsorganismus sind immer noch Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion.?’%:28% Die NRP
von nicht-pathogenen Bakterien, wie verschiedene Actinomyceten, haben wahrscheinlich eine Kom-
munikations- oder Signalisierungsfunktion. Eine groRe und strukturell diverse Gruppe innerhalb der
NRP, produziert von Bakterien und Pilzen, sind die Siderophore. Unter Eisenmangel werden diese
Stoffe aus der Zelle exportiert und als ihre Fe''-Komplexe wieder reimportiert, um die Versorgung mit
Eisen zur Aufrechterhaltung zelluldrer Prozesse zu gewahrleisten. Siderophore sind allerdings auch
wichtige Faktoren in der Virulenz vieler pathogener Pilze, aber vor allem Gram-negativer Bakte-
rien.?®1 Zwei prominente Beispiele fiir Siderophore sind Enterobactin aus E. coli und Bacillibactin aus
Bacillus anthracis.?®%%8 Viele NRP sind fiir den Menschen auch aus pharmazeutischer Hinsicht inte-
ressant. Die viel genutzten B-Lactam-Antibiotika, wie die Penicilline oder Cephalosporine, Immun-
suppressiva, wie Ciclosporin A oder auch das Zytostatikum Bleomycin A lassen sich auf die Bildung
durch NRPS oder NRPS-PKS-Hybride zurtickfiihren.?71,284-286
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Abbildung 19: Beispiele verschiedener nicht-ribosomaler Peptide und genereller Mechanismus von NRPS

NRP weisen eine hohe strukturelle Diversitat auf (A). Der generelle Mechanismus von NRPS involviert die Erkennung und
Aktivierung von Substraten durch die A-Domane, gefolgt von der Bindung an die T-Domane, bevor sie durch die C-Do-
maéne Uber eine Peptidbindung kondensiert werden (B). Es folgt die Freisetzung durch die TE-Domaéne.
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Abbildung 20: Beispiele fiir verschiedene NRPS-Typen

Die lineare NRPS FegQRS synthetisiert das Tridecamer Feglymycin flieBbandartig (A). Die iterative NRPS GrsAB benutzt
alle Module zweifach und speichert das Produktintermediat des ersten Reaktionsdurchgangs (rot) an der TE-Doméne
(griin), bis zur Kondensation mit dem Intermediat der 2. Runde und der Freisetzung durch Makrozyklisierung (B). Die non-
lineare NRPS fur die Capreomycinbiosynthese ist auf mehrere Proteine verteilt (C). Die zweite A-Domane von CmnA (rot)
aktiviert zwei Molekile L-2,3-Diaminopropionat (L-Dap) und beldd zwei distinkte T-Domanen (blau): die terminale T-Do-
méane von CmnA und die T-Doméane von Cmnl. Das resultiert in der Wiederholung von L-Dap im finalen Produkt (rot). X
reprasentiert eine unbekannte Domaéne, C/ eine modifizierte C-Doméane und CT eine Carbamoyltransferase.
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Das typische Modul einer NRPS besteht aus der Adenylierungs (A)-Domane, welche fir die Erken-
nung, die ATP-abhingige Aktivierung und Ubertragung eines Substrats auf die prosthetische Phos-
phopantheinylgruppe der Thiolierungs (T)-Domane (auch peptidy! carrier protein (PCP) gennannt).
Das gebundene Substrat wird durch den Phosphopantheinylarm zur Kondensierungs (C)-Doméne ge-
bracht, wo es Uber eine Peptidbindung mit der, an das PCP des vorherigen Moduls gebundenen,
wachsenden Peptidkette verbunden wird (Abbildung 19B). Wahrend das Peptid am PCP gebunden
ist, kann es von diesem zu weiteren optionalen Modul-inherenten Proteindomanen, wie Epimerisie-
rungs (E)-, Formylierungs (F)-, Methylierungs (M)-, Heterozyklisierungs (Cy)-, Reduktions (R)- oder
Oxidations (Ox)-Doméanen gebracht und von diesen modifiziert werden. Alternativ werden zusatzli-
che Modifikationen am PCP-gebundenen Peptid durch trans-agierende modifizierende Enzyme
durchgefiihrt. Zuletzt wird das reife Oligopeptid von einer TE-Domane freigesetzt und in vielen Fallen
auch zyklisiert.

Wie auch PKS kénnen NRPS anhand ihres Aufbaus und der Abfolge der von ihnen durchgefiihrten
Reaktionen in drei Klassen unterteilt werden. Typ A beinhaltet lineare NRPS, d.h. jedes Modul wird
vom N-Terminus ausgehend nur einmalig benutzt, bis das kondensierte Produkt am C-Terminus des
letzten Moduls freigesetzt wird. Wie bei modularen Typ I-PKS flihrt das zu einer Kollinearitat zwischen
den vorhandenen Modulen und den kondensierten Substraten, sodass aus dem Aufbau der NRPS
eine Ableitung des Produkts erfolgen kdnnte. Hier wird durch die flieRbandartige Abfolge der Reak-
tionen von einer assembly line gesprochen. Beispiele fir Produkte von linearen NRPS sind das Anti-
biotikum Vancomycin aus Amycolatopsis und das tridecamere Feglymycin aus Streptomyces sp. DSM
11171 (Abbildung 20A).287:288 Der Typ B wird von iterativen NRPS gebildet, die wahrend eines biosyn-
thetischen Zyklus bestimmte Module mehrfach benutzen, sodass in den entstehenden Peptiden glei-
che Einheiten mehrfach verbaut werden, wie es z.B. in der Biosynthese des Siderophors Enterobactin
oder des Antibiotikums Gramicidin S geschieht (Abbildung 20B).28%-2! Eine weitere Variation des ite-
rativen Mechanismus wird von Typ C-NRPS ausgelibt. In einer non-linearen Manier werden dabei
einzelne Domanen (keine ganzen Module) mehrfach verwendet, wodurch eine Vorhersage des Pro-
dukts unmaoglich ist. Auf diese Art und Weise werden z.B. die Antibiotika Capreomycin und Viomycin
synthetisiert (Abbildung 20C).2°22%3
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1.6.3 Isoprenoide, prenylierte Substanzen und Prenyltransferasen

1.6.3.1 Isoprenoide, ihr Ursprung und trans-/cis-Prenyltransferasen

Isoprenoide, darunter Terpene und Terpenoide, sind eine grolRe Gruppe von Naturstoffen mit hoher
struktureller Diversitat und verschiedenen biologischen Funktionen. Mit tiber 80.000 bekannten Ver-
tretern bildet diese Klasse etwa ein Drittel der charakterisierten Substanzen in der Dictionary of Na-
tural Products (http://dnp.chemnetbase.com).?* Viele isoprenbasierte Substanzen tibernehmen als
Primarmetabolite wichtige physiologische Funktionen in diversen Organismen. Diese wichtigen Mo-
lekiile reichen von Ubichinon oder Menachinon (Elektronentibertrager in der Elektronentransport-
kette aus Pro- und Eukaryoten), Gber photosynthetische Pigmente (Phytol in Chlorophyll und Ca-
rotenoid-Pigmente wie Retinal), Sterole (eine Mehrheit davon ist verantwortlich flir Membranstabi-
litat), von Cholesterin abgewandelte Steroid-Hormone, Gibberelline (pfl. Wachstumshormone), Un-
decaprenyldiphosphat (UPP; dient als membrangebundener Ubertriger von Glycan bei der bakteri-
ellen Zellwandsynthese) bis hin zu Dolicholen (spielen eine Rolle bei der cotranslationalen Modifika-
tion von Proteinen im endoplasmatischen Retikulum).?°>72°9 Die posttranslationale Modifikation von
Proteinen, wie GTPasen der RAS-Familie oder heterotrimere G-Proteine, durch Anhdngen von Farne-
syl- oder Geranylgeranyl-lsoprenoiden ist essenziell fir ihre korrekte zelluldre Funktion.3® Neben
diesen Beispielen fiir lebenswichtige Aufgaben sind viele Isoprenoide selbst oder als funktionelle
Gruppen von Indolalkaloiden, Coumarinen, Xanthonen, Chinonen und Naphtalenen im Sekundarme-
tabolismus zu verorten.3°! Der erhohte lipophile Charakter prenylierter Substanzen steigert in vielen
Fallen deren biologische Aktivitdt gegenliber ihren unprenylierten Pendants (z.B. durch leichtere
Membrangingigkeit).3°2 Des Weiteren bieten Prenylgruppen zusatzliche Angriffspunkte fiir die wei-
tere strukturelle Modifikation der Substanz durch Hydroxylierung, Zyklisierung oder Acetylierung.3!
Die Ubertragung von Isopreneinheiten auf Akzeptormolekiile wird von Prenyltransferasen (PTs) ver-
schiedener Typen katalysiert (Abbildung 21).

Isoprendiphosphatsynthasen . -
(trans-/cis-PTs) UbiA-Superfamilie

(membrangebunden) pilzliche DMATS-PTs

/
\

bakterielle LtxC-Untergruppe

// aromatische PTs DMATS-Superfamilie
Prenyltransferasen \ /

\ ABBA-Superfamilie
Peptid-PTs (I6slich)

tRNA-PTs
Protein-PTs CloQ/NphB-Gruppe

Abbildung 21: Einteilung verschiedener Prenyltransferasen
Prenyltransferasen werden je nach Herkunft, Akzeptormolekiil oder strukturellen Merkmalen kategorisiert. Die pilzlichen
DMATS-PTs haben fir diese Arbeit die gréRte Bedeutung.

Die Basis fiir den Aufbau isoprenbasierter Substanzen oder funktioneller Gruppen sind zwei lineare
Cs-Prenyldiphosphat-Molekiile: Isopentenyldiphosphat (IPP) und sein Isomer Dimethylallyldiphos-
phat (DMAPP). Beide Substanzen werden von zwei verschiedenen Stoffwechselwegen gebildet: dem
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Mevalonatweg (MVA) oder dem Methylerythritolphosphatweg (MEP) (Abbildung 22A). Der Meva-
lonatweg findet hauptsachlich im Cytosol von Tieren, Pflanzen, Pilzen und Archaeen statt, allerdings
schien ein horizontaler Gentransfer von einem eukaryotischen oder archaeellen Donor dazu gefiihrt
zu haben, dass auch einige Bakterien ihre Isopreneinheiten auf diese Art synthetisieren.3%3 Der MEP-
Weg ist aus dem Grof3teil der Bakterien, allen Cyanobakterien und Chloroplasten in Pflanzen be-
kannt.304

Auf Basis dieser C5-Isopreneinheiten kdnnen Prenyltransferasen (hier im speziellen Isoprendiphos-
phatsynthasen) Kopf-zu-Schwanz-Kondensationen von IPP mit DMAPP katalysieren, um so verschie-
dene lIsoprendiphosphate mit unterschiedlicher Kettenlange (n x Cs), wie beispielsweise Ge-
ranyldiphosphat (n = 2; GPP), Farnesyldiphosphat (n = 3; FPP), Geranylgeranyldiphosphat (n = 4;
GGPP), Geranylfarnesyldiphosphat (n = 5; GFPP) oder langeren Molekiilen zu generieren (Abbildung
22A).3% Unter Berucksichtigung der Stereochemie der gebildeten Doppelbindung (E/Z) kdnnen diese
Isoprendiphosphatsynthasen in trans- und cis-PTs unterteilt werden.

Die typischerweise Homodimeren trans-PTs katalysieren die Bildung von Produkten mit kurzer oder
mittlerer Kettenlange, die von 10 bis 50 Kohlenstoffatomen reicht. Jedes Monomer weist in seiner
aktiven Region zwei konservierte aspartatreiche DDXDD-Motive auf, die insgesamt drei Mg?*-lonen
koordinieren, welche fiir die Diphosphat-Arretierung der allylischen Substrate verantwortlich sind.3%
Im Beispiel der Octaprenyldiphosphatsynthase (OPPS) attackiert C4 von IPP in der aktiven Region
eines Monomers das C1 von FPP in der aktiven Seite des anderen Monomers nukleophil und bildet
durch konsekutive Kopf-zu-Schwanz-Kondensationen mit vier weiteren Molekilen IPP Octapre-
nyldiphosphat mit 40 Kohlenstoffatomen (Abbildung 22B).3%” Dieses Polymer bildet die wichtige Pre-
nylseitenkette von Ubichinon (oder Menachinon).3% Andere bekannte Beispiele fiir trans-PTs wie die
Farnesyldiphosphatsynthase (FPPS) und die Geranylgeranyldiphosphatsynthase (GGPPS) synthetisie-
ren FPP oder GPP mit jeweils 15 bzw. 20 Kohlenstoffatomen (Abbildung 22A).39%310 |m Gegensatz zu
den trans-PTs enthalten cis-PTs kein aspartatreiches Motiv und katalysieren die Bildung von langket-
tigen Produkten mit =55 Kohlenstoffatomen bis hin zu natlirlichem Gummi mit iber 10.000 konden-
sierten Isopren-Einheiten.3°> Die Undecaprenyldiphosphatsynthase (UPPS) ist ein prominentes Bei-
spiel fur cis-PTs und katalysiert die Kopf-zu-Schwanz-Kondensation von 8 Molekiilen IPP auf ein Mo-
lekiil FPP, um die C55-Kette von Undecaprenyldiphosphat zu bilden (Abbildung 22B).3!! Trotz ihrer
dhnlichen Reaktionsmechanismen und der Verwendung von Mg?* unterscheiden sich trans- und cis-
PTs sowohl in ihrer Primar- als auch Tertidarstruktur.

Die Cs — Cyo-Prenyldiphosphate DMAPP, IPP, GPP, FPP und GGPP kénnen von einer groflen Familie
strukturell dhnlicher Enzyme, den Terpensynthasen/-zyklasen, zur Bildung der Grundgeruste von
Hemi- (Cs), Mono- (Cio), Sesqui- (Cis), Di- (C20), Ses- (Czs), Tri- (Cao), Tetra- (Cao) und langeren Polyter-
penen benutzt werden.3'? Die Terpengrundgeriiste werden oft von verschiedenen modifizierenden
Enzymen, wie Cytochrom P450 Enzymen, Dehydrogenasen, Methyltransferasen, Acyltransferasen o-
der Glycosyltransferasen weiter diversifiziert.313314
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Abbildung 22: Biosynthese von Isoprendiphosphaten verschiedener Linge, Beispiele fiir trans-/cis-PTs und schemati-
sche Darstellung einer reguldren oder reversen Prenylierung mit DMAPP

Die Cs-Grundbausteine von isoprenoidbasierten Substanzen und funktioneller Gruppen, Isopentenyldiphosphat (IPP) und
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP), stammen entweder aus dem Mevalonatweg (MAV) oder dem Methylerythritolphos-
phatweg (MEP). Isoprendiphosphatsynthasen kondensieren DMAPP konsekutiv mit IPP, um Isoprendiphosphate ver-
schiedener Kettenlangen zu erzeugen (A). Die von der OPP-Synthase und der UPP-Synthase katalysierten Reaktionen sind
Beispiele fiir trans- und cis-PTs (B; modifiziert nach Winkelblech et al., 2015).3%! Das nukleophile Akzeptormolekiil (Nuc)
greift das resonanzstabilisierte Dimethylallyl-Carbokation entweder an C1 oder an C3 an, was in einer reguldren oder
reversen Prenylierung des Nukleophils resultiert (C). Der Modus der Prenylierung ist von der jeweiligen PT abhéngig.
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1.6.3.2 Membran-gebundene aromatische Prenyltransferasen — UbiA-PTs

Neben der Herstellung von Isoprendiphosphaten katalysieren Prenyltransferasen die reguldre oder
reverse Ubertragung von Isopreneinheiten auf eine Vielzahl verschiedener Substrate (Abbildung
22C). Eine besondere Gruppe dabei sind die aromatischen PTs, die Prenylgruppen auf C-, N- oder O-
Atome aromatischer Akzeptormolekiile wie Phenole, Phenolsauren, Flavonoide, Coumarine, Naph-
talene, Phenazine und Indolderivate Gibertragen kénnen und damit eine wichtige Rolle in der Diver-
sifikation von Sekundarmetaboliten in Bakterien, Pilzen und Pflanzen spielen.3%! Basierend auf ihrer
Lokalisierung, der Abhdngigkeit von bestimmten Metallionen und ihrem strukturellen Aufbau bzw.
konservierten Motiven lassen sich aromatische PTs in weitere Gruppen einteilen. Danach gibt es die
membranassoziierte UbiA-Superfamilie und die Superfamilie der zytosolischen ABBA-PTs, welche die
NphB/CloQ-Untergruppe und die DMATS-PTs mit einschlieRt (Abbildung 21).3%?

Die integralen Membranproteine des UbiA-Typs katalysieren Schliisselschritte in der Biosynthese von
Ubichinon, Menachinon, Chlorophyll, Him und Tocopherol. Die UbiA-Uberfamilie umfasst u.a. UbiA
und MenA zur Ubichinon- und Menachinonbiosynthese aus Bakterien und Archaeen, ihre jeweiligen
Homologe COQ2 und UBIAD1 aus Eukaryoten, sowie Chlorophyllsynthasen und Homogentisat-PTs
aus photosynthetischen Organismen.31>-318 Wie die trans-lsoprendiphosphatsynthasen besitzen
membrangebundene UbiA-PTs konservierte aspartatreiche (NDXX)DXXXD Motive fir die Koordina-
tion des Prenyl-Donor-Diphosphats iiber Mg2*-lonen.3'® Als Prototyp der Uberfamilie katalysiert UbiA
die Kondensation einer Isoprenylkette an die meta-Position von 4-Hydroxybenzoat (Abbildung
23).319320 Dabei spaltet es das Diphosphat vom Prenyl-Donor (in E. coli z.B. vom zuvor erwihnten
Octaprenyldiphosphat) und generiert ein Carbokationintermediat am Ende der Isoprenylkette, wel-
ches mit der meta-Position des aromatischen Substrats reagiert, um eine C—C-Bindung zu bilden.
Trotz seiner Regiospezifitat akzeptiert UbiA Isoprenylketten variabler Lange und kann so in verschie-
denen Spezies die Ubichinone Coenzym Qg.10 (CoQg-10) generieren.3?! Die genannten UbiA-Typ PTs
haben eine elementare Bedeutung flir den Primarmetabolismus, es gibt jedoch auch viele Vertreter,
die eine wichtige Rolle in der Prenylierung von Sekundarmetaboliten spielen. Die membrangebun-
dene Farnesyltransferase AuaA katalysiert beispielsweise die Prenylierung von 2-Methyl-4-Hydroxy-
chinolin wahrend der Aurachinbiosynthese in Stigmatella aurantiaca, wahrend die UbiA-dhnlichen
PTs AscA und StbC in der Ascofuranon- und LL-Z1272B-Biosynthese aus Acremonium egyptiacum und
Stachybotris bisbyi Orsellinsdure farnesylieren 3227324

COOH COOH
UblA

OPP (C PP
( 40) OH

3-Octaprenyl-

4-Hydroxybenzoeséaure Coenzym Qg

4-Hydroxybenzoesaure

Abbildung 23: Prenyltransfer durch UbiA aus E. coli wahrend der Coenzym Qs (CoQs)-Biosynthese
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1.6.3.3 Losliche aromatische Prenyltransferasen — ABBA-PTs

Die l6slichen bakteriellen und pilzlichen Prenyltransferasen unterscheiden sich strukturell deutlich
von membrangebundenen UbiA-dhnlichen PTs. Die durch PTs katalysierte Friedel-Crafts-Alkylierung
eines Aromaten involviert die Abspaltung des Diphosphats vom Prenyldonor. Dabei muss das entste-
hende reaktive allylische Kation gegen die wassrige Umgebung abgeschirmt werden. Wahrend spe-
kuliert wird, dass in membrangebundenen PTs eine tiefe lipophile Tasche, umgeben von Transmemb-
ranhelices, diese Aufgabe lGbernehmen konnte, ist es sicher, dass l6sliche Prenyltransferasen dies
durch eine Fassahnliche Struktur aus B-Faltblattern gewahrleisten.32>326 Die erste Kristallstruktur ei-
ner l6slichen PT war die der in die Naphterpinbiosynthese involvierten Naphtalen-Geranyltransferase
NphB aus Streptomyces sp. CL190. Sie weist eine 10-strangige antiparallele B-Fassfaltung auf, die aus
funf repetitiven appa-Elementen besteht.3?’ Die B-Faltblatter bilden einen inneren Zylinder, der au-
RBen von a-Helices abgeschirmt wird (Abbildung 24A). lhre katalytische Region befindet sich in der
Mitte dieses Zylinders und besitzt verglichen mit den zuvor diskutierten Membran-gebundenen PTs
kein aspartatreiches (N/D)DXXD Metallionen-Bindemotiv. Trotzdem ist die von ihm katalysierte Ge-
ranylierung von 1,6-Dihydroxynaphtalen oder Flaviolin abhdngig von Mg?*-lonen (Abbildung 24B).3%”
Die strukturelle Architektur aus fassbildenden aBfa (ABBA)-Elementen scheinen alle 16slichen Pre-
nyltransferasen, inklusive der DMATS-PTs, gemeinsam zu haben, daher werden diese PTs dem ABBA-
Typ zugerechnet. Zwei Jahre vor NphB wurde der erste Vertreter dieser Enzymklasse, CloQ, aus Strep-
tomyces roseochromogenes identifiziert. CloQ katalysiert die Prenylierung von 4-Hydroxyphe-
nylpyruvat in der Biosynthese von Clorobiocin.3?® Nach diesen beiden Enzymen ist die CloQ/NphB-
Untergruppe der Prenyltransferasen benannt. Es stellte sich allerdings heraus, dass NphB innerhalb
der ABBA-PTs eine Ausnahme bildet: andere |6sliche Prenyltransferasen des ABBA-Typs wie CloQ,
sein Ortholog NovQ aus Streptomyces spheroides und alle DMATS-PTs unterscheiden sich deutlich
von NphB in ihrer Aminosauresequenz und besitzen keine konservierten aspartatreichen Metallbin-
demotive, zeigen aber dennoch signifikante aromatische PT-Aktivitat.322:330 Das aktive Zentrum von
CloQ weist dafir funf positiv-geladene Aminosauren auf, die das Diphosphat des Prenyldonors koor-
dinieren, bei seiner Abspaltung helfen und durch ihre elektropositive Natur das elektronegative In-
termediat so stabilisieren, sodass die notwendige Katalyseenergie fiir die elektrophile aromatische
Substitution herabgesetzt wird.33° Es konnte gezeigt werden, dass PTs der CloQ/NphB-Untergruppe

eine hohe Promiskuitdt gegeniiber verschiedener aromatischer Substrate aufweisen.327:329-331

&, o
' ’ NphB @
e

PPi X H

OH )

\Q) 2-Geranyl-1,6-DHN

Abbildung 24: 3D-Struktur von NphB und die von NphB katalysierte Reaktion

Die 3D-Struktur von NphB zeigt das klassische Faltungmuster aus antiparallelen affa-Elementen (A; entnommen aus
Kuzuyama, 2017).332 Der innere Zylinder aus B-Faltblattern (rosa) enthilt das aktive Zentrum und wird von a-Helices (tiir-
kis) umgeben. Die Mg?*-abhingige Geranylierung von 1,6-Dihydroxynaphtalen (1,6-DHN) durch NphB erfolgt wie darge-
stellt an Position C2 (B) oder in zehnfach geringerem MalRe auch an Position C5.3%’
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1.6.3.4 Losliche aromatische Prenyltransferasen — DMATS-PTs

Mit Uber 60 identifizierten Enzymen und Kristallstrukturen von bekannten Vertretern wie AtaPT,
FgaPT2, CdpNPT oder FtmPT1 bilden die 16slichen Enzyme aus der Familie der Dimethylallyltryp-
tophansynthasen (DMATS) die am besten untersuchte Gruppe der Prenyltransferasen,30%:325,333-335 |m
Gegensatz zu ABBA-PTs katalysieren die hauptsachlich aus Ascomyceten bekannten DMATS-PTs die
Ubertragung von Isopreneinheiten iberwiegend auf Indole oder Indolderivate, inklusive tryptophan-
haltiger zyklischer Dipeptide, Indolterpenoide und Tryptophan selbst.39%:33¢ DMATS-PTs, sowie die
PTs der CloQ/NphB-Untergruppe besitzen keine aspartatreichen Motive und katalysieren den Trans-
fer von Prenylgruppen unabhangig von Metallionen. Trotzdem scheint die Anwesenheit von divalen-
ten Kationen wie Ca?* oder Mg?* einen positiven Einfluss auf die Aktivitit einiger DMATS-PTs auszu-
Uben.337-339 Wie zuvor erwihnt, weist die Tertidrstruktur der DMATS-PTs, wie die der CloQ/NphB-
Untergruppe, ebenfalls die antiparallele B-Fassfaltung mit einem hydrophoben Kern auf. Diese struk-
turelle Analogie ist bemerkenswert, besonders da auf Sequenzebene kaum Ahnlichkeit zwischen bei-
den Enzymklassen besteht.333 Fir die Sekundarstruktur eines Proteins steht allerdings nur eine be-
grenzte Anzahl von energetisch bevorzugten Strukturldsungen zur Verfligung, deswegen verlauft die
Entwicklung von Proteinfaltungsmustern oft konvergent.34° Im Vergleich dazu ist die Variabilitat auf
Sequenzebene quasi unerschopflich, sodass viele Sequenzen mit einem bestimmten Faltungsmuster
kompatibel sein kénnen. Die Notwendigkeit, das nach der Abspaltung des Diphosphats bei der Frie-
del-Crafts-Alkylierung entstehende Dimethylallyl-Carbokation gegen einen nukleophilen Angriff
durch Wasser abzuschirmen, resultierte scheinbar in der Evolution von analogen Strukturen der ver-
schiedenen Gruppen l6slicher PTs. Die Abspaltung von Diphosphat vom Prenyldonor wird von den
Bedingungen im aktiven Zentrum beglinstigt und resultiert in der Erzeugung des erwahnten Dime-
thylallyl-Carbokations. Dieses attackiert anschlieBend das aromatische Akzeptormolekil elektrophil
und bildet dabei einen o-Komplex (auch als Wheland-Komplex oder Arenium-lon bekannt), der durch
Verlust der Aromatizitdt und der sp3-Hybridisierung des vom Carbokation attackierten Kohlenstoff-
atoms charakterisiert wird. Die Abgabe eines Protons stellt die Aromatizitat wieder her und beendet
den katalytischen Zyklus.3*! Durch die Resonanzstabilisierung des geladenen Prenylintermediaten
kann der elektrophile Angriff am Akzeptormolekiil entweder durch das C1- oder das C3-Atom des
Dimethylallyl-Carbokations erfolgen, was jeweils in einer reguldren oder einer reversen Prenylierung
resultiert (Abbildung 22C).33%336 Wie auch die PTs der CloQ/NphB-Untergruppe offenbaren DMATS-
PTs in vitro eine hohe Promiskuitit gegentiber einer Vielzahl aromatischer Substrate.3*? Wahrend die
Uberwiegende Mehrheit beim Umsatz ihrer natirlichen Substrate eine hohe Regioselektivitat auf-
weisen, verlduft die Prenylierung unnatdirlicher Substrate in Bezug auf ihre Position deutlich unspe-

zifischer.343-34>

Der erste untersuchte Vertreter der DMATS-PTs war die Tryptophan C4-PT DmaW aus der Ergotalka-
loidbiosynthese in Claviceps fusiformis, die eine Dimethylallylgruppe auf C4 des Indolrings von Tryp-
tophan Gibertragt.3*¢ Seit der Entdeckung ihres Orthologs FgaPT2 (Abbildung 25A) aus der Fumigacla-
vinbiosynthese in A. fumigatus im Jahre 2005 war diese Enzymklasse Bestandteil zahlreicher Studien,
sodass mittlerweile DMATS identifiziert wurden, die jede Position des Indolrings von Tryptophan (N1,
C2, C3, C4, C5, C6, C7) regiospezifisch prenylieren kdnnen.301.347
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Abbildung 25: Beispiele fiir von DMATS-PTs katalysierte Reaktionen

Die zahlreichsten Mitglieder der DMATS-Superfamilie, katalysieren die regiospezifische Prenylierung
von indolhaltigen zyklischen Dipeptiden. Die Prenylierung erfolgt meistens an den Positionen N1, C2,
C3 und C7. FtmPT1 war die erste untersuchte zyklisches-Dipeptid-DMATS-PT und katalysiert eine C2-
Prenylierung von Brevianamid F (cyclo-L-Trp-L-Pro) wahrend der Biosynthese von Fumitremorginen
bzw. Verruculogen in A. fumigatus (Abbildung 25B).3%® Spater wurde gezeigt, dass FtmPT1 auch die
reguldre Prenylierung von Brevianamid F an C3, mit einhergehender Zyklisierung des Indolnukleus
und des Diketopiperazinrings vornehmen kann.3*° Strukturelle und mechanistische Untersuchungen
von FtmPT1 legen nahe, dass zunachst eine C3-Prenylierung stattfindet, bevor eine intramolekulare
Umlagerung in der Positionierung des Prenylrests an C2 resultiert.33 Die reverse Prenylierung von
zyklischen Dipeptiden an C2 ist von mehreren Enzymen bekannt: NotF aus einer Aspergillus sp. und
BrePT aus A. versicolor (Abbildung 25C) vermitteln beide die Ubertragung eines Dimethylallyls an C2
von cyclo-L-Trp-L-Pro, wahrend die CdpC2PT aus Neosartorya fischeri an cyclo-L-Trp-L-Trp und EchPT1
aus A. ruber an cyclo-L-Trp-L-Ala die gleichen Prenylierungen vornehmen.183%0-352 Dje aus A. oryzae
bekannte cTrpPT Ubertragt einen Dimethylallylrest sowohl auf N1, als auch auf C7 von cyclo-L-Trp-L-
Trp.3>3 CpaD aus der Biosynthese von a-Cyclopiazonsaure in A. flavus und A. oryzae katalysiert den
Transfer einer Prenylgruppe auf C4 von cyclo-L-Acetoacetyl-L-Trp (cAATrp) (Abbildung 25D).3>
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EchPT2 aus A. ruber prenyliert Preechinulin konsekutiv sowohl an C5, als auch an C7, kann aber auch

C4- und C6-Prenylierungen vornehmen.18

Wie zuvor erwahnt, prenylieren DMATS-PTs auch Indolterpenoide oder andere aromatische Verbin-
dungen. FgaPT1 aus A. fumigatus katalysiert im Vergleich zu FgaPT2 beispielsweise einen spateren
Schritt in der Ergotalkaloidbiosynthese, indem es Fumigaclavin A an C2 revers prenyliert.3>> PaxD aus
P. paxilli katalysiert die sukzessive Diprenylierung von Paxillin an C21 und C22 (Abbildung 25E), wah-
rend AtmD aus A. flavus am selben Substrat reverse Prenylgruppen an C20 und C21 installieren
kann.3>® Zwei Mitglieder der DMATS-Superfamilie, SirD aus Leptosphaeria maculans (Abbildung 25F)
und TyrPT aus A. niger, benutzen Tyrosin als Substrat und lbertragen einen Dimethylallylrest auf
seine p-Hydroxygruppe, kénnen aber auch Tryptophan an C7 prenylieren.3>73>8 Auch Xanthone (XptB
aus A. nidulans) oder Flavonoide (FoPT1 aus Fusarium oxysporum) werden durch Vertreter der
DMATS-Superfamilie prenyliert (Abbildung 25G und H).3373>° Die besonders ungewdhnliche DMATS-
PT PAPT aus Phomopsis amygdali transferiert einen reversen Dimethylallylrest auf die 6-Hydroxyg-
ruppe des Glukoserests am Diterpenglykosid Fusicoccin P (Abbildung 251).360

Wahrend die Uberwiegende Mehrheit der DMATS-PTs eine Dimethylallalgruppe Ubertragt gibt es
auch einige Exemplare, die GPP, FPP oder mehrere Prenyldonoren verwenden.3%%362 vrtC aus P.
aethiapicum akzeptiert beispielsweise nur GPP als Prenyldonor, um eine Vorstufe von Viridicatumto-
xin zu prenylieren.363 Die AtaPT aus A. terreus hingegen akzeptiert nicht nur verschiedene Prenyldo-
noren (Cs — C20: DMAPP, GPP, FPP, GGPP und Phytyldiphosphat), sondern zeigt auch eine hohe Pro-
miskuitat gegenliber aromatischer Akzeptormolekile.33°

Aufgrund ihrer Herkunft werden bakterielle PTs der LtxC-Untergruppe manchmal von pilzlichen
DMATS-PTs separiert, doch aufgrund ihrer strukturellen Analogie werden diese Enzyme ofter als Teil
der DMATS-Superfamilie angesehen. Diese bakteriellen Prenyltransferasen besitzen, wie DMATS-PTs
und CloQ/NphB-PTs, kein aspartatreiches Motiv und katalysieren die Ubertragung von Prenylgrup-
pen unabhangig von divalenten Kationen. Der namensgebende Vertreter LtxC aus der Biosynthese
von Lyngbiatoxin im Cyanobakterium Lyngbia majuscula geranyliert (—)-Indolactam V in reverser Ma-
nier (Abbildung 25J).3%* Sein Homolog TleC katalysiert die gleiche Reaktion in der Biosynthese von
Teleocidin B in Streptomyces blastmyceticus.3%°

1.6.4 Pilzliche Cytochrom P450 Enzyme (CYPs)

1.6.4.1 Verbreitung und Diversitat von CYPs

Cytochrom P450 Enzyme (CYPs) sind Ham-Thiolat-Proteine (benannt nach der Lage der Soret-Bande,
A = 450 nm, in Komplex mit Kohlenstoffmonoxid), die weit verteilt Gber alle Domanen des Lebens
vorkommen. Die Spanne der Organismen mit CYPs umfasst Menschen (besitzt 57 CYP-Gene), andere
Tiere, Pflanzen, Protisten, Pilze, Bakterien und Archaeen.36%:367 Gene fiir CYPs konnten sogar in den
Riesenviren Mimiviridae, Pandoraviridae und anderen Familien der Ordnung Megavirales nachgewie-
sen werden.3%8 Bis 2018 wurden schon tber 300.000 einzelne Gene fiir CYP-Enzyme aus der Fiille an
Genomsequenzdaten identifiziert.3®° Die in Pilzen entdeckten CYPs wurden in ca. 400 CYP-Familien
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(CYP51 — CYP69, CYP501 — CYP699 und CYP5001 — CYP6999) klassifiziert und sind damit den CYP-
Familien aus anderen Kénigreichen zahlenmiRig weit Gberlegen.37%37! Die auBergewdhnliche funkti-
onelle und evolutionare Diversitat von Cytochrom P450 Enzymen erschwert die Kategorisierung pilz-
licher CYPs allerdings erheblich. Die Klassifikation von CYPs erfolgt fiir gewdhnlich anhand der Ahn-
lichkeiten zwischen ihren Aminosiuresequenzen, was bedeutet, dass Sequenzen mit einer Ahnlich-
keit >40 % einer CYP-Familie und Sequenzen mit >55 % Ahnlichkeit einer Unterfamilie zugeordnet
werden.3’2 Trotz ihrer breiten Diversitat und hohen Sequenzvariabilitat besitzen pilzliche CYPs neben
ihren konservierten Tertidrstrukturen und enzymatischen Funktionen vier eindeutig erkennbare Mo-
tive, die die Identifikation von CYPs aus pilzlichen Genomdaten erleichtern: (1) FXXGXRXCXG, die
Ham-bindende Domane, die den invarianten Cysteinrest als Ligand des Hdms mit einschlief3t; (2 und
3) die Motive EXXR und PER bilden die E-R-R-Triade, welche die Position und Stabilitdt der Him-Bin-
detasche aufrecht erhilt; und (4) AGXDTT, das Motiv fiir die Bindung und Aktivierung von molekula-
rem Sauerstoff.373:374

CYPs sind fur die Mehrheit der Organismen essenziell, da sie in hohem MaRe sowohl in anabolistische
als auch katabolistische Prozesse involviert sind. Sie sind am Aufbau diverser endogener, biologisch
relevanter Substanzen, wie Sterole und verschiedener Sekundarmetabolite beteiligt, wahrend eine
weitere essenzielle Aufgabe von CYPs darin besteht, den Abbau oder die Detoxifizierung von xenobi-
otischen Substanzen zu vermitteln.3”>378 Die Mehrheit der oxidativen Reaktionen in der menschli-
chen Steroid-Biosynthese werden beispielsweise durch CYPs katalysiert, wahrend CYPs sogar tGber 70
% der am menschlichen Fremdstoffwechsel beteiligten Enzyme ausmachen (Uber 80 % der derzeit
benutzten Arzneimittel und Umweltchemikalien stellen exogene Substrate fiir CYPs dar).379,380

Generell gehdren CYPs den Monooxygenasen an, da die meisten Vertreter ein einzelnes, von O, stam-
mendes, Sauerstoffatom an ihre Substrate binden und somit hydroxylierte oder epoxydierte Pro-
dukte generieren. Die Summenformel der generellen Hydroxylierung lautet R—H + O, + 2H" + 2" >
R—OH + H;0. AuRer dieser gewbhnlichen Hydroxylierungsreaktion wurden schon viele CYPs identifi-
ziert, die ungewohnliche Reaktionen katalysieren. Dazu zahlen z.B. die Ausbildung oder Spaltung von
C—C-, C-S- oder C—N-Bindungen, Ringschliisse, -erweiterungen, -kontraktionen, intramolekulare und
intermolekulare aromatische Kondensation oder noch komplexere Reaktionen, die die urspriingli-

chen Strukturen der Substrate dramatisch umformen.381

1.6.4.2 Klassifizierung pilzlicher CYPs nach Redoxpartner

Die katalytischen Systeme von mikrobiellen CYPs benotigen Redoxpartner, um zur Spaltung von O3
zwei Elektronen von NADPH auf das Ham-Eisen im aktiven Zentrum des Enzyms zu Ubertragen.38
Neben der Zusammenfassung zu Familien basierend auf Ahnlichkeiten der Aminosiuresequenz kén-
nen CYP-Systeme, basierend auf der Topologie der Proteinkomponenten, in zehn verschiedene Klas-
sen eingeteilt werden, wovon pilzliche CYP-Systeme in die Klassen Il, VIII und IX fallen (Abbildung 26).
Die meisten pilzlichen CYPs entsprechen der Klasse Il und katalysieren eine Vielzahl an Reaktionen im
Primarmetabolismus, Sekundirmetabolismus und im Abbau von Xenobiotika.3”? Pilzliche Klasse II-
CYPs erhalten ihre Reduktionsdquivalente iber ein einziges Flavoprotein. Die N-terminale Domane
dieser NADPH-Cytochrom P450-Reduktase (CPR) enthalt ein FMN, wahrend die FAD- und NADPH-
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bindenden Domanen C-terminal lokalisiert sind. NADPH transferiert ein Elektronenpaar in Form eines
Hydridions (H") auf das FAD, welches die Elektronen nacheinander einzeln erst auf FMN und anschlie-
Rend auf das Ham-Eisen des CYP (ibertragt, um den katalytischen Zyklus des Hdms zu versorgen (Ab-
bildung 27). In einigen Fallen stammt das zweite Elektron von NADH, welches Uber ein drittes Protein,
das Cytochrom bs (Cyt bs), auf das Ham Ubertragen wird. Selten kann die CYP direkt durch Cyt bs und
der NADH-abhangigen Cyt bs-Reduktase in Abwesenheit einer CPR aktiviert werden, wie z.B. die
CYP5150A2 aus Phanerochaete chrysosporium (hydroxyliert 4-Propylbenzoesiure).38 CYPs der
Klasse VIII sind Fusionsproteine, deren N-terminale Hdm-Domane Uber einen kurzen Proteinlinker
mit dem C-Terminus einer CPR verbunden sind. Dies ist beispielsweise von P450foxy aus Fusarium
oxysporum bekannt, welche die Positionen w-1 bis w-3 von Fettsauren hydroxyliert. Diese katalytisch
autarke CYP ahnelt damit der bakteriellen P450BM3 aus Bacillus megaterium, welche eine vergleich-
bare Reaktion katalysiert.3®* Klasse IX besteht nur aus einem einzigen Mitglied, der P450nor, eben-
falls bekannt aus F. oxysporum. Aufgrund seiner einzigartigen strukturellen Merkmale bendtigt dieses
Enzym keinen Redoxpartner: eine stark lysin- und argininhaltige distale Domane kann durch ihren
positiven Charakter NAD(P)H selbst anziehen und binden, wobei die Spezifitat gegenliber NADH oder
NADPH von der B’-Helix bestimmt wird. Die Weiterleitung der Elektronen durch das Protein zum Ham
wird wahrscheinlich durch eine Him-nahe Anionenbindestelle begilinstigt.>®> P450nor katalysiert die
Reduktion von zwei Molekiilen NO zu einem N;O und ist damit essenziell fiir die Denitrifikation in
Pilzen.

Gibberelin- Trichoxid-

Biosynthese Biosynthese
Aflatoxin- Steroid-

Biosynthese Hydroxylierung

Sterol C22- R Sekundirmetabolismus x Oxidation von
Dehydrogenierung & polyaromatischen

Kohlenwasserstoffen

Klasse
Sterol 14q.- . Benzoat-
Demethylierung Hydroxylierung
Pilzliche
CYPs

n-Alkan und
Fettsauren-
Hydroxylierung

Pisatin-
Demethylierung

Primarmetabolismus

lf /a gse
S, \o
I'\' Se ‘(\ \l\\\

B)1301qOUay UOA heqqy

N,N-Bisformyl-
dityrosin-Bildung

Phenylacetat-
Hydroxylierung

Subterminale

Denitrifikation Hydroxylierung

Stickstoffmonoxid- ®-1 bis ®-3 Fettsauren-
Reduktion Hydroxylierung

Abbildung 26: Funktionelle Diversifikation und Klassifizierung von pilzlichen CYPs

Die schematische Darstellung der funktionellen Diversifikation und Klassifizierung pilzlicher CYPs (modifiziert nach 372)
zeigt jeweils nur wenige Beispiele flir Prozesse des Primar- bzw. Sekundarmetabolismus und des Abbaus von Xenobiotika
in die CYPs der Klasse Il invovliert sind.
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Von bakteriellen CYP-Systemen unterscheiden sich die pilzlichen in mehreren Aspekten. Die meisten
bakteriellen CYPs verwenden eine Kombination aus einem eisen- und schwefelhaltigen Ferredoxin
und einer FAD-abhangigen Ferredoxinreduktase als Redoxpartner, wahrend pilzliche Systeme eine
einzelne CPR zur Versorgung des CYPs mit Reduktionsaquivalenten benutzen. Aullerdem besteht das
bakterielle 3-Komponentensystem aus l6slichen zytosolischen Proteinen, wohingegen die meisten
pilzlichen CYPs und CPRs membrangebunden vorliegen.3823% |nteressanterweise ist die oben er-
wahnte P450nor die einzige bisher entdeckte I6sliche CYP aus Pilzen.

1.6.4.3 Katalytischer Zyklus der CYP-Reaktionen

Die typische Monooxygenase-Reaktion von CYPs verlauft Gber einen , oxygen-rebound“-Mechanis-
mus (Abbildung 27).386387 Der Zyklus beginnt im Ruhezustand (a) mit der Koordination eines Wasser-
molekils am Ham-Eisen, was in der Bildung eines low-spin-Komplexes resultiert. Diese Koordination
wird durch das konservierte Cystein des aktiven Zentrums und den vier Stickstoffatomen des Porphy-
rinrings (Por) unterstitzt. Durch Binden des Substrats (R—H) im aktiven Zentrum wird das Wassermo-

"wechselt in einen high-spin-Zustand (b). Dieses reaktive Him-Fe'" initi-

lekil gelést und das Ham-Fe
iert den Transfer des ersten Elektrons von NADPH iiber die CPR auf das CYP und wird somit zu Fe"
reduziert (c). Ein Molekiil Oz bindet anschlieRend am Fe' und bildet damit ein Him-Fe'-O=0-Addukt
(d). Das zweite Elektron von NADPH wird Uber die CPR auf das CYP transferiert und reduziert dieses

—0-0- (e). Die Protonierung dieses Intermediats gene-

Addukt zu dem Peroxo-Intermediat Ham-Fe
riert den reaktiven Hydroperoxy-Komplex Ham-Fe'""-O—OH (herkémmlich auch als Compound 0
(Cpd0) bezeichnet; f). Die 0—0-Bindung wird durch eine zweite Protonierung unter Freisetzung eines
Wassermolekiils heterolytisch gespalten und bildet damit ein energiereiches Porphyrin n-Kationradi-
kal Por**—=Fe!V=0 (Cpdl; g). Dieses hochreaktive Intermediat abstrahiert ein Wasserstoffatom (H*) vom
im aktiven Zentrum gebundenen Substrat und wird damit zu der Fe'V-Hydroxospezies Him-Fe'V—OH
(Cpdll), wahrend das Substrat nun als Radikal (R®) vorliegt (h). Wahrend der typischen Hydroxylie-
rungsreaktion bindet das Hydroxyl-Radikal [HO®] am Substratradikal R® tiber einen Ham-Fe'"-ROH
Komplex (i), was nach Freisetzung des hydroylierten Produkts und Rekoordination eines Wassermo-
lekils am Ham-Eisen in der Wiederherstellung des Ruhezustands (a) resultiert. Alternativ ist es den
meisten CYPs auch moglich in einem ,,Shunt“-Oxidations-Mechanismus, durch Benutzung von H,0;
als Sauerstoff- und Elektronendonor, vom high-spin Zustand des Ham-Fe"" (b) zum reaktiven Hydro-
peroxy-Komplex Him-Fe'"'-O—OH (f) zu wechseln, ohne NADPH oder molekularen Sauerstoff zu ver-

wenden.387,388
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Abbildung 27: Katalytischer Zyklus von CYP der Klasse Il aus Pilzen

Bei ungewohnlichen Reaktionen kann anstelle der Bindung des Hydroxylradikals [HO®] mit dem Sub-
stratradikal R* die Abstraktion eines weiteren Wasserstoffatoms oder eines Elektrons (e”) vom Sub-
strat erfolgen, um ein Diradikal oder ein Carbokationintermediat zu erzeugen, welches weitere Re-
aktionen wie intramolekulare Additionen oder Rekombination mit einem anderen Radikal durchlau-
fen kann und somit zur Bildung macher ungewdhnlicher CYP-Produkte fihrt (z.B. Substratdi-
mere).381,383,3%0 Neben Cpdl (g) und dem CpdO (f) kénnen méglicherweise auch andere Stufen wah-
rend des Reaktionszyklus verschiedene katalytische Rollen einnehmen und damit fiir die Bildung un-
gewohnlicher CYP-Produkte verantwortlich sein.38!

1.6.4.4  Aromatische Hydroxylierung und Dehydrogenierung katalysiert durch CYPs

Aufgrund der enormen katalytischen Versatilitat und ihrer weiten Verbreitung wurden CYPs schon
als die vielseitigsten Enzyme der Natur bezeichnet.3?! Es ist daher nicht verwunderlich, dass CYPs an
der Biosynthese und Diversifizierung einer Vielzahl von Sekundarmetaboliten beteiligt sind und im
Vergleich zu anderen Klassen modifizierender Enzyme besonders hervorstechen. Zu ihren Substraten
gehoren unter anderem Polyketide, nicht-ribosomale Peptide, Polyketid-NRP Hybridprodukte, Ter-
penoide und Meroterpenoide.3°? Aufgrund der umfangreichen Abundanz im Sekundirmetabolismus
werden im Folgenden nur zwei kurze Beispiele mit konkreter Relevanz fiir diese Arbeit besprochen:
die Hydroxylierung aromatischer Substrate und die CYP-vermittelte Deyhdrogenierung.
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Wahrend der Biosynthese des erst vor kurzem isolierten Cyclohexenols Trichoxid in Trichoderma vi-
rens konnte festgestellt werden, dass die CYP VirE das phenolische Intermediat Virensol B am aroma-
tischen Ring hydroxyliert, um so Virensol A zu bilden (Abbildung 28).2* Dabei ist erwdhnenswert,
dass die aromatische Hydroxylierung durch CYPs im Gegensatz zur Hydroxylierung von sp?- oder sp3-
hybridisierten C-H-Bindungen aliphatischer Kohlenwasserstoffe mechanistisch etwas vom in Kapitel
1.6.4.3 geschilderten katalytischen Zyklus abweichen kann. Die homolytische Spaltung der C—H-Bin-
dungen an einem Aromaten ist nicht einfach. Die Bindungsenergie von Benzol beispielsweise betragt
112,9 kcal mol?, was die von aliphatischen Alkanen (90 — 101 kcal mol) und sogar Methan (105 kcal
mol!) Ubersteigt.3** AuBerdem hat Benzol ein hohes Redoxpotenzial, was die Bildung eines Substrat-
radikals durch einen ein-Elektron-Oxidationsprozess, wie es in Abbildung 27 Schritt (h) beschrieben
ist, erschwert. Folglich kann die CYP-katalysierte Hydroxylierung von Benzol nicht wie oben erlautert
durch eine Abstraktion eines Wasserstoffs erfolgen. Stattdessen wird vermutet, dass die aromatische
Hydroxylierung durch einen direkten Elektronentransfer vom Benzolring auf Cpdl (Abbildung 27 (g))
oder durch einen elektrophilen Angriff des Benzolrings auf Cpdl initiiert wird.3%* Alternativ kdnnte die
Abstraktion eines Wasserstoffs auch an einem Substituenten des aromatischen Rings, wie der phe-
nolischen Hydroxygruppe von Virensol B erfolgen (Bindungsenergie von O—H in Phenol z.B. nur zwi-
schen 86,7 und 90,4 kcal mol?), woraufhin eine Umsiedlung des Radikals zur Position der Hydroxy-
lierung erfolgen wiirde.3%*

HO

HO AN VlrE HO

Virensol B Virensol A Tr|choxid
Abbildung 28: Aromatische Hydroxylierung von Virensol B durch die CYP VirE

Als eine von vielen ungewoéhnlichen Reaktionen kdnnen CYPs die Dehydrogenierung einiger organi-
scher Molekiile katalysieren anstatt sie zu hydroxylieren. Die CYP-vermittelte Entsattigung einer C—
C-Bindung kann sowohl in der Verstoffwechslung von Xenobiotika, als auch in biosynthetischen Pro-
zessen wie der Bildung von Sterolen beobachtet werden.3%> Bei dieser Reaktion wird molekularer
Sauerstoff vollstandig zu zwei Molekilen Wasser reduziert und hinterlasst ein Olefin als finales orga-
nisches Produkt. Sie folgt der Summenformel R;HC-CHR’; + O; + 2H* + 2e” = R;C=CR‘; + H20. Eine
relativ gut untersuchte Dehydrogenierung durch ein CYP findet z.B. bei der Verstoffwechslung des
Antikonvulsivums Valproinsaure im menschlichen Korper statt, welches als Anti-Epilepsie-Medika-
ment eingesetzt wird.?*® Es wurde herausgefunden, dass besonders ein Stoffwechselprodukt, die 2-
Propylpent-4-enséure, aufgrund seiner endstidndigen Doppelbindung und seiner Ahnlichkeit zu dem
bekannten Inhibitor der Fettsdureoxidation Pent-4-ensiure hepatotoxisch wirkt.3®” Die Dehydroge-
nierung von Valproinsaure kann in unterschiedlichem AusmaR von CYPs aus verschiedenen Familien
katalysiert werden und je nach CYP-lIsozym wird zusatzlich auch mehr oder weniger eines an C4-hyd-
roxylierten Produkts gebildet (Abbildung 29). Die Bildung weiterer hydroxylierter oder dehydroge-
nierter Produkte sind ebenfalls moglich.
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Abbildung 29: Vorgeschlagene Routen zur Dehydrogenierung von Valproinsaure durch CYPs

CYPs der Familien CYP2, CYP3 und CYP4 katalysieren sowohl die Dehydrogenierung als auch die Hydroxylierung von Val-
proinsadure. Dabei entstehen noch mehr als nur die zwei abgebildeten Produkte. Die Dehydrogenierung kann nach Bildung
des Substratradikals entweder tiber Abgabe eines Elektrons und eines Protons (A) oder direkt durch die Abgabe eines
weiteren Wasserstoffatoms erfolgen (B).

Es wird vermutet, dass der katalytische Zyklus bis zur Bildung von Cpdl (Abbildung 27 (g)) gewdhnlich
verldauft und zur Abstraktion eines Wasserstoffatoms an C4 der Valproinsaure fiihrt. Danach kann
entweder eine Hydroxylierung nach dem beschriebenen oxygen rebound-Mechanismus erfolgen o-
der einer von zwei vorgeschlagenen Mechanismen fiihrt zur Dehydrogenierung zwischen C4 und C5.
Der erste Mechanismus involviert den Transfer eines Elektrons weg vom Substratradikal, zur Erzeu-
gung eines Kations, welches anschliefend deprotoniert wird, um das Olefin zu erzeugen (Abbildung
29A). Die zweite Moglichkeit besteht darin, dass eine Abstraktion eines zweiten Wasserstoffatoms
direkt zum terminalen Alken fihrt (Abbildung 29B). Ein weiteres prominentes Beispiel fur eine CYP-
katalysierte Dehydrogenierung ist die pilzliche Sterol-C22-Desaturase (CYP61; kommt auch in ande-
ren Eukaryoten vor, unterscheiden sich aber in der Substratpriferenz), die fiir die Einfiihrung der A%-
Doppelbildung in Ergosterol verantwortlich ist.3®> Auch Capsaicinoide, 3-Methylindol oder Laurin-
siure kdnnen durch verschiedene CYPs dehydrogeniert werden.3%°

Fiir die Biosynthese von Sekundarmetaboliten sind auch zahlreiche CYP-vermittelte Dehydrogenie-
rungen bekannt. Die CYP VidD aus dem Biosyntheseweg des Furanosteroids Demethoxyviridin in
Nodulisporium sp. (no. 65-17-2-1) ist fur die Entsattigung der Bindung zwischen C11 und C12 verant-
wortlich (Abbildung 30A).3%8 Wahrend der Bildung des Meroterpenoids Ascochlorin in Acremonium
egyptiacum wird durch die CYP AscG zwischen C12 und C13 des Intermediats llicicolin C bekannter-
maRen eine weitere Doppelbindung eingefiihrt (Abbildung 30B).322 Zur Vorbereitung der intramole-
kularen Diels-Alder-Reaktion wahrend der Bildung der zyklischen-Dipeptid-Derivate Brevianamid A
und B wird vermutet, dass die CYP BvnD ein Intermediat an C11 hydroxyliert, was eine spontane
Dehydrierung/Tautomerisierung zur Folge hat, um eine Doppelbindung zwischen einem Kohlenstoff
und einem Stickstoff zu erzeugen, obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass die C—N-Bindung
moglicherweise direkt entsattigt wird (Abbildung 30C).3%° Neben BvnD gibt es nur noch ein weiteres
Beispiel fiir eine CYP-vermittelte Dehydrogenierung an einem zyklischen Dipeptid in einem Pilz. In
der Biosynthese der Mykotoxine Roquefortin C und Meleagrin in P. chrysogenum katalysiert das CYP
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Pc21g15470 die Bildung der exo-Doppelbindung am 2,5-Diketopiperazinring des cyclo-L-His-L-Trp-De-
rivats Roquefortin D zu Roquefortin C (Abbildung 30D).4%°
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Abbildung 30: Beispiele fiir Dehydrogenierungen durch pilzliche CYPs in der Sekundarmetabolitbiosynthese
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2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragestellungen behandelt werden:

Untersuchungen zur Flavoglaucin-Biosynthese in Aspergillus ruber QEN-0407-G2

Flavoglaucin und seine Analoga wurden schon oft aus verschiedenen Vertretern der Ascomyceten
isoliert. Aufgrund seiner verschiedenen biologischen Aktivitdten war insbesondere Flavoglaucin
schon mehrmals Gegenstand wissenschaftlicher Studien. Die Biosynthese dieser Substanzfamilie war
allerdings noch nicht bekannt. Aus diesem Grund sollte der verantwortliche biosynthetische Genclus-
ter flir die Bildung von Flavoglaucin und seinen Analoga in A. ruber QEN-0407-G2 identifiziert werden.
Dabei sollte der Schwerpunkt besonders auf der Reihenfolge der biosynthetischen Schritte und die
an der jeweiligen Reaktion beteiligten Enzyme liegen.

Flr das Erreichen dieses Ziels wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt:

- ldentifikation des potenziellen BGC durch Genome Mining

- Ermittlung der genetischen Manipulierbarkeit von A. ruber QEN-0407-G2

- Umgehen der schlechten genetischen Manipulierbarkeit von A. ruber durch heterologe Ex-
pression des identifizierten fog-Clusters in A. nidulans LO8030

- Gezielte Deletion einzelner oder mehrerer Gene im heterologen Expressionsstamm

- Uberexpression der HR-PKS FogA in A. nidulans LO8030

- invitro-Enzymassays mit der rekombinant in E. coli hergestellten Prenyltransferase FogH

- Futterungsexperimente mit einem A. nidulans fogF-Uberexpressionsstamm

Die Isolierung und Strukturaufkldrung der in Deletions- oder Uberexpressionsstimmen bzw. En-
zymassays entstandenen Produkte wurde durch meine Kooperationspartnerin Frau Dr. Huomiao Ran
durchgefiihrt, sodass die relevanten Strukturdaten nicht in dieser Arbeit zu finden sind, sondern un-
serer gemeinsamen Publikation entnommen werden kénnen.*%!

Untersuchungen zur Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie

Bisher wurden nur die Prenyltransferasen EchPT1 und EchPT2 im Kontext der Echinulinbiosynthese
naher untersucht. Es wurde zwar ein potenzieller BGC identifiziert, aber auRer den Genen fir die
Prenyltransferasen wurde die Beteiligung der anderen Gene an der Bildung der Echinuline nicht be-
statigt. Es wurde postuliert, dass die im identifizierten Cluster kodierte CYP EchP450 die Dehydroge-
nierung beider exo-Doppelbindungen am 2,5-Diketopiperazinring durchfiihren kann, experimentelle
Daten dazu waren allerdings nicht verfligbar. Daher sollte untersucht werden, ob der identifizierte
Cluster in seiner Vollstandigkeit an der Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie betei-
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ligt ist. Dabei sollte die Aufklarung der Reaktion von EchP450 erfolgen. AuRerdem sollte eine Erkla-
rung fur die unterschiedlichen Verhaltnisse zwischen den verschiedenen Echinulinanaloga gefunden
werden.

Flr das Erreichen dieses Ziels wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt:

- Heterologe Expression des postulierten ech-Clusters in A. nidulans LO8030

- Isolierung und Identifikation der akkumulierten Produkte

- Erweiterung des ech-Clusters im Expressionsstamm um drei weitere potenzielle Oxidoreduk-
tasegene

- Herstellung von rekombinanter EchP450 in E. coli

- Futterungsexperimente mit S. cerevisiae echP450-Uberexpressionsstimmen

- Fitterungsexperimente mit einem A. nidulans echP450-Uberexpressionsstamm

- in vitro-Enzymassays mit der rekombinant in E. coli hergestellten EchPT2 und konkurrieren-
den Substraten

- in vitro-Enzymassays mit der rekombinant in E. coli hergestellten EchPT2 mit verschiedenen
Substratkonzentrationen
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate, Chemikalien und Puffer

3.1.1 Chemikalien

Die benutzten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, in der Qualitat p.A. (per Analysis)
von den Firmen Acros Organics (Fair Lawn, NJ, USA), AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt),
Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim) und VWR Chemicals (Radnor, PA, USA) bezogen.

3.1.2 Geridte

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Autoklav VX-150 Systec (Linden)
FPLC AKTAprime™ plus GE Healthcare (Chicago, IL, USA)

Gefriertrocknungsanlage

Geldokumentationssystem

Gelelektrophoresesysteme

Heizblock / Thermomix

Homogenisatoren

HPLC / HPLC-MS

Inkubatoren

Magnetrihrer

Mikroskop

Mikrowelle
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Alpha 1-2 LDplus

FastGene® B/G LED Transilluminator
mit FAS Digi Imaging System

Biostep GH303 (Agarose-Gel)

Mini-PROTEAN® 3 Elektrophorese Zelle
(SDS-PAGE)

AccuBlock Digital Dry Bath
Thermomixer comfort

Minilys personal homogenizer

T 18 digital ULTRA-TURRAX® Dispergie-
rer

Agilent 1200 HPLC

Agilent 1260 HPLC gekoppelt mit
micrOTOF-Q lll Massenspektrometer

Ecotron Schiittelinkubator
Multitron Standard Schittelinkubator

Jouan EB280 Brutschrank

Gallenkamp 10X400 Schittelinkubator

VMS-C7 Advanced
MR 3001
B1-252SP
NN-SD452W

Martin Christ (Osterode am Harz)

Nippon Genetics Europe (Diren)

Biostep (Burkhardtsdorf)
Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

Labnet (Edison, NJ, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Bertin Instruments (Montigny-le-Bre-
tonneux, Frankreich)

IKA (Staufen)

Agilent (Santa Clara, CA, USA)
Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA)

Infors HT (Bottmingen, Schweiz)
Infors HT (Bottmingen, Schweiz)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Sanyo Gallenkamp PLC (Loughborough,
UK)

VWR (Radnor, PA, USA)
Heidolph Instruments (Schwabach)
Motic Europe (Wetzlar)

Panasonic (Kadoma, Japan)
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NMR-Spektrometer
Orbitalschiittler
pH-Meter

Pipetten

Pumpen

Rotationsverdampfer
Sicherheitswerkbank

Spannungsquelle

Spektrophotometer

Thermocycler

Ultraschallbad

Ultraschall-Zelldisruptor

Vakuumzentrifugen

Vortexer

Waagen

Wippschiittler
Zahlkammer

Zentrifugen

JEOL ECA-500

TR-125

pH 211 Microprocessor

Discovery Comfort Einkanalpipetten
Membranpumpe

Welch ILMVAC™ Drehschieberpumpe
P12z

Rotavapor-R
ScanlLaf Mars

PowerPac™ HC High-Current Power
Supply
NanoDrop 2000c

LLG-uniSPEC 2

MyCycler™ Thermal Cycler System
T100™ Thermal Cycler

Sonorex Super RK510 H

Sonifier 250

RVC 2-18 CPlus

Univapo 100H

Vortex-Genie 2

Pioneer® Precision Balance PA4102C
Explorer® EX124

Rocking Platform

Neubauer-improved

Biofuge Pico

Fresco 17

Multifuge X1R

Sorvall MTX150 Mikro-Ultrazentrifuge
Sorvall RC 6 Plus

JEOL Germany (Freising)

Infors HT (Bottmingen, Schweiz)
Hanna Instruments (V6éhringen)

PZ HTL S.A. (Warschau, Polen)
Vacuubrand (Wertheim)

Fisher Scientific (Hampton, NH, USA)

Bichi (Flawil, Schweiz)
LaboGene (Allergd, Danemark)
Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

LLG Labware (Meckenheim)
Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Bandelin (Berlin)

Branson (Danbury, CT, USA)
Martin Christ (Osterode am Harz)
UniEquip (Martinsried)

Scientific Industries (Bohemia, NY,
USA)

Ohaus (Greifensee, Schweiz)

Ohaus (Greifensee, Schweiz)

VWR (Radnor, PA, USA)

Paul Marienfeld (Lauda-Konigshofen)
Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
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3.1.3 Vorgepackte Saulen und Saulenmaterial fiir die Chromatographie

Tabelle 5: Verwendete Saulen und Sdulenmaterial fiir die Chromatographie

Siule / Material Hersteller

Protino™ Ni-NTA Agarose Macherey-Nagel (Diiren)

HiLoad® 16/600 Superdex® 200 pg GE Healthcare (Chicago, IL, USA)

PD10 Sephadex G-25 GE Healthcare (Chicago, IL, USA)

Kieselgel 60 (0,04 — 0,063 mm) Roth (Karlsruhe)

Kieselgel 60 (0,2 — 0,5 mm) Roth (Karlsruhe)

Multospher 120 RP18 (5 um, 250 x 2 mm) CS Chromatographie Service (Langerwehe)
Multospher 120 RP18 (5 pum, 250 x 10 mm) CS Chromatographie Service (Langerwehe)
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (5 um, 150 x 4,6 mm) Agilent (Santa Clara, CA, USA)

ZORBAX Eclipse XDB-C18 (5 um, 250 x 9,4 mm) Agilent (Santa Clara, CA, USA)

3.1.4 Puffer und Losungen

Die Puffer und Losungen wurden, sofern nicht anders angegeben, nach Green und Sambrook, 2012
hergestellt.*02

3.1.5 Sterilisation

Alle hitzestabilen Medien, sowie Materialien, mit denen steril gearbeitet werden musste, wurden im
Autoklaven bei 121°C fur 20 min autoklaviert. Hitzeempfindliche Losungen wurden steril filtriert
(Spritzenfilter Filtropur S 0.2, PorengréfRRe 0,2 um, Sarstedt, Nimbrecht).

3.2 Verwendete Materialien und Organismen

In den folgenden Tabellen findet sich die Auflistung der verwendeten Kits, Organismen, Vektoren,
sowie Oligonukleotidprimer.

3.2.1 Molekularbiologische Kits

Tabelle 6: Kits
Kit Hersteller
E.Z.N.A. ® Fungal RNA Kit Omega Bio-Tek (Norcross, GA, USA)
ProtoScript® Il First Strand cDNA Synthesis Kit New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)
3.2.2 Enzyme

Restriktionsenzyme, DNA-Polymerasen oder andere Enzyme wurden, sofern nicht anders erwahnt,
von den Herstellern Jena Bioscience (Jena), New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) oder Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) bezogen und nach Herstellerangaben verwendet.
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3.2.3 Vektoren

Die Begriffe Vektor und Plasmid werden in dieser Arbeit synonym verwendet.

Tabelle 7: Verwendete existierende oder kommerzielle Vektoren

Vektor Genotyp Beschreibung Referenz
pSHY gpdA(p)-hygB® (Teilsequenz:  SplitMarker Vektor fiir Aus- 403
erste zwei Drittel) in pESC- tausch von Genen in Ascomyce-
URA ten; wird zusammen mit p3YG
benutzt
p3YG gpdA(p)-hygB® (Teilsequenz:  SplitMarker Vektor fir Aus- 403
letzte zwei Drittel) in pESC-  tausch von Genen in Ascomyce-
URA ten; wird zusammen mit p5HY
benutzt
pESC-URA AmpR, HIS3, GAL1/10(p), C-  Expressionsvektor fir S. cerevi- Agilent (Santa Clara, CA, USA)
terminaler FLAG-tag siae mit Moglichkeit zur Koex-
(MCS1), myc-Tag (MCS2) pression von zwei Genen mit
FLAG- oder myc-Tag
pET28a(+) Kan®, T7(p), 6xHis, MCS, T7  Expressionsvektor fur E. colimit ~ Merck (Novagen) (Darmstadt)
Terminator, lacl T7-Promotorsystem und His-Tag
wahlweise C- oder N-terminal
pQE-9 AmpR, T5(p), 6xHis, MCS, Expressionsvektor fur E. coli mit  Qiagen (Hilden)
Lambda t0 Terminator T5-Promotorsystem und N-ter-
minalem His-Tag
pQE-70 AmpR, T5(p), MCS, 6xHis, Expressionsvektor fur E. coli mit  Qiagen (Hilden)
Lambda t0 Terminator T5-Promotorsystem und C-ter-
minalem His-Tag
pPM13 red1_SCin pESC-URA Expressionsvektor fiir Koexpres-  Dr. Peter Mai (nicht veroffent-
sion von Genen in S. cerevisiae licht)
zusammen mit der CPR
NFIA_056739 aus Neosartorya
fischerii
pYWB2 AmpR, URA3, wA-Flanken, Vektor zur Integration von Ge- 404
AfriboB, AmpR® nen in den wA-PKS Lokus von A.
nidulans
pvWws83 echPT2 von cDNA in pQE-9  Heterologe Expression von 118
6xHis-echPT2 in E. coli
pVW84 fogH von cDNA in pQE-70 Heterologe Expression von 118
6xHis-fogH in E. coli
pVW90 echPT1von cDNA in pQE-9  Heterologe Expression von 118

pYH-wA-AfpyrG

AmpF, URA3, wA Flanken,
AfpyrG, AmpF

6xHis-echPT1 in E. coli

Vektor zur Integration von Ge-
nen in den wA-PKS Lokus von A.
nidulans

405
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Die Sequenzen fiir den fog-Cluster sind auf dem unplaced genomic scaffold00012 im A. ruber
CBS135680 Genom mit der GenBank-ID KK088422 zu finden. Der ech-Cluster befindet sich auf scaf-
fold00003 mit der GenBank-ID KK088413. In der Spalte Genotyp sind die Nummern der Start- und
Endbase auf dem jeweiligen scaffold fir die relevanten klonierten Sequenzen verzeichnet.

Tabelle 8: Im Rahmen dieser Arbeit entstandene Vektoren

Vektor Genotyp Beschreibung

pJNOO02 echP450(A1-38) (bp 1211426 — Heterologe Expression von echP450(A1-38)-6xHis in E.
1212913, scaffold00003) ohne In- coli
trons von cDNA in pET28a(+)

pJNOO3 CYP17a-echP450(A1-38) (bp 1211426 Heterologe Expression von CYP17a-echP450(A1-38)-
— 1212913, scaffold00003) ohne In- 6xHis in E. coli
trons von cDNA in pET28a(+)

pJNOO4 echP450 (bp 1211312 — 1212913, Heterologe Expression von echP450-6xHis in E. coli
scaffold00003) ohne Introns von
cDNA in pET28a(+)

pJNOO6 1500 bp 5‘ von fogH (bp 239610 — SplitMarker Vektor zur Deletion von fogH in A. ruber
241109, scaffold00012) in pSHY QEN-0407-G2

pJNOO7 1500 bp 3‘ von fogH (bp 242501 — SplitMarker Vektor zur Deletion von fogH in A. ruber
244028, scaffold00012) in p3YG QEN-0407-G2

pJNOO8 1500 bp 5 von fogA (bp 230598 — SplitMarker Vektor zur Deletion von fogA in A. ruber
232196, scaffold00012) in p5SHY QEN-0407-G2

pJNO09 1500 bp 3’ von fogA (bp 221263 — SplitMarker Vektor zur Deletion von fogA in A. ruber
222762, scaffold00012) in p3YG QEN-0407-G2

pJNO12 gpdA(p)-fogA-500 bp 3 UTR (bp Heterologe Expression von fogA in A. nidulans LO8030
222263 — 230597, scaffold00012) in
pYWB2

pJNO13 echP450 (bp 1211312 — 1212913, Heterologe Expression von echP450 in S. cerevisiae
scaffold00003) ohne Introns von
cDNA in pPM13

pJNO14 fog-Cluster (bp 222263 — 244370, Heterologe Expression des gesamten fog-Clusters in A.
scaffold00012) in pYWB2 nidulans LO8030

pJNO17 gpdA(p) mit anschlieRender Sfol- Basisvektor fiir die heterologe Expression von Genen
Schnittstelle in pYWB2 unter Kontrolle des gpdA-Promoters in A. nidulans

LO8030

pJNO19 URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von Deletion von fogH in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
1200 bp 5‘ (bp 239910 — 241109, onsstammen
scaffold00012) und 3 (bp 242501 —
243700, scaffold00012) von fogH

pJNO20 URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von Deletion von fogE in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
1200 bp 5° (bp 233892 — 235091, onsstammen
scaffold00012) und 3‘ (bp 236984 —
238183, scaffold00012) von fogE

pJNO22 URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von Deletion von fogD in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
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pINO23

pINO25

pJNO31

pINO37

pINO40

pJNO41

pINO42

pINO44

pJNO51

pINO52

pJNO53

pINO60

scaffold00012) und 3 (bp 232290 -
233489, scaffold00012) von fogD

URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von
1200 bp 5‘ (bp 238930 — 240129,
scaffold00012) und 3‘ (bp 236008 —
237207, scaffold00012) von fogF

URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von
1200 bp 5‘ (bp 238307 — 239406,
scaffold00012) und 3‘ (bp 240509 —
241608, scaffold00012) von fogG

URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von
1200 bp 5‘ (bp 230598 — 231797,
scaffold00012) und 3 (bp 221595 —
222762, scaffold00012) von fogA

ech-Cluster essenzielle Gene (bp
1198299 - 1215739, scaffold00003)
in pYWB2

fogF (bp 237211 — 238929, scaf-
fold00012) ohne Introns von cDNA in
pET28a(+)

fog-Cluster ohne die kodierenden Se-
quenzen von fogEFH (bp 222263 —
235091, 238930 — 241109, 242501 —
244370, scaffold00012) in pYWB2

fogF (bp 237211 — 238929, scaf-
fold00012) ohne Introns von cDNA in
pQE-70

fogF (bp 237211 — 238929, scaf-
fold00012) ohne Introns von cDNA in
pET28a(+)

URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von
1200 bp 5‘ (bp 234369 — 239406,
scaffold00012) und 3 (bp 240509 —
243099, scaffold00012) von fogG aus
dem Stamm A. nidulans JNO20

fogF-500 bp 3 UTR (bp 236714 —
238929, scaffold00012) in pJNO17

URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von
1200 bp 5‘ (bp 243871 — 245070,
scaffold00012) und 3 (bp 241423 —
242622, scaffold00012) von fogl!

URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von
1200 bp 5‘ (bp 230050 — 231249,
scaffold00012) und 3 (bp 232171 -
233370, scaffold00012) von fogB

Deletion von fogF in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
onsstammen

Deletion von fogG in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
onsstammen

Deletion von fogA in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
onsstdmmen

Heterologe Expression des ech-clusters in A. nidulans

LO8030

Heterologe Expression von fogF-6xHis in E. coli

Heterologe Expression des fog-Clusters ohne die Gene
fogEFH in A. nidulans LO8030

Heterologe Expression von fogF-6xHis in E. coli

Heterologe Expression von 6xHis-fogF in E. coli

Deletion von fogG in A. nidulans JNO20

Heterologe Expression von fogF in A. nidulans LO8030

Deletion von fogl in A. nidulans fog-Cluster Expressions-
stammen

Deletion von fogB in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
onsstammen
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pJNO61 URA3, AmpR, AfpyrG flankiert von Deletion von fogC in A. nidulans fog-Cluster Expressi-
1200 bp 5‘ (bp 231231 — 232430, onsstimmen
scaffold00012) und 3 (bp 233094 —
234293, scaffold00012) von fogC

pJNO68 echP450-500 bp 3 UTR (bp 1213416  Heterologe Expression von echP450 in A. nidulans
— 1211312, scaffold00003) in pJNO17 LO8030

pJNO74 EURHEDRAFT_528589 bis EURHED- Heterologe Expression der Gene EURHEDRAFT_528589
RAFT_400000 (+ 500 bp 5’ von bis EURHEDRAFT_400000 zusammen mit den essenziel-
_400000 and 1506 bp 3’ von len Genen des ech-Clusters in A. nidulans JNO19

_528589) (bp 1214540 — 1228315,
scaffold00003) in pYH-wA-pyrG ohne
den wA-Promotor

3.2.4 Langen und Molekulargewichtstandards

Tabelle 9: Standards

Standard Hersteller
GeneRuler™ DNA Ladder Mix Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Amersham Filtration Calibration Kit GE Healthcare (Chicago, IL, USA)

Amersham LMW Calibration Kit for SDS electrophoresis GE Healthcare (Chicago, IL, USA)

3.2.5 Oligonukleotidprimer

Die folgenden Oligonukleotide wurden von den Firmen Microsynth Seqlab GmbH (Gottingen) oder
Eurofins Genomics (Ebersberg) bezogen. Durch Zugabe der von der Firma angegebenen Menge
ddH,0 wurde die Konzentration auf 100 uM eingestellt. Die Primer wurden auf eine Arbeitskonzent-
ration von 10 uM verdiinnt und entweder fiir eine PCR oder zum Sequenzieren benutzt. Die Basen in
GroBbuchstaben binden im Insert und die Basen in Kleinbuchstaben entsprechen dem homologen
Uberhang zum linearisierten Vektor oder dem jeweiligen homologen Fragment. Unterstrichene Ba-
sen sind durch Primer eingefligte Schnittstellen oder Sequenzen fiir Tags bzw. zusatzliche Basenpaare
zum Anpassen des Leserahmens.

Tabelle 10: PCR-Primer

Primerbezeichnung Sequenz (5‘ nach 39) Beschreibung
prJN0O23 tgtttaactttaagaaggagatataccatggATGTGG- Klonierung von pJN004; Homologe
GACTCCCC Uberhinge zu pET28a(+) linearisiert
priN024 gatctcagtggtggtggtegtegtgctcgag- mit Ncol und Xhol
TTCCGCCCCTTCTG
prINO25 ttaactttaagaaggagatataccatggatgAGATCTCGTT- Klonierung von pJN002 zusammen
CTTCCAAG mit prIN024; Homologe Uberhinge
zu pET28a(+) linearisiert mit Ncol
und Xhol
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prINO26 taccatggatggctctgttattagcagtttttAGATCTCGTT- Klonierung von pJNOO3; Fusion von
CTTCCAAG CYP17a(1-8) mit echP450(A1-38)
Uber PCR mit prJN024
prJNO30 gtttaactttaagaaggagatataccatggatggCTCTGTTAT-  Klonierung von pJNOO3; Fusion von
TAGCAG CYP17a(1-8) mit echP450(A1-38)
Uber konsekutive PCR mit prJN024
basierend auf Produkt von PCR mit
prIN024 und prJN026; Homologe
Uberhinge zu pET28a(+) linearisiert
mit Ncol und Xhol
priNO41 ctggcgaagaattgttaattaagagctcaTGCTGTGCG- Klonierung von pJNOO6; Homologe
GAGGGTAGAGC Uberhidnge zu p5HY linearisiert mit
priN042 ctaattcaaccctcactaaagggeggccTTTGACA- Notl und Bglll
GATAACTGCTTACG
priJNO43 cgtaatacgactcactatagggcccgggcgATATGGATTAT- Klonierung von pJNO07; Homologe
GGGAAATG Uberhinge zu p3YG linearisiert mit
priN044 ttagctageegeggtaccaagettactcgaGTCTAGGTGCAT- @l und Stal
GTCAGAC
priNO47 taatacgactcactatagggcccgggcgTATTTTTTTCCTTG- Klonierung von pJN0O09; Homologe
TAGACTC Uberhidnge zu p3YG linearisiert mit
prIN048 ttagctagecgeggtaccaagcttactcgaCCCTCCGACTT- Sall und Slal
CGACTCCG
prJNO53 ggcgaagaattgttaattaagagctcagatcACGTGCATA- Klonierung von pJN0O08; Homologe
GAATTGAGG Uberhidnge zu p5HY linearisiert mit
priN054 ttcaaccctcactaaagggcggccCGACTCCAA- Notl und Bglll
GCCGACAACGCCGCTC
prINO55 gtaatccatcgatactagtgeggccTTCCGCCCCTTCTG Klonierung von pJNO13; Homologe
priNOS6 gtaagaattitigaaaattcgaattATGTGGGACTCCCC Uberhange zu pPM13 linearisiert mit
EcoRl und Notl
prJNO59 tgatgtcgagaatggctgttgggtcCACATGGGATTAAAA- Klonierung von pJN012; Amplifika-
TATGGTGTTG tion von pJNO17 mit homologen
priNO60 cgatgcatggcgegtcatcattcatGGTGATGTCTGCTCAA-  Uberhéngen zu fogA
GCGGGGTAG
priNO61 ctaccccgcttgagcagacatcac- Klonierung von pJN012; Amplifika-
cATGAATGATGACCCGCCATGCATCG tion von fogA mit homologen Uber-
prJN062 caacaccatattttaatcccatgtg- hangen zu pJNO17
GACCCAACAGCCATTCTCGACATCA
priNO63 cttccctagcaacgageccc Klonierung von pJN012; Amplifika-
tion von fogA in zwei Fragmenten
zusammen mit prJN062
priNO64 acaacagggacaccgtgggg Klonierung von pJN012; Amplifika-

tion von fogA in zwei Fragmenten
zusammen mit prJNO61

60



Material und Methoden

prJNO65 ggccacgtactcgactgg Nachweis von fogA; zusammen mit
prJNO64

prJNO66 cacatgggattaaaatatgg Amplifikation von AfriboB

prINO67 gaccggggtctctag

prJNO68 ccgatacgcattacgg Kontrolle der Deletion von fogA in A.
ruber QEN-0407-G2; Amplifikation
der 5‘-Region, zusammen mit
prJNO78

prJNO69 atgactgaccagctcc Kontrolle der Deletion von fogA in A.
ruber QEN-0407-G2; Amplifikation
der 3‘-Region, zusammen mit
prJNO79

prJNO70 cttctggatttaggatgcaagg Kontrolle der Deletion von fogH in A.
ruber QEN-0407-G2; Amplifikation
der 5‘-Region, zusammen mit
prJNO78

priNO71 agccgcgataatttecg Kontrolle der Deletion von fogH in A.
ruber QEN-0407-G2; Amplifikation
der 3‘-Region, zusammen mit
prJNO79

priNO72 atggctttacaaacgacc Nachweis von fogH

prJNO73 ttataccgcagttttctgc

prJNO78 gtttgacttgcattgtgc Kontrolle der Deletion von Genen in
A. ruber QEN-0407-G2; bindet im 5°
Teil der Hygromycin B Resistenzkas-
sette

prINO79 gcagcaaagagtgcc Kontrolle der Deletion von Genen in
A. ruber QEN-0407-G2; bindet im 3°
Teil der Hygromycin B Resistenzkas-
sette

prJNO8O gatgtcgagaatggctgttgggtcgatccCACATGG- Klonierung von pJN014; Amplifika-

GATTAAAATATGG tion von pYWB2 mit prJNO80 und
priN0O81 caccatattttaatcccatgtgGGATCGAC- priN091, Amplifikation des fog-Clus-
CCAACAGCCATTCTCGACA ters in 5 Fragmenten mit den restli-

chen Primern

prJN0O82 aggaagacgcagatgaatgcc

prJNO83 catggcatctccttagggeg

prJNO84 cctcgatgacgacaccgtag

prJNO85 tgattcggagggtcgatccg

prJNO86 tttgactggttggaatcgcettgg

prJNO87 tgctcttgectcgcaaage

prJNO88 agataactgcttacgagctgagc

prJNO89 gggctacgcatcttcatctggg
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prJNOSO cggacttgactctccttctectgatcGGATCCAGG-
GAGGGGGTCCGGTG
priN0O91 ctcgectcaccggaccecctecctggatccGATCAGGAGAAG-
GAGAGTC
prJN098 ggacttgactctccttctcctgateg- Klonierung von pJNO17; Einfliigen ei-
gatccCCGATAGCTCTGCAAAGG ner Sfol-Schnittstelle
prJN099 gcctcaacaccatattttaatcccatgtg GGCGCCGGTGAT-
GTCTGCTC
prJN100 ctaacagctaccccgcttgagcagacatcaccggcATGGATG- Klonierung von pJN018; Amplifika-
GAAAAAC tion des 5. Fragments des fog-Cluster
(zusammen mit prJNO89) mit homo-
logem Uberhang zu pJN0O17 lineari-
siert mit Sfol
priN101 cctcaacaccatattttaatcccatgtgggcGAC- Klonierung von pJN018; Amplifika-
CCAACAGCCATTCTC tion des 1. Fragments des fog-Cluster
(zusammen mit prJN082) mit homo-
logem Uberhang zu pJNO17 lineari-
siert mit Sfol
priN102 atcccttattcctttgaacc Sequenzierung von Genen unter
Kontrolle des gpdA-Promotors vor
allem in pJNO17; bindet im gpdA(p)
priN104 aactcaattgcctgatc Kontrolle der Deletion von fogl;
Amplifikation der 5’-Region zusam-
men mit prJN167
priN105 tgttgatatcgaagcgce Sequenzierung von Genen in pJNO17;
bindet in Afribo
priN115 gagagttattctgtgtctg Amplifikation von AfpyrG
prJN116 attctgtctgagaggag
priN117 caggggataacgcagg Amplifikation des E. coli ori/AmpR®
priN118 acacaggaaacagctatgac mit SCURA-CEN/ARS als Riickgrat ei-
nes E. coli / S. cerevisiae Shuttlevek-
tors
prJN119 tttgctcacatgttctttectgegttatcccctgGACCG- Klonierung von pJN019; Amplifika-
GAAACACTCC tion von 1200 bp 5‘ von fogH; Uber-
. R
priN120 catatttcgtcagacacagaataactctcTTTGACA- hang zu E. coli ori/Amp" und AfpyrG
GATAACTGCTTAC
priN121 cacgcatcagtgectectctcagacagaatATATGGATTAT- Klonierung von pJN019; Amplifika-
GGGAAATG tion von 1200 bp 3‘ von fogH; Uber-
priN122 attcgtaatcatggtcatagctgtttectgtgt GCATTCACATT-  hang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
CGCAC
priN123 ctcacatgttctttcctgegttatcccctgAGAACGTTCA- Klonierung von pJN020; Amplifika-
CATCGAATG tion von 1200 bp 5 von fogE; Uber-
. R
priN124 aacatatttcgtcagacacagaataactctcTGTGATAATT- hang zu E. coli ori/Amp" und AfpyrG

GAAGTTTG
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priN125 cacgcatcagtgcctcctctcagacagaatATTTGTCATTCT- Klonierung von pJN020; Amplifika-
CATATGG tion von 1200 bp 3‘ von fogE; Uber-
priN126 cgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgt GGATTCAACTTT- hang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
GGCATTG
priN127 ttgctcacatgttctttectgegttatcccctgGTTGAAAACAT-  Klonierung von pJNO60; Amplifika-
GGCTG tion von 1200 bp 5° von fogB; Uber-
. R
priN128 acatatttcgtcagacacagaataactctcTTTAGTAGAT- hang zu E. coli ori/Amp" und AfpyrG
GTCTTTGGC
priN129 tcacgcatcagtgcctcctctca- Klonierung von pJN061; Amplifika-
gacagaatTAAACTAGTGCATTGTAC tion von 1200 bp 3‘ von fogC; Uber-
priN130 attcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtATTGGTT- hang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
CGATCGGAG
priN131 tcacatgttctttcctgegttatcccctgAAGTAGT- Klonierung von pJN022; Amplifika-
GATCCCGAAATAG tion von 1200 bp 5 von fogD; Uber-
. R
priN132 cacaacatatttcgtcagacacagaataactctcTTT- hang zu E. coli ori/Amp® und AfpyrG
GACGGCCGTAGG
priN133 acgcatcagtgectcctctcagacagaatATTACCATGGAAA-  Klonierung von pJN022; Amplifika-
TATAGGG tion von 1200 bp 3‘ von fogD; Uber-
priN134 tcgtaatcatggtcatagctgtttectgtgtTTCGGGCAT- hang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
GCATGGTTG
priN135 gctcacatgttctttectgegttatcccctgCGTGACGAG- Klonierung von pJN023; Amplifika-
GACGGCATC tion von 1200 bp 5° von fogF; Uber-
. R
priN136 aacatatttcgtcagacacagaataactctcTGCGGTT- hang zu E. coli ori/Amp® und AfpyrG
CGTCTGTCCCG
priN137 tcacgcatcagtgcectectctcagacagaatTGTTACGTATA- Klonierung von pJN023; Amplifika-
TAGCTTG tion von 1200 bp 3‘ von fogF; Uber-
priN138 attcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtACCCG- hang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
GAGAAAATTAC
priN140 catatttcgtcagacacagaataactctcATTGAAATTA- Klonierung von pJN025; Amplifika-
CAAGTAGAAG tion von 1200 bp 5 von fogG zusam-
men mit priIN169; Uberhang zu E.
coli ori/Amp® und AfpyrG
priN141 cacgcatcagtgcctcctctcagacagaatCTCTATTTTTCTT-  Klonierung von pJN025; Amplifika-
TAGCGC tion von 1200 bp 3‘ von fogF zusam-
men mit prIN170; Uberhang zu
ScURA-CEN/ARS und AfpyrG
priN143 tatcactctgctagegec Kontrolle der Deletion von fogH;
Amplifikation der 5'-Region zusam-
men mit prIN167
priN144 actcacaaagacgcgcc Kontrolle der Deletion von fogH;
Amplifikation der 3‘-Region zusam-
men mit prJN168
priN145 atggctttacaaacgacc Nachweis von fogH
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priN146 tcttcctcgacgategg

priN147 ggaaattctccgcaagagg Kontrolle der Deletion von fogE;
Amplifikation der 5’-Region zusam-
men mit prJN167

priN148 atgccgaattattctgggg Kontrolle der Deletion von fogkE;
Amplifikation der 3‘-Region zusam-
men mit prJN168

prJN149 atgataacggcctcatcag Nachweis von fogE

priN150 agtttcataaggtcgacg

prJN151 tgaagctgtaatccggtg Kontrolle der Deletion von fogB;
Amplifikation der 5’-Region zusam-
men mit prJN167

priN152 ccaccggagcaattgtg Kontrolle der Deletion von fogB;
Amplifikation der 3‘-Region zusam-
men mit prJN168

prJN153 atggacattaccggaaacg Nachweis von fogB

prJN154 gaaagtcttcgggactctaac

prJN155 gtcctgtaattttcteeggg Kontrolle der Deletion von fogD;
Amplifikation der 5'-Region zusam-
men mit prJN167

prIN156 tcccgagaatctcaagag Kontrolle der Deletion von fogD;
Amplifikation der 3-Region zusam-
men mit prJIN168

prJN157 atgtctacgaaatttgctc Nachweis von fogD

prJN158 tgtttttagtttcaatacccag

prJN159 acacaaaccgcagttgg Kontrolle der Deletion von fogF;
Amplifikation der 5'-Region zusam-
men mit prJN167

priN160 tttcgggatcactacttcg Kontrolle der Deletion von fogF;
Amplifikation der 3‘-Region zusam-
men mit prJN168

prJN161 atgcgcaggaacatcttg Nachweis von fogF

prJN162 gtttgctccgatttggec

priN163 cagcaccacgaacacc Kontrolle der Deletion von fogG;
Amplifikation der 5'-Region zusam-
men mit prJN167

priN164 gaaactcgaatgcaagagc Kontrolle der Deletion von fogG;
Amplifikation der 3‘-Region zusam-
men mit prJN168

priN165 atggccgttacttttgacatc Nachweis von fogG

prJN166 ttacttggtgaggctatcaataatctc
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priN167 cactggtaactccacgg Kontrolle von Gendeletionen; bindet
im 5°-Teil von AfpyrG nach Aullen ge-
richtet
prIN168 atcagtgcctcectctcag Kontrolle von Gendeletionen; bindet
im 3‘-Teil von AfpyrG nach AuRRen ge-
richtet
priN169 tcacatgttctttcctgegttatcccctgATAACGCCCGATT- Klonierung von pJNO25; Amplifika-
CCGCCAC tion von 1200 bp 5 von fogG zusam-
men mit prIN140; Uberhang zu E.
coli ori/AmpR und AfpyrG
priN170 gtaatcatggtcatagctgtttcctgtgt TCGACGTCA- Klonierung von pJNO25; Amplifika-
GGCACGAACTG tion von 1200 bp 3‘ von fogF zusam-
men mit priIN141; Uberhang zu
ScURA-CEN/ARS und AfpyrG
priN171 atggctttacaaacgaccaatacatg Nachweis von fogH
priN172 gtatagatatccggacatgagttccg
prJN200 tctgctcaagagtctcgtcaccg Nachweis von fogF; neu designt
priN201 ccgacatacgcgggcegctattag
priN202 ctcacatgttctttcctgegt- Klonierung von pJN031; Amplifika-
tatcccctgCCCCGTCTAGGCGACTCG tion von 1200 bp 5 von fogA; Uber-
prIN203 acatatttcgtca- hang zu E. coli ori/Amp® und AfpyrG
gacacagaataactctcCGACTCCAAGCCGACAACGC
priN204 cacgcatcagtgcctcctctcagacagaatTATTTTTITCCTT-  Klonierung von pJN031; Amplifika-
GTAGACTCTAGTG tion von 1200 bp 3‘ von fogA; Uber-
priN205 cgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgt TTGCGCTTAGCT- hang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
GAAATG
priN207 actcttccaatcctatcacctcgectcaaaAT- Klonierung von pJN032; Amplifika-
GTCTACGAAATTTGCTCTTGTCAC tion von fogD + 500 bp 3‘ UTR; Uber-
priN208 acatatttcgtcagacacagaataactctcTCTTTGTT- hang zu alcA(P) und AfpyrG
CTGCTCGATTGCAATG
priN209 actcttccaatcctatcacctcgectcaaaATGGCCGTTACTT-  Klonierung von pJNO33; Amplifika-
TTGACATCTCG tion von fogG + 500 bp 3‘ UTR; Uber-
priN210 acatatttcgtcagacacagaataactctcAGCCATCTATATT-  Nang zu alcA(P) und AfpyrG
CCCCGGTCGTC
priN216 gggagtgtcgacccatgaaggac Kontrolle der Deletion von fogA;
Amplifikation der 5'-Region zusam-
men mit prJN167
priN228 gatgaggtggtgcattgcagg Klonierung von pJN037; Amplifika-
prIN229 ccagatcggaatctgctggctg tion cjes ech-Clusters in 4 Fragmen-
IN230 ten; Uberhdnge zu pYWB2 lineari-
pr atcaaagcgggatggacttcge siert mit BamHl
priN231 agccccaaagatcactgtgtcetg
priN232 gaagtgccgtgtatctctgegte
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priN233 atttacagctcccggccacag
priN234 ggacttgactctccttctcctgatcggatcTCAATGCCCTTTT-
GGAAGCCGTG
priN235 caacaccatattttaatcccatgtgggatcTCCCCGAGCAT-
GCGGTACC
priN245 ggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaATGCGCAG-  Klonierung von pJN040; Uberhinge
GAACATCTTGAC zu pET28a(+) linearisiert mit Xbal
priN246 cagtggtggtggtggtggtgctcgagtgeggecgcCCCTGAC- und Hindlll
CCCGGATACTCAG
priN249 gcactctggaaacgaactcc Kontrolle der Deletion von fogA;
Amplifikation der 3‘-Region zusam-
men mit prJN168; bindet 3 vom wA-
PKS downstream Bereich im A. nidu-
lans Genom
priN250 tactatacgggacagacgaaccgcatgtgataattgaagttt- Klonierung von pJN041; Amplifika-
gaacatagatggaagg tion von fog-Cluster Fragment 3; zu-
sammen mit prJNO85
priN251 ctatgttcaaacttcaattatcacatgcggttcgtctgtcecg Klonierung von pJN041; Amplifika-
priN252 acatcacatttcccataatccatatTTTGACAGATAACTGCT-  tion von fog-Cluster Fragment 4
TACGAGCTG
priN253 agctcgtaagcagttatctgtcaaaATATGGATTATGG- Klonierung von pJN041; Amplifika-
GAAATGTGATGTGG tion von fog-Cluster Fragment 5; zu-
sammen mit prJNO90
priN254 gtgagcggataacaatttcacacagaattcATGCGCAG- Klonierung von pJN042; Amplifika-
GAACATCTTGAC tion von fogF von cDNA; Uberhinge
priN255 gtgatggtgatggtgatgagatctggatccCCCTGACCCCG- 24 PQE-70 linearisiert mit EcoR| und
GATACTCAG BamH
priN257 actggtggacagcaaatgggtcgeggatcgATGCGCAG- Klonierung von pJN044; Amplifika-
GAACATCTTGAC tion von fogF von cDNA; Uberhinge
priN258 ggtggtggtgctcgagtgeggecgcaagctTCACCCTGAC- zu pET28a(+) linearisiert mit BamHI
CCCGGATACTCAG und Sall
priN273 ctcacatgttctttcctgegttatcccctgGACGTTGAACAT- Klonierung von pJN0O51; Amplifika-
GCGCTG tion von 1200 bp 5 von fogD aus A.
nidulans JNO20 zusammen mit
prIN140; Uberhang zu E. coli
ori/AmpR und AfpyrG
priN274 cgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtATAGCCTCT- Klonierung von pJNO51; Amplifika-
GAAGCGTC tion von 1200 bp 3 von fogD aus A.
nidulans JNO20 zusammen mit
prIN141; Uberhang zu SCURA-
CEN/ARS und AfpyrG
priN277 agctaccccgettgagcagacatcaccggcATGCGCAG-

GAACATCTTGAC
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priN278 ctcaacaccatattttaatcccatgtgggcAGCATTT- Klonierung von pJN052; Amplifika-
CTCGTCTGCTGTG tion von fogF + 500 bp 3 UTR; Uber-
hdnge zu pJNO17 linearisiert mit Sfol
priN280 ctcacatgttctttcctgegttatcccctgACCGAGTAGTTA- Klonierung von pJNO53; Amplifika-
CGGTGTACAG tion von 1200 bp 5‘ von fogl; Uber-
. R
priN281 acatatttcgtcagacacagaataactctcTTCTTCGTT- hang zu E. coli ori/Amp® und AfpyrG
GGCTGTCAGGAAG
priN282 tcacgcatcagtgcctectctcagacagaatATT- Klonierung von pJNO53; Amplifika-
TAAAACAGGGGACACGGG tion von 1200 bp 3‘ von fogl; Uber-
priN283 cgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgt GCAGCTATCTGTT-  hang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
GACGGGTC
priN287 gtgatggtgatggtgatgagatctg- Nachweis von fogC; Amplifikation
gatcTACTACTACGTCCTTCATAGTCCTTG von fogC von cDNA; Uberhang zu
priN291 tgtgagcggataacaatttcacacagaattAT- PQE-70 linearisiert mit EcoRl und
GGCCGAACAAACCGAG BamHiI
priN292 cacgcatcagtgcectectctcagacagaatAACAATTACCT- Klonierung von pJN0O60; Amplifika-
CAATTCTATGCACG tion von 1200 bp 3‘ von fogB; Uber-
priN293 cgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgt CACAAGAAGCTAG-  Nang zu SCURA-CEN/ARS und AfpyrG
ACATGGG
priN294 ctcacatgttctttcctgegt- Klonierung von pJN061; Amplifika-
tatcccctgGCCAAAGACATCTACTAAAATGGAC tion von 1200 bp 5‘ von fogC; Uber-
. R
priN295 acatatttcgtcagacacagaataactctcTTTGCTTGTGTGT- hang zu E. coli ori/Amp® und AfpyrG
CACGTC
priN311 agctaccccgcettgagcagacatcaccggcATGTGG- Klonierung von pJN068; Amplifika-
GACTCCCCGATTATTTTC tion von echP450 + 500 bp 3‘ UTR;
priN312 ctcaacaccatattttaatcccatgtgggcATGCACGACATT- Uberhang zu pJNO17 linearisiert mit
CGATGGATTTC Sfol
priN332 aatactctgccaatggcatagggaaattigaACACAG- Klonierung von pJNO74; Amplifika-
GAAACAGCTATGAC tion von pYWB2 mit prJN332 und
priN333 cgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgt TCAATTTCCCTAT-  PrIN344, Amplifikation von EURHED-
GCCATTGGCAG RAFT_528589 bis EURHED-
N334 RAFT_400000 in 3 Fragmenten mit
pr tagttgaatatggtcaccagacgc orIN333 — priN343
priN335 tatggttgcatccgtcatgctaac
prJN336 ctcgtatatcgaaagtcggectc
priN337 cttgccgaaaccggatttatetg
priJN343 atatttcgtcagacacagaataactctcacgcgtGTGTAGTG-
GATACTATCACCCATCC
priN344 cagtttggatgggtgatagtatccactacacACGCGT-
GAGAGTTATTCTGTGTCTGACG
priN348 ttacaaaccaccgatgttcatc Kontrolle zur Integration von pJNO74

in A. nidulans JNO19 Genom; bindet
am Ende von EURHEDRAFT_528589;
zusammen mit vwRbPT2-r2
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vWRbPT2-f2 ctgcagcagccttaccacac

vWRbPT2-r2 ccaagcttctaaaacaatgacatgtagatg

Amplifikation von echPT2; Primer
von Viola Wohlgemuth

3.2.6 Organismen

Tabelle 11: Verwendete Escherichia coli Stiamme

Organismus Genotyp

Referenz

E. coli XLI-Blue endA1 gyrA96(nalf) thi-1 recA1 relA1
lac gInV44 F'[ ::Tn10 proAB* lacl?

A(lacZ)M15] hsdR17(rc mi*)

endA1 ginVa4 recAl thi-1 gyrA96
relAl lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 tet® F'[proAB la-
cl9ZAM15 Tn10(Tet? Amy CmR)]

E. coli XL10-Gold

E. coli DH5a F endA1 gInV44 thi-1 recAl relAl

gyrA96 deoR nupG ®80d/acZAM15

A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk” mg*),

}\_
E. coli BL21(DE3) E. coli B Derivat, F ompT lon hsdS(re

ms’) dcm gal A(DE3) endA

E. coli M15 F~, ®80AlacM15, thi, lac-, mtl-,

recA+, Kmr

E. coli Rosetta (DE3) pLysS F- ompT hsdSs(re” ms’) gal dcmA(DE3
[lacl lacUV5T7 gene 1 ind1 sam7

nin5]) pLysSRARE (Cam')

Agilent (Santa Clara, CA, USA)

Agilent (Santa Clara, CA, USA)

Thermo Scientific (Waltham, MA,
USA)

Thermo Scientific (Waltham, MA,
USA)

Qiagen (Hilden)

Novagen (Merck, Darmstadt)

Tabelle 12: Verwendete Saccharomyces cerevisiae Stamme

Organismus Genotyp Referenz
S. cerevisige HOD114-2B MATa ura3-52 his3A1 leu2-3112 406
S. cereviaise BJ5465-npgA MATa ura3-52 leu2-A1 trp1 his3- 407
A200 pep4::HIS3 prb1-A1.6R canl
GAL npgA
Tabelle 13: Verwendete Aspergillus Spezies und Stimme
Organismus Genotyp Referenz
A. ruber QEN-0407-G2 Wildtyp aus Wurzeln von Hibiscus tiliaceus,
China®
A. ruber NRRL 52 Wildtyp ARS Culture Collection (NRRL) (USA)
A. ruber NRRL 65 Wildtyp ARS Culture Collection (NRRL) (USA)
A. ruber NRRL 75 Wildtyp ARS Culture Collection (NRRL) (USA)
A. ruber NRRL 76 Wildtyp ARS Culture Collection (NRRL) (USA)
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A. cristatus CGMCC 3.6083 Wildtyp Chinese General Microbiological Cul-
ture Collection (China)

A. glaucus NRRL 116 Wildtyp ARS Culture Collection (NRRL) (USA)

A. nidulans LO8030 pyroA4, riboB2, AfpyrG89, 408

nkuA::argB, Deletion von BGCs:
(AN7804-AN7825)A, (AN2545-
AN2549)A, (AN1039-AN1029)A,
(AN10023-AN10021)A, (AN8512-
AN8520)A, (AN8379-AN8384)A,
(AN9246-AN9259)A, (AN7906-
AN7915)A, (AN6000-AN6002)A

Tabelle 14: Aspergillus nidulans Stamme entstanden wahrend dieser Doktorarbeit

Stamm Genotyp Plasmid
JNOO1 WA-PKS::gpdA(p)-fogA + 500bp 3'UTR-Afribo in LO8030 pJNO12
JNOO2 WA-PKS::Afribo in LO8030 pYWB2
JNOO4 WA-PKS::fog-Cluster (500 bp 3’UTR-fogA — fogl-500 bp 5'UTR)-Afribo in pJNO14
LO8030
JNOO6 fogH::AfpyrG in INOO4 pJNO19
JNOO7 fogE::AfpyrG in JNOO4 pJNO20
JNO09 fogD::AfpyrG in JNO04 pJNO22
JNO10 fogF::AfpyrG in JINOO4 pJNO23
JNO12 WA-PKS::gpdA(p)-fog-Cluster (gpdA(p)-fogl — fogA-500 bp 3'UTR-Afribo) in  pJN0O18
LO8030
JNO13 fogG::AfpyrG in INOO4 pJNO25
JNO15 fogA::AfpyrG in INOO4 pJNO31
JNO19 WA-PKS::ech-Cluster essenzielle Gene (500 bp 5’UTR-EURHED- pJNO37
RAFT_448612 — EURHEDRAFT_448141-500 bp 3’UTR)-Afribo in LO8030
JNO20 WA-PKS::fog-Cluster (500 bp 3’UTR-fogA — fogD, fog/-500 bp 5’'UTR)-Afribo  pJN041
ohne fogEFH in LO8030
IJNO25 WA-PKS::gpdA(p)-fogF-500bp 3’UTR-Afribo in LO8030 pJNO52
JNO29 fogG::AfpyrG in INO20 pJNO51
JNO33 fogl::AfpyrG in INOO4 pJNO53
INO34 fogB::AfpyrG in INOO4 pJNO60
JNO35 fogC::AfpyrG in JNOO4 pJNO61
IJN042 WA-PKS::gpdA(p)-echP450-500bp 3’UTR-Afribo in LO8030 pJNO68
JNO44 Afribo::1506 bp 3’ von EURHEDRAFT_528589 — EURHEDRAFT_400000-500 pJN074

bp 3'UTR-AfpyrG
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3.3 Ndhrmedien und Supplementlosungen

Sofern nicht anders angegeben wurden die Medien und Losungen autoklaviert. Fiir die Herstellung

von Festmedien wurden 1,5 —2 % (w/v) Agar-Agar zugegeben. Hitzelabile Lésungen oder Medienbe-
standteile wurden steril filtriert (Spritzenfilter Filtropur S 0.2, PorengrofRe 0,2 um, Sarstedt, NUm-
brecht) und nach dem Autoklavieren zugesetzt. GroRere Volumina hitzeempfindlicher Losungen wur-

den durch eine Steritop-GP Polyethersulfon Membranfiltereinheit (PorengroRe 0,22 um, Merck Mil-

lipore, Darmstadt), angeschlossen an eine Membranpumpe, gefiltert.

3.3.1 Nahrmedien fir Escherichia coli

Tabelle 15: LB Medium (lysogeny broth)

Bestandteil Menge
Trypton 10glLt
NaCl 10gL?
Hefeextrakt 5glLt
Tabelle 16: SOB Medium (super optimal broth)
Bestandteil Menge
Trypton 20 g L't (w/v)
Hefeextrakt 5gLt(w/v)
NaCl 10 mM
MgCl. 10 mM
KCl 2,5mM
MgSO0a 10 mM

Der pH wurde auf 7 + 0,2 eingestellt. Das MgCl, und MgS04 wurde aus 1 M steril gefilterten Stock-
Losungen nach dem Autoklavieren zugegeben. Fiir SOC-Medium wurden zusatzlich 20 ml einer steri-

len 1 M Glukosel6sung (20 mM) zugesetzt.

Tabelle 17: TB Medium (terrific broth)

Bestandteil Menge

Trypton 24 g L't (w/v)
Hefeextrakt 20 g L't (w/v)
Glycerin (99,5 %) 4 ml L1 (v/v)

Die Medienbestandteile wurden in 900 ml vollentsalztem Wasser geldst und autoklaviert. Nach dem

Abkuhlen wurden 100 ml Kaliumphosphatpuffer zugesetzt.

Tabelle 18: Kaliumphosphatpuffer

Bestandteil Menge
KH2PO4 0,17 M
K2HPO4 0,72 M
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Der Kaliumphosphatpuffer wurde zur Sterilisierung gefiltert.

3.3.2 Nahrmedien fiir die Kultivierung von Ascomyceten

Tabelle 19: GMM (Glukose Minimal Medium)

Bestandteil Menge
Nitratsalze (20x) 50 ml Lt (v/v)
Spurenelemente 1mlL?t(v/v)
Glukose 10g Lt (w/v)

Der pH wurde auf 6,5 £ 0,2 eingestellt. Die Spurenelemente (Tabelle 31) wurden nach dem Autokla-
vieren zugesetzt. Zur Selektion wurden je nach auf dem Plasmid kodierten Marker Pyridoxin, Ribof-
lavin, Uracil oder Uridin zugegeben oder ausgelassen (Tabelle 32).

Tabelle 20: SMM (Stabilisiertes Minimal Medium)

Bestandteil Menge
Nitratsalze (20x) 50 ml Lt (v/v)
Spurenelemente 1mlL?t(v/v)
Glukose 10 g Lt (w/v)
Sorbitol 1,2M

Der pH wurde auf 6,5 + 0,2 eingestellt. Die Spurenelemente (Tabelle 31) wurden nach dem Autokla-
vieren zugesetzt. Zur Selektion wurden je nach auf dem Plasmid kodierten Marker Pyridoxin, Ribof-
lavin, Uracil oder Uridin zugegeben oder ausgelassen (Tabelle 32). Fiir das Bottom-Medium wurden
16 g L'* Agar-Agar und fiurr das Top-Medium 7,5 g L™ Agar-Agar zugegeben.

Tabelle 21: PD Medium (Potato Dextrose)
Bestandteil Menge

potato dextrose broth (Fertigmix von 24 g L't (w/v)
Sigma Aldrich, Steinheim)

Um die Sporulierung von A. ruber QEN-0407-G2 anzuregen wurden dem Medium 1,7 — 3,4 % NaCl
zugesetzt, dabei musste fir das Festmedium der Agar-Agar Gehalt auf 3 % (w/v) erhoht werden.

Tabelle 22: YM Medium (Yeast extract - Malt extract)

Bestandteil Menge
Hefeextrakt 3glLt(w/v)
Malzextrakt 3gLt(w/v)
Glukose 10 gLt (w/v)
Pepton 5gLt(w/v)

Der pH wurde auf 6,2 + 0,2 eingestellt.
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Tabelle 23: ME20S Medium (Malzextrakt Saccharose)

Bestandteil Menge
Malzextrakt 30g L (w/v)
Pepton 5gLt(w/v)
Saccharose 200 g L't (w/v)
Der pH wurde auf 5,4 + 0,2 eingestellt.
Tabelle 24: G22 Medium
Bestandteil Menge
Pepton 5gLt(w/v)
Glukose 10g Lt (w/v)
KH2PO4 1gLt(w/v)
MgSOa 0,5gL?(w/v)
Glycerin 220 gLt (w/v)

Der pH wurde auf 5,6 + 0,2 eingestellt. Fiir Festmedium wurden 2,5 % (w/v) Agar-Agar zugesetzt.

Tabelle 25: Czapek-Dox Medium nach Sigma

Bestandteil Menge
Na2NOs 3gLt(w/v)
KCl 0,5g Lt (w/v)
K2HPO4 1gLt(w/v)

Fe(I1)SO4*7H20

0,01 gL't (w/v)

MgSO4 0,5g Lt (w/v)
Saccharose 30g L (w/v)
Der pH wurde auf 7,3 + 0,2 eingestellt.
Tabelle 26: Reis Medium
Bestandteil Menge
Alnatura Naturreis Langkorn 40 % (w/w)
Wasser 60 % (w/w)

Zur Selektion wurden je nach auf dem Plasmid kodierten Marker Hefeextrakt (enthélt Pyridoxin und
ist hitzestabil), Riboflavin, Uracil oder Uridin (Tabelle 32) im Wasser gel6st, bevor es zum Reis gege-

ben wurde.

3.3.3 Nahrmedien zur Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Medien fur S. cerevisiae wurden zunachst in 90 % (v/v) ihres Endvolumens geldst und autoklaviert.

Nach dem Sterilisieren wurden die restlichen 10 % (v/v) als 20 %ige (w/v) Glukosel6sung zugegeben.

Zur Induktion des Gal1/10-Promotors wurde die Glukosel6sung vollstandig oder teilweise durch Ga-

laktoseldsung ersetzt.
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Tabelle 27: YPD Medium (Yeast extract Peptone Dextrose)

Bestandteil

Menge

Hefeextrakt
Pepton

Glukose

10g Lt (w/v)
20 g L't (w/v)
20 g L't (w/v)

Tabelle 28: SC Medium (Synthetic Complete)

Bestandteil

Menge

Hefe-Stickstoff-Basis mit NH4SO4
ohne Aminosauren (Sigma-Aldrich, Steinheim)

CSM-His-Leu-Ura (MP Biomedicals™,
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Glukose
L-Histidin
L-Leucin

Uracil

6,7 % (W/V)

0,069 % (w/v)

2% (w/v)

20 mg (w/v)
60 mg (w/v)
20 mg (w/v)

Fiir die Selektion wurde je nach dem Plasmid-kodiertem Marker entweder Histidin, Leucin oder Uracil

ausgelassen. Der pH wurde auf 6,2 + 0,2 eingestellt.

3.3.4 Antibiotika

Die Antibiotika wurden als Stamml6sung angesetzt, steril filtriert und vor dem Inokulieren den Me-

dien zugegeben. Vor der Zugabe wurden die Medien auf <50°C abgekiihlt.

Tabelle 29: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stammldsung (Lsgmittel) Endkonzentration im Medium
Ampicillin 100 mg ml? (ddH20) 100 pug ml?t

Carbenicillin 100 mg ml? (ddH,0) 100 pg ml?

Chloramphenicol 30 mg ml? (Ethanol) 30 ug ml?

Kanamycin 50 mg ml? (ddH,0) 50 pg ml?

Tetracyclin 50 mg ml! (Ethanol) 20 pg mlt
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3.3.5 Supplementldosungen und Auxotrophiemarker

Tabelle 30: Nitratsalze (20x)

Bestandteil Menge

NaNOs 120gL?
KCl 10,4gL?
MgS04*7H,0 10,4gL?
KH2POa4 30,4gLt

autoklaviert

Tabelle 31: Spurenelemente

Bestandteil Menge (fiir 100 ml)
ZnS04*7H.0 2,2¢g

H3BO3 1,1g

MnCl2*4H,0 05¢g

FeS04*7H20 0,16 g

CoCl>*5H,0 0,16 g

CuS04*5H,0 0,16 g
(NH4)sM07024*7H,0 0,11g

NaiEDTA 5g

Die Bestandteile wurden in abgebildeter Reihenfolge in 80 ml ddH.,0 bis zum Farbumschlag unter

Rihren gelost, anschlieBend auf 100 ml aufgefillt, zum vollstandigen Losen ggf. KOH zugegeben. Die

Losung wurde autoklaviert.

Tabelle 32: Verwendete Auxotrophiemarker

Auxotrophiemarker

Endkonzentration im Medium

Pyridoxin
Riboflavin
Uracil

Uridin

0,5 mg ml?
2,5 ug ml?
1 mgml?

0,5 mg ml?

3.4 Kultivierung von Mikroorganismen

3.4.1 Kultivierung von Escherichia coli

E. coli wurde als Flissigkultur in LB Medium (Tabelle 15) inkubiert. Fir die Selektion wurde zusatzlich

Antibiotikum in addaquater Menge (Tabelle 29) hinzugegeben. Die Kulturen wurden bei 37°C schiit-
telnd inkubiert. Die Anzucht auf Nahrboden erfolgte (iber Nacht bei 37°C oder tber 2 Tage bei 30°C.
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3.4.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae wurde grundsatzlich auf YPD Festmedium (Tabelle 27) bei 30°C fiir zwei bis drei Tage
kultiviert. Selektion erfolgte auf SC-X Medium (Tabelle 28; X steht fir den jeweiligen Auxotrophie-
marker, der nicht im Medium enthalten ist) bei 30°C fiir drei bis vier Tage. Kultivierung in YPD oder
SC-X Flassigmedium erfolgte bei 30°C schittelnd mit 230 rpm.

3.4.3 Kultivierung von Aspergillus ruber, Aspergillus glaucus und Aspergillus cristatus

Die Pilze wurden hauptsachlich auf PD+NaCl (Tabelle 21) Festmedium oder GMM (Tabelle 19) bei
25°C fir funf bis sieben Tage im Dunkeln inkubiert. In fllissigem PD+NaCl oder GMM erfolgte die
Kultivierung bei 25°C schiittelnd mit 230 rpm fiir bis zu 28 Tage. Fiir die Untersuchung des Sekundar-
metabolitprofils erfolgte die Kultivierung unter Lichtausschluss hauptsachlich bei 25°C fiir bis zu 28
Tage auf Reismedium. Alternativ wurden die Pilze auf YM, ME20S, G22 und Czapek-Dox (Tabelle 22 -
Tabelle 25) bei 25° sowohl als Oberflachenkultur als auch schiittelnd bei 230 rpm fiir bis zu 28 Tage
im Dunkeln inkubiert.

3.4.4 Kultivierung von Aspergillus nidulans

A. nidulans wurde auf GMM (Tabelle 19) oder Reis (Tabelle 26) nach Zugabe der bendtigten Auxotro-
phiemarker (Tabelle 32) bei 37°C unter Lichtausschluss fir bis zu drei bzw. 14 Tage kultiviert. Inkuba-
tion in Flissigmedium erfolgte im Dunkeln bei 37°C schittelnd mit 230 rpm.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Isolierung chromosomaler DNA aus Ascomyceten

Das Mycel einer 5 — 6 Tage alten Schittelkultur wurde mit Hilfe einer Nutsche vom Medium befreit
und zweimal mit kaltem 1x PBS (Tabelle 33) gewaschen. Nach Auspressen der restlichen Flussigkeit
auf einem saugfahigen Papier wurde das Mycel unter standiger Zugabe von fllssigem Stickstoff in
einem Morser tiefgefroren und pulverisiert. Pro 100 mg pulverisiertem Mycel wurden 1,2 ml Diges-
tion Puffer (Tabelle 34) mit Proteinase K (0,1 mg ml?) zugegeben und fir 2 h bei 50°C und 160 rpm
inkubiert. Danach wurde ein Volumenanteil Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCl; 25:24:1) zuge-
flihrt, das Reaktionsgefald fir 10 min invertiert und fir 7 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiaR tberfiihrt, mit 5 ml PCl versetzt, erneut fiir 10 min
invertiert und wie zuvor zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald
gegeben. Durch Zugabe von 10! Volumen kaltem Natriumacetat (3 M; pH 5,2) und 1 Volumenanteil
Isopropanol wurde die DNA Uber Nacht bei -20°C gefallt. AnschlieRend wurde die DNA bei 4°C mit
6000 rpm fir 45 min abzentrifugiert und mit zweimal je 3 ml 70% Ethanol gewaschen. Nach dem
Waschen wurde sie fiir 30 min bei 50°C getrocknet und in 300 pl ddH,0 aufgenommen. Die DNA
wurde mittels Agarosegelelektrophorese auf ihre Reinheit kontrolliert und bei -20°C gelagert. Wenn
notwendig, wurde restliche RNA durch Zugabe von RNase | (Roth, Karlsruhe) nach Herstellerangaben
verdaut und die DNA durch erneute Fallung mit Natriumacetat und Isopropanol gereinigt.
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Tabelle 33: 10x PBS (Phosphate Buffered Saline)

Bestandteil Menge
NaCl 1,37 M
KCl 27 mM
NazHPO4 10 mM
KH2PO4 1,8 mM

Der pH des Puffers wurde auf 7,4 eingestellt.

Tabelle 34: DB (Digestion Buffer)

Bestandteil Menge
NaCl 100 mM
Tris 10 mM
EDTA 25mM
SDS 0,5 % (w/v)

Der pH des Puffers wurde mit HCl auf 8,0 eingestellt. Direkt vor Gebrauch wurden 0,1 mg ml* Pro-
teinase K (Roth, Karlsruhe) zugegeben.

3.5.2 Schnelle Isolierung geringer Mengen chromosomaler DNA aus A. nidulans

Zur Uberpriifung genetisch modifizierter Stimme von A. nidulans via PCR wurden geringe Mengen
gDNA mit der folgenden Methode isoliert. Der Pilz wurde lber Nacht bei 37°C in 0,5 ml GMM Flis-
sigmedium innerhalb eines 1,5 ml Reaktionsgefalies angezogen. Das Mycel wurde durch Pressen auf
ein saugfahiges Papier leicht getrocknet und in 400 ul LETS Lésung (Tabelle 35) Gberfiihrt. Nach Zu-
gabe einer Spatelspitze 0,25 — 0,5 mm und vier 2,85 — 3,45 mm Glasperlen (Roth, Karlsruhe) in das
Schraubdeckelrohrchen wurde das Mycel in einem Minilys Homogenisator fiir 200 Sekunden mit ma-
ximaler Geschwindigkeit zerstort. Nach der Zugabe von weiteren 300 ul LETS Losung und 700 pl Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurde die Probe flir 1 min geschittelt. Phasentrennung er-
folgte durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal Giberfliihrt und mit 900 ul kaltem Ethanol gemischt. Die DNA wurde mit 13000 rpm
fir 20 min abzentrifugiert und mit 500 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach erneutem Zentrifugie-
ren bei 13000 rpm fir 5 min wurde sie fiir 20 min bei 55°C getrocknet und anschlieBend in 50 pl
ddH,0 gel6st.

Tabelle 35: LETS-L6sung

Bestandteil Menge

LiCl 0,1M
EDTA 20 mM
Tris 10 mM
SDS 0,5 % (w/v)

Der pH wurde mit HCI auf 8,0 eingestellt.
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3.5.3 Isolierung von mRNA aus A. ruber und cDNA-Synthese

A. ruber QEN-0407-G2 wurde in einer PDB Schittelkultur bei 25°C und 230 rpm fiir zwei Wochen
angezogen. Mit einer Nutsche wurde das Mycel vom Medium separiert. Das Mycel wurde unter Zu-
gabe von flussigem Stickstoff in einem Morser pulverisiert. Daraus wurde die gesamte mRNA mit
Hilfe des E.Z.N.A.® Fungal RNA Kit (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA) nach Herstellerangaben iso-
liert. Uber die mRNA wurde via des ProtoScript® Il First Strand cDNA Synthesis Kit (New England Bi-
olabs, Ipswich, MA, USA) die cDNA synthetisiert.

3.5.4 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch-kompetenter E. coli erfolgte in modifizierter Form nach 4%°, Dabei wurden
5 ml LB Medium (Tabelle 15) mit einer Einzelkolonie des jeweiligen E. coli Stammes inokuliert und
Uber Nacht bei 37°C und 230 rpm im Schittler als Vorkultur inkubiert. Damit wurden 200 ml SOB
Medium (Tabelle 16) auf eine ODgoo von 0,1 beimpft. Die Hauptkultur wurde bei Raumtemperatur
(~23°C) schiittelnd bis zu einer ODeoo von 0,4 - 0,6 inkubiert. Anschliefend wurde die Kultur fiir 10
min auf Eis gekihlt und durch zentrifugieren bei 2500 x g fiir 8 min und 4°C geerntet. Die abzentrifu-
gierten Bakterien wurden in 25 ml eisgekihltem Transformationspuffer (Tabelle 36) resuspendiert
und abermals fir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (2500 x g, 8
min, 4°C) und erneutes Resuspendieren in 20 ml Transformationspuffer. Zu den Zellen wurden 7 %
(v/v) (1,4 ml) DMSO hinzugegeben und nach leichtem Schwenken wurden sie fiir 10 min auf Eis inku-
biert. Die Bakteriensuspension wurde in Aliquots a 100 pl unmittelbar in flissigem Stickstoff einge-
froren und bei -80°C gelagert.

Tabelle 36: Transformationspuffer

Bestandteil Konzentration
PIPES 10 mM

CaClz 15 mM

KCl 250 mM
MnClz 55 mM

Das Manganchlorid wurde erst nach Einstellen des pH auf 6,7 zugegeben und geldst. Der Puffer
wurde steril filtriert.

3.5.5 Transformation chemisch-kompetenter Escherichia coli-Zellen

Tiefgefrorene transformationskompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Maximal 10 ul des Plas-
mids oder DNA-Gemisches wurden hinzugegeben, leicht mit den Zellen gemischt und fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Darauf folgte ein 45-sekiindiger Hitzeschock bei 42°C, gefolgt von einer Inkubation auf
Eis fir 5 min. Es wurden 450 pl steriles SOC Medium (Tabelle 16) hinzugegeben und die Kultur zur
Regeneration bei 37°C fiir 1 h in einem Thermomixer mit 900 rpm inkubiert. Nach der Regenerati-
onszeit wurden die Bakterien auf LB Medium mit selektierenden Antibiotika ausplattiert und bei 37°C
bebrutet.
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3.5.6 Transformation von Saccharomyces cerevisiae nach der LiOAc-Methode

50 ml YPD Medium (Tabelle 27) wurden mit einer Ubernachtkultur auf eine ODeoo von 0,3 inokuliert
und bei 30°C schiittelnd mit 230 rpm inkubiert, bis eine ODeoo zwischen 1,2 — 1,5 erreicht wurde. Die
Zellen wurden bei 3000 rpm fiir 3 min und 4°C geerntet. Das entstandene Zellpellet wurde in 25 ml
sterilem, kaltem H,0 gewaschen und anschlieRend wieder abzentrifugiert. Die Hefezellen wurden in
1 ml 100 mM Lithiumacetat resuspendiert und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Nach
erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde das Zellpellet in 400 pl 100 mM Lithiu-
macetat aufgenommen und in 50 ul Aliquots aufgeteilt. Diese wurden wieder zentrifugiert und der
Uberstand wurde verworfen. Auf die Zellen wurden nacheinander 240 pl 50 % PEG4000, 36 pl 1 M
Lithiumacetat, 5 ul DNA aus Heringssperma (Carrier-DNA) und maximal 50 pul der DNA gegeben. Das
Pellet wurde in diesem Mix resuspendiert und anschliefend fiir 30 min bei 30°C inkubiert, gefolgt
von einer Inkubation fiir 20 min bei 42°C. Nach Zentrifugation bei 3000 rpm fir 3 min wurden die
Hefezellen auf SC-X (Tabelle 28) Festmedium ausplattiert und bei 30°C fiir 3 — 4 Tage inkubiert.

3.5.7 Transformation von Aspergillus nidulans

Die genetische Modifikation von A. nidulans erfolgte in leicht modifizierter Form tber die PEG-ver-
mittelte Protoplastentransformation wie beschrieben in 4%,

Frisch hergestellte A. nidulans-Sporensuspension von zwei Platten GMM wurden benutzt um 30 ml
(in einem 100 ml Erlenmeyerkolben) GMM Flissigmedium (Tabelle 19 + Auxotrophiemarker + 30 mg
Hefeextrakt) anzuimpfen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C schiittelnd mit 230 rpm bis die Keim-
schlduche ungefahr die doppelte bzw. dreifache Lange des Sporendurchmessers erreichten (~5 h).
Die Keimlinge wurden bei 5000 rpm flir 5 min abzentrifugiert und mit 30 ml sterilem ddH,O gewa-
schen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Keimlinge in 10 ml osmotisches Medium (Tabelle
37; in einem 50 ml Erlenmeyerkolben) mit 50 mg lysing enzymes aus Trichoderma harzianum (Sigma-
Aldrich, Steinheim) und 20 mg Yatalase (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan) tberfiihrt. Der Verdau der
Zellwand erfolgte bei 37°C schiittelnd mit 100 rpm fiir 3 h. Der Status der Protoplastierung wurde
kontinuierlich mit dem Mikroskop verfolgt. Nach dem Zellwandverdau wurde die Protoplastensus-
pension in einem 50 ml Reaktionsréhrchen langsam mit 10 ml Trapping-Puffer (Tabelle 38) lber-
schichtet. Durch Zentrifugation mit verlangsamter Beschleunigung und Bremse bei 5000 rpm fiir 15
min akkumulierten die Protoplasten an der Interphase zwischen Trapping-Puffer und osmotischem
Medium. Die Protoplasten wurden mit einer Pipette mit abgeschnittener Spitze in ein 15 ml Reakti-
onsréohrchen Uberfihrt und durch Invertieren mit 10 ml STC-Puffer (Tabelle 39) gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 7 min wurden die Protoplasten in 400 ul STC-Puffer resus-
pendiert und fiir die Transformation a 100 pl Aliguots in neue 15 ml Reaktionsréhrchen verteilt.

Die DNA fir die Transformation wurde zuvor in STC-Puffer rlickgeldst und mit maximal 15 pl zu 100
ul der Protoplastensuspension gegeben. Nach leichtem Mischen wurde der Protoplasten-DNA Mix
fiir 50 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 1,25 ml PEG-Losung (Tabelle 40) zugegeben und mit den
Protoplasten durch vorsichtiges Rollen des Réhrchens vermischt. Der Transformationsansatz wurde
flr 20 min bei Raumtemperatur (~23°C) inkubiert, bevor er mit 7 ml STC-Puffer versetzt und gemischt
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wurde. Dieser Mix wurde auf vier Platten SMM-Bottom Agar (Tabelle 20; ohne den jeweiligen
Auxotrophiemarker) aufgeteilt und mit 5 —7 ml handwarmen fliissigen SMM-Top Agar durch Schwen-
ken der Platten gemischt. Die Platten wurden nach Abkihlen bei 37°C fir eine Nacht aufrecht (Agar-
seite unten) inkubiert, bevor sie gedreht (Agarseite oben) und fiir weitere 2 — 3 Tage bebritet wur-
den.

Tabelle 37: Osmotisches Medium

Bestandteil Konzentration
MgSO4 1,2M
Na-Phosphat Puffer 10 mM

Der pH des Na-Phosphat Puffers wurde mit Na;HPO4 auf 5,8 eingestellt; steril filtriert

Tabelle 38: Trapping-Puffer

Bestandteil Konzentration
Sorbitol 0,6 M
Tris 0,1M

Der pH des Tris-Puffers wurde mit HCI auf 7,0 eingestellt; autoklaviert

Tabelle 39: STC-Puffer

Bestandteil Konzentration
Sorbitol 1,2M

CaClz 10 mM

Tris 10 mM

Der pH des Tris-Puffers wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt; autoklaviert

Tabelle 40: PEG-LGsung

Bestandteil Konzentration
PEG 4000 60 % (w/v)
CaClz 50 mM

Tris 50 mM

Der pH des Tris-Puffers wurde mit HCI auf 7,5 eingestellt; autoklaviert

3.5.8 Transformation von Aspergillus ruber

Die Transformation von A. ruber QEN-0407-G2 erfolgte wie fiir A. nidulans beschrieben, jedoch un-
terschieden sich die folgenden Parameter:

Die Keimung der Konidiosporen erfolgte in PDB mit 1,7 % (w/v) NaCl bei 25°C schiittelnd mit 230 rpm
fiir ca. 11,5 h. Zum Verdau der Zellwand wurden 100 mg Yatalase und 50 mg lysing enzymes von T.
harzianum im osmotischen Medium gel6st. Fiir den Verdau wurde die Suspension bei 25°C schiittelnd
mit 100 rpm fir 3,5 —4 h inkubiert. Als Selektivmedium nach der Transformation diente PDA (Tabelle
21) mit 218,6 g L'* Sorbitol und 200 pug ml* Hygromycin B im Bottom-Medium, das Top-Medium ent-
hielt nur 100 pg ml"* Hygromycin B. Die Platten wurden bei 25°C fiir bis zu 8 Tage inkubiert.
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3.5.9 Reinigung und Konzentration von DNA mittels Ethanol-Prazipitation

Der DNA-L6sung wurde ein Zehntel ihres Volumens Natriumacetat (3 M; pH 5,2) und 2,5 Volumen
kaltes Ethanol zugesetzt. Dieser Ansatz wurde gemischt und fiir mindestens eine Stunde bei -20°C
inkubiert. Die prazipitierte DNA wurde bei 13000 rpm fiir 20 min abzentrifugiert und mit 500 pl 70%
(v/v) Ethanol gewaschen. Es wurde wieder mit 13000 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
wurde verworfen und die DNA bei 55°C getrocknet. Die DNA wurde in ddH;,0 gel6st.

3.5.10 Konzentrationsbestimmung von DNA in Losung und Sequenzierung von DNA

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA in Losung wurde das NanoDrop ND-1000 Spektrophotome-
ter nach Herstellerangaben verwendet. Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten oder Plasmiden
wurden von den Firmen Microsynth Seqlab GmbH (Gottingen) oder Eurofins Genomics (Ebersberg)
durchgefihrt.

3.5.11 Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

Zur Herstellung des Gels wurde 1 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer (Tabelle 41) durch Aufkochen in
der Mikrowelle gelést. Nach Abkihlen auf <50°C wurden der Agaroselésung 1x Invitrogen™ SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) zugesetzt und das Gemisch in einen
Schlitten gegossen in dem mit Hilfe eines Teflonkammes Taschen gebildet wurden. Das ausgehartete
Gel wurde in eine Gelkammer gegeben, die mit 1x TAE-Puffer gefiillt war und der Probenkamm wurde
entfernt. Bis zu 12 pl der DNA-Proben, die zuvor mit 1x TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) vermischt wurden, wurden in die Taschen aufgetragen. Als Marker
diente, sofern nicht anders erwahnt, der GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Fiir 25 min wurde eine Spannung von 130 V angelegt. Mit Hilfe von UV-Licht der
Wellenldange 312 nm konnte die DNA in einer Geldokumentationsanlage detektiert werden.

Tabelle 41: 50x TAE-Puffer

Bestandteil Menge
Tris 2M
Essigsaure 96 % 400 mM
EDTA 50 mM

Der pH wurde mit Essigsaure auf 8,0 eingestellt.

3.5.12 Plasmidisolierung aus E. coli

Fiir die Isolierung von Plasmiden aus E. coli mittels alkalischer Lyse wurden 5 ml LB + selektierendem
Antibiotikum mit einer Einzelkolonie inokuliert. Die Kultur wurde bei 37°C mit 230 rpm schiittelnd
Uber Nacht inkubiert. Von der Kultur wurden 2 ml in ein Reaktionsgefald tiberflihrt und fiir 1 min bei
17000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde restlos verworfen und das Bakterienpellet wurde in
250 pl Lésung | (Tabelle 42) resuspendiert. Es wurden 250 pl Losung Il (Tabelle 43) zugegeben und
durch mehrmaliges Invertieren vorsichtig vermischt. Nach Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur
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(~23°C) wurden dem Ansatz 250 ul Kaliumacetat (3 M; pH 4,8) beigefligt und durch Vortexen ge-
mischt. AnschlieBend wurden die lysierten Zellen fiir 10 min bei 17000 x g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein neues GefaR tberfiihrt und, wie zuvor, erneut fiir 5 min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde wieder in ein neues Reaktionsgefald Gberflihrt und mit 700 ul kaltem Isopropanol ver-
mischt. Dieser Ansatz wurde fiir 30 min bei 17000 x g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und das DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen bevor es im Heizblock bei
55°C getrocknet wurde. Die getrocknete Plasmid-DNA wurde in 50 pl ddH;0 geldst.

Tabelle 42: Losung | - Plasmidisolierung

Bestandteil Menge
Tris 50 mM
EDTA 10 mM
RNase | 10 pg ml?

Der pH des Tris-Puffers wurde auf 8,0 eingestellt. Die RNase | wurde erst kurz vor dem Gebrauch
zugegeben.

Tabelle 43: Losung Il - Plasmidisolierung

Bestandteil Menge
NaOH 0,2M
SDS 1% (w/v)

3.5.13 Plasmidisolierung aus Saccharomyces cerevisiae

Flr die Isolierung eines Plasmids aus S. cerevisiae mittels alkalischer Lyse wurden 8 ml SC-X (Tabelle
28) mit einer Einzelkolonie inokuliert. Die Kultur wurde bei 30°C mit 230 rpm schiittelnd fir bis zu 24
h inkubiert. Die komplette Kultur wurde fiir 1 min bei 17000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
restlos verworfen und die Hefezellen in 500 pl Losung | (Tabelle 42) resuspendiert. Dieser Suspension
wurden 5 pl 1 M DTT und 20 pl Zymolyase 100T (12,5 mg ml; Zymo Research Europe, Freiburg)
zugegeben. Die Suspension wurde auf einem Thermomixer fiir 3,5 h bei 37°C und 900 rpm inkubiert.
Nach Uberfiihrung in ein Schraubdeckelréhrchen und Zugabe einer Spatelspitze 0,25 — 0,5 mm und
vier 2,85 — 3,45 mm Glasperlen (Roth, Karlsruhe) wurden die Zellen mit einem Minilys Homogenisator
fir 200 sec bei maximaler Leistung zerstort. Von den aufgeschlossenen Zellen wurden 300 pl in ein
neues 2 ml Reaktionsgefal} Giberflihrt. Nach Zugabe von 300 ul Losung Il (Tabelle 43) wurde der Mix
flr 5 min bei Raumtemperatur (~23°C) inkubiert. 300 pl Kaliumacetat (3 M; pH 4,8) wurden hinzuge-
geben und die Suspension wurde griindlich gemischt. Die lysierten Zellen wurden fir 10 min bei
17000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefiR iiberfiihrt und erneut fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder in ein neues ReaktionsgefiR tiberfiihrt und mit 700 pl
kaltem Isopropanol vermischt. Dieser Ansatz wurde fiir 30 min bei 17000 x g und 4°C zentrifugiert,
der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen, be-
vor es im Heizblock bei 55°C getrocknet wurde. Die getrocknete Plasmid-DNA wurde in 10 pl ddH.0
gelost. 8 ul davon dienten direkt der Transformation von chemisch-kompetenten E. coli.
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3.5.14 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von Plasmid-DNA zu analytischen Zwecken erfolgte im 15 ul MaRstab, wahrend ein pra-
parativer Verdau in Ansdtzen von 50 pl mit erhéhter Inkubationszeit (je nach DNA-Menge bis zu 16
h) durchgefiihrt wurde. Restriktionsenzyme verschiedener Firmen (Enzyme) wurden mit den mitge-
lieferten Puffern nach Herstellerangaben verwendet. Analytische Restriktionsansatze wurden mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert, fiir die nachfolgende Verwendung von praparativen Restrikti-
onsverdaus wurde die DNA entweder dephosphoryliert oder direkt via Ethanol-Prazipitation gerei-
nigt.

3.5.15 Dephosphorylierung linearer DNA-Fragmente

Zur Minimierung religierter DNA nach einem Restriktionsverdau wurden dem Restriktionsverdau 2 pl
Shrimp Alkalische Phosphatase (rSAP; New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) zugegeben und fir 1
h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA mittels Ethanol-Prazipitation gereinigt.

3.5.16 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte durch Polymerase-Kettenreaktion nach 419, Als Mat-
rizen-DNA diente genomische DNA, cDNA oder diverse Plasmide. Der Standardansatz basierte groR-
tenteils auf dem Protokoll fur die Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Analytische Reaktionen wurden in einem 25 pl Ansatz durchgefiihrt wahrend
praparative Ansatze in einem 50 pl Mal3stab erfolgten.

Je nach Schwierigkeit der PCR wurde die Menge an Template DNA oder DMSO angepasst. Sehr oft
erbrachte die Reaktion mit der errechneten Annealing-Temperatur der Primer kein positives Ergeb-
nis, deswegen musste die optimale Annealing-Temperatur von Primerpaaren Uber eine Gradienten-
PCR (gleiche Reaktionsansatze durchlaufen Zyklus mit unterschiedlicher Annealing-Temperatur) be-
stimmt werden. Fir die erste PCR mit einem Primerpaar wurde die Annealing-Temperatur so ge-
wahlt, dass sie 1°C unter dem Primer mit der niedrigsten errechneten Temperatur lag oder mit ihr
identisch war.

Tabelle 44: Standard-PCR Ansatz (50 pl) mit der Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase

Bestandteil Menge

gDNA/cDNA 250 ng
Template DNA

Plasmid-DNA 75 ng
Reaktionspuffer einfach konzentriert
Primer 1 0,5 uM
Primer 2 0,5 uM
dNTP Mix 200 uM
DMSO 3% (V)
PhusionTM High-Fidelity DNA-Polymerase 2U
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Tabelle 45: Thermoprofil fiir eine PCR mit der Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase

Schritt Temperatur Dauer Zyklus

1 Initiale Denaturierung 98°C 30 sec -

2 Denaturierung 98°C 15 sec Anfang

3 Annealing 55°C-72°C 30 sec

4 Elongation 72°C 30 sec kbp? Zuriick zu Schritt 2; 34x
5 Finale Elongation 72°C 300 -

6 Storage 4°C oo i

3.5.17 Klonierung von Plasmiden via Homologer Rekombination (HR)

Die Klonierung von Plasmiden erfolgte Gber homologe Rekombination (HR) in E. coli oder S. cerevisiae
nach 18 und *°. Zur Klonierung von einem Fragment in einen Vektor wurde die HR in E. coli durchge-
flhrt, fir zwei oder mehr Fragmente wurde S. cerevisiae benutzt.

Die DNA-Fragmente wurden via PCR mit einem >25 bp Uberhang zum benachbarten Fragment bzw.
linearisierten Vektor versehen. Nach Transformation von E. coli oder S. cerevisiae mit diesen Frag-
menten (250 — 600 ng) und dem linearisierten Vektor (100 — 300 ng) erfolgte in den Organismen die
Verknlipfung der Fragmente mit dem Vektor ber homologe Rekombination. Durch Verwendung von
Medien mit relevanten Antibiotika oder ohne die jeweiligen Auxotrophiemarker wurde auf die An-
wesenheit des vollstandigen Plasmids selektiert. Nach HR in S. cerevisiae wurden keine Einzelklone
auf die Richtigkeit ihres Plasmids Uberprift, vielmehr wurden alle Kolonien mit 4 ml SC-X von der
Platte gespllt und daraus eine 8 ml SC-X Kultur fir die Plasmidisolierung inokuliert. Die aus Hefe
isolierten Plasmide wurden direkt fir die Transformation von E. coli benutzt. Einzelkolonien dieser
transformierten E. coli wurden daraufhin auf positive Plasmide untersucht.

3.6 Proteinanalytische und -biochemische Methoden

3.6.1 E. coli-Zellaufschluss liber Ultraschall

E. coli Zellen wurden in 2,5x Volumen Lysepuffer (Tabelle 46) resuspendiert. Zur Unterstiitzung des
Zellaufschlusses wurden der Suspension 0,05 mg ml? Lysozym (Roth, Karlsruhe) und DNase | (Roth,
Karlsruhe) hinzugegeben, durch Invertieren gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Zelllyse
erfolgte via Ultraschall Gber einem Sonifier mit 60 % Pulsdauer, einer 50 % Amplitude fir jeweils eine
Minute Puls und einer Minute Abklhlzeit. Dieser Zyklus wurde mindestens zehn Mal wiederholt. Der
Zellrohextrakt wurde anschlieBend bei 17000 x g fiir 45 min zentrifugiert. Der l6sliche, homogene
Zellextrakt wurde direkt fir die Reinigung von Proteinen weiterverwendet.
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Tabelle 46: Lysepuffer

Bestandteil Menge
NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM

Der pH wurde mit Na;HPO4 auf 8 eingestellt; autoklaviert

3.6.2 Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach %! durchgefihrt. Erst nach dem Aushérten des Trenngels wurde das Sam-
melgel gegossen (Tabelle 47). Die Proben wurden mit 5x SDS-Probenpuffer (Tabelle 48) versetzt. Die
Gelkammer wurde bis zum erforderlichen Limit mit 1x SDS-Laufpuffer (Tabelle 49) befillt. Zum Ein-
laufen der Proben in das Sammelgel wurde eine konstante Spannung von 80 V eingestellt und fir das
Trenngel auf 150 V erhoht. Die Elektrophorese erfolgte so lange, bis die Lauffront das untere Ende
des Gels erreichte. Zum Anfarben der Proteinbanden wurde das Gel in Farbel6sung (Tabelle 50) fir
mindestens 1 h schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele mehrfach in Entfarbel6sung (Ta-
belle 51) inkubiert, bis die Hintergrundfarbung verschwand. Die Gele wurden zur Analyse und Doku-
mentation eingescannt.

Tabelle 47: Zusammensetzung eines SDS-Polyacrylamidgels (12%)

Bestandteil Menge im Trenngel Menge im Sammelgel
Tris/HCI 1,5 M (pH 8,8) 1,25 ml -

Tris/HCI 0,5 M (pH 6,8) - 0,625 ml
Bis-Acrylamid 30% (v/v) 2mi 0,325 ml

SDS 10% (w/v) 50 ul 25 ul

TEMED 5ul 5ul

APS 10% (w/v) 50 ul 25 ul

Wasser 1,7 ml 1,5 ml

Tabelle 48: SDS-Probenpuffer (5x)

Bestandteil Menge
Tris/HCI (pH 6,8) 250 mM
DTT 500 mM
SDS 10 % (w/v)
Bromphenolblau 0,5 % (w/v)
Glycerin 50 % (w/v)
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Tabelle 49: SDS-Laufpuffer (10x)

Bestandteil Menge
Tris 250 mM
Glycin 192 mM
SDS 1% (w/v)
Tabelle 50: Coomassie-Farbel6sung
Bestandteil Menge
Methanol 45 % (v/v)
Essigsdure 10 % (v/v)
Coomassie Brilliant Blau G 250 0,25 % (w/v)
Tabelle 51: Entfarbel6sung
Bestanteil Menge
Ethanol 45 % (v/v)
Essigsaure 10 % (v/v)

3.6.3 Ultrafiltration zur Aufkonzentrierung von léslichen Proteinen

Die Proteinlésung wurde in einen Zentrifugenfilter (Ausschlussgrenze 30 kDa) von Merck Millipore
(Darmstadt) gegeben und bei 4°C und 5000 x g zentrifugiert, bis das gewiinschte Volumen erreicht
war.

3.6.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Zur Konzentrationsbestimmung von l6slichen Proteinen wurde das NanoDrop ND-1000 Spectropho-
tometer nach Herstellerangaben verwendet. Als Parameter fiir die Berechnung der Proteinkonzent-
ration wurden die GroRRe und der spezifische Extinktionskoeffizient des jeweiligen Proteins mit der
gemessenen Absorption von der Software des Photometers verrechnet.

3.6.5 Isolierung von rekombinanten Proteinen iliber Ni-NTA-Agarose

Der I6sliche Zellextrakt wurde mit 50 — 100 pl Ni-NTA-Agarose versetzt und fiir 1 h bei 4°C und 150
rpm geriihrt. Die Suspension wurde Uber eine leere Plastiksdule mit Fritte von der Ni-NTA-Agarose
separiert. Das Saulenmaterial mit gebundenem Protein wurde drei Mal mit mindestens 3 ml Wasch-
puffer (Tabelle 52) gespilt. Zur Elution wurden 500 ul Elutionspuffer (Tabelle 53) auf das Material
gegeben und fiir 2 min bei geschlossener Saule inkubiert, bevor das eluierte Protein aufgefangen
wurde. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Zum Umpuffern auf Proteinlagerpuffer (Tabelle 54)
wurden PD10 Sephadex G-25 Sadulen (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) nach Herstellerangaben be-
nutzt. Bei allen Schritten wurden Proben fir die Analyse mittels SDS-PAGE entnommen.
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Tabelle 52: Waschpuffer

Bestandteil Menge
NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20mM

Der pH wurde mit Na;HPO4 auf 8 eingestellt; autoklaviert

Tabelle 53: Elutionspuffer

Bestandteil Menge
NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM

Der pH wurde mit Na;HPO4 auf 8 eingestellt; autoklaviert

Tabelle 54: Proteinlagerpuffer

Bestandteil Menge
Tris 50 mM
Glycerin 15 % (v/v)

Der pH wurde mit HCl auf 7,5 eingestellt; autoklaviert

3.6.6 Praparative GroRenausschlusschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie wurde bei 4°C mit einer HiLoad® 16/600 Superdex® 200 pg
(GE Healthcare, Chicago, IL, USA) an einem AKTAprime™ plus FPLC-System (GE Healthcare) durchge-
fahrt. Die Puffer wurden vor Verwendung filtriert (0,2 um; Merck Millipore) und gekihlt. Die Saule
wurde mit 2 Sdulenvolumen des jeweiligen Puffers aquilibriert, bevor maximal 1 ml der Probe injiziert
wurde. Bei einer Flussrate von 0,5 ml min't und einem Maximaldruck von 0,4 MPa wurden Fraktionen
a 0,5 ml aufgefangen. Nach dem Lauf wurde die Saule mit 2 Sdulenvolumen ddH;0 gewaschen und
auf 20 % (v/v) Ethanol gelagert.

3.6.7 In Vitro-Enzymassays

Falls nicht anders angegeben betrug das Volumen der Assays 50 ul. Die Reaktionen wurden in 50 mM
Tris/HCI (pH 7,5) durchgeflihrt. Zusatze wie Salze oder Kofaktoren wurden im gleichen Puffer gelost,
die Substrate dagegen wurden aufgrund ihrer schlechten Loslichkeit in wassrigen Losungen in DMSO
gelost. Alle Bestandteile mit Ausnahme der DMSO-gelGsten Substrate wurden bis zum Ansatz der
Reaktion auf Eis inkubiert. Zum Start der Reaktion wurde das Substrat als letzter Bestandteil zugege-
ben, die Losung leicht gemischt und sofort in einen Heizblock mit der erforderlichen Inkubationstem-
peratur gestellt. Die Termination der Reaktion nach erfolgte durch Zugabe von 50 pul Methanol. Nach
Zentrifugation fiir 10 min bei 17000 x g wurde die Losung direkt per HPLC oder LC-MS analysiert.
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3.7 Futterungsexperimente

3.7.1 Fiitterungsexperimente mit Saccharomyces cerevisiae

5 ml SC-Ura wurden mit einer Einzelkolonie eines S. cerevisiae Expressionsstammes inokuliert und
bei 30°C schiittelnd mit 200 rpm Uber Nacht inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden 3 ml benutzt,
um 500 ml SC-Ura + 2 % (w/v) Galaktose anzuimpfen. Diese wurden bei 30°C schiittelnd mit 200 rpm
fiir 36 h inkubiert, bevor die Zellen durch Zentrifugation mit 1200 x g flir 5 min pelletiert wurden. Die
Hefe wurde in 100 ml YPD resuspendiert und es wurden 0,04 mM in DMSO-gel6stem Substrat zuge-
geben. Dieser Ansatz wurde fiir maximal 2 Wochen unter regelmaBiger Probenentnahme bei 30°C
schittelnd mit 200 rpm inkubiert. Die Proben wurden durch Zugabe von dreimal einem Volumen
Ethylacetat extrahiert. Nach dem Eintrocknen der Extrakte wurden diese in 50 ul Acetonitril riickge-
[6st und Giber HPLC oder LC-MS analysiert.

3.7.2 Fiitterungsexperimente mit Aspergillus nidulans

Vom PD Flissigmedium (Tabelle 21) wurden 5 ml mit den erforderlichen Supplementen in einem 25
ml Erlenmeyerkolben mit 4 x 10° Sporen des jeweiligen Expressionsstammes inokuliert. Das in DMSO-
geloste Substrat wurde mit einer Endkonzentration zwischen 20 — 200 uM zugegeben. Die Standkul-
turen wurden bei 25°C flir 4 — 7 Tage unter Lichtausschluss inkubiert. Neben dem Expressionsstamm
wurden auch Fltterungskulturen mit dem Leervektor-Kontrollstamm A. nidulans JNOO2 (Tabelle 14)
angesetzt und die Stabilitat des Substrats im Medium ohne Pilz Gberpriift. Nach der Inkubation wur-
den die Kulturen in ein 50 ml Reaktionsrohrchen Gberfiihrt, mit 30 ml Ethylacetat versetzt und mit
einem ULTRA-TURRAX® fiir 30 sec bei 10000 rpm homogenisiert. Zur besseren Phasentrennung
wurde diese Mixtur fiir 5 min bei 5000 x g zentrifugiert. Die organische Phase wurde Uber Zellulose-
filter filtriert und getrocknet. Der Extrakt wurde in 200 ul Acetonitril riickgelost und iber HPLC oder
LC-MS analysiert.

3.8 Extraktion und Isolierung von Sekundarmetaboliten

3.8.1 Extraktion von Sekundarmetaboliten aus Reiskulturen

Die in dieser Arbeit erschaffenen A. nidulans Expressionsstimme wurden hauptsachlich auf Reisme-
dium inkubiert, da auf diesem die effizienteste Produktion der erwarteten Sekundarmetabolite beo-
bachtet werden konnte. Die gezogenen Proben oder die kompletten Kulturen wurden mit dem drei-
fachen Volumen Ethylacetat tiberschichtet, mit einem Loffel leicht angelost und geriihrt, bevor sie
flir 20 min in einem Ultraschallbad inkubiert wurden. Die Flissigkeit wurde durch einen mit Glaswolle
ausgestopften Trichter gefiltert und in einen Scheidetrichter Uberflhrt. Der Extraktionsprozess
wurde noch zwei weitere male wiederholt. Bei groRen Volumina wurde zur besseren Phasentrennung
ca. 50 ml gesattigte NaCl-Losung in den Scheidetrichter gegeben und nach dem Mischen und Ablas-
sen der wassrigen Phase wurde die organische Phase durch einen Zellulosefilter, gefiillt mit 3 Loffeln
Na;S0s, vom restlichen Wasser befreit. Bei niedrigen Volumina wurde der Extrakt direkt durch einen
Zellulosefilter mit Na;SO4 gefiltert. Das Losungsmittel wurde an einem Rotationsverdampfer bis zur
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Trockenheit evaporiert und der Extrakt wurde in Methanol oder Acetonitril (1 ml mg™ Extrakt) gel6st.
Nach Zentrifugation flir 10 min bei 17000 x g wurden die Proben mittels HPLC oder LC-MS analysiert.

3.8.2 Extraktion von Sekundidrmetaboliten aus Fliissigkulturen

Die Flussigkultur wurde mit 1 Volumen Ethylacetat versetzt und mit einem ULTRA-TURRAX® fiir 30
sec bei 10000 rpm homogenisiert, damit auch innere Bereiche des Mycels mit dem Losungsmittel in
Kontakt kommen. Zur besseren Phasentrennung wurde das Gemisch bei 5000 x g fiir 5 min zentrifu-
giert. Die organische Phase wurde durch einen Zellulosefilter mit 3 Loffeln Na,SOs filtriert. Der Ex-
traktionsprozess wurde noch weitere zweimal wiederholt. Der wasserfreie Extrakt wurde bis zur Tro-
ckenheit an einem Rotationsverdampfer eingeengt und in Methanol oder Acetonitril (1ml mg? Ex-
trakt) gelost. Nach Zentrifugation fir 10 min bei 17000 x g wurden die Proben mittels HPLC oder LC-
MS analysiert.

3.8.3 Isolierung von Sekundarmetaboliten aus Extrakten

Der getrocknete Extrakt wurde gewogen, in Aceton gel6st und auf die 1,5 — 2-fache Menge (w/w) 0,2
—0,5 mm Kieselgel 60 (Roth, Karlsruhe) aufgezogen. Das geladene Kieselgel wurde auf eine Saule mit
0,04 — 0,063 mm Kieselgel 60 (Roth, Karlsruhe) aufgebracht. Mit verschiedenen Losungsmittelgradi-
enten (Petrol:Ethylacetat; Ethylacetat:Methanol) wurde der Extrakt fraktioniert. Mittels semi-prapa-
rativer HPLC wurde die gewiinschte Substanz aus den Fraktionen isoliert.

3.9 Analytische Methoden

3.9.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) und Fliissigkeitschromatographie gekop-
pelte Massenspektrometrie (LC-MS)

Die Analyse von Extrakten und in vitro-Assays wurde an Systemen der 1200er Serie von Agilent (Santa
Clara, CA, USA) mit einer Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 (5 um, 150 x 4.6 mm) oder einer Multo-
spher 120 RP18 (5 um, 250 x 2 mm) (CS, Langerwehe) Saule durchgefiihrt. Wasser (A) und Acetonitril
(B), beide mit 0,1 % (v/v) Trifluoressigsdure, wurden als Losungsmittel mit einer Flussrate von 0,5 ml
min ! benutzt. Die Substanzen wurden mit einem linearen Gradienten von 5 —100 % (v/v) B in 40 min
eluiert gefolgt von dem Waschen der Siule mit 100 % (v/v) B fiir 5 min und Aquilibrierung mit 5 %
(v/v) B fuir 10 min. Die Isolierung von Substanzen via semi-praparativer HPLC erfolgte an den gleichen
Systemen mit Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 (5 um, 250 x 9,4 mm) oder Multospher 120 RP18 (5
um, 250 x 10 mm) (CS Langerwehe) Saulen.

LC-MS Analysen wurden an einem Agilent 1260 HPLC System mit einer Multospher 120 RP18-5u (5
um, 250 x 2 mm) (CS, Langerwehe) Saule in Verbindung mit einem microTOF-Q IIl Spektrometer
(Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer) (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) durchgefiihrt. Was-
ser (A) und Acetonitril (B), beide mit 0,1 % Ameisensaure, wurden als Losungsmittel mit einer Fluss-
rate von 0,25 ml min! benutzt. Die Gradienten bzw. Methode war identisch zur HPLC-Analyse. Zur
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Bestimmung der exakten Massen wurden die positive oder negative Elektrospray-lonisierung ver-
wendet. Die Kapillarspannung betrug 4,5 kV mit einer Kollisionsenergie von 8,0 eV. Zur internen Mas-
senkalibrierung wurde in jedem Lauf Natriumformiat benutzt. Die Massen wurden in einem Bereich
von m/z 100 — 1500 analysiert. Die Daten wurden mit der Compass DataAnalysis 4.2 Software (Bruker
Daltonics) evaluiert. Die Messungen wurden von Frau Rixa Kraut oder Frau Lena Ludwig-Radtke
durchgefiihrt.

3.9.2 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden an einem JEOL ECA-500 MHz Spektrometer (JEOL, Tokyo, Japan) von
Herrn Stefan Newel oder Frau Dr. Regina Ortmann aufgenommen. Die Substanzen wurden dazu in
deuteriertem Losungsmittel gelost. Alle Spektren wurden mit MestReNova 6.1.0 (Mestrelab, Santi-
ago de Compostela, Spanien) verarbeitet. Die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf die Sig-
nale der Losungsmittel.

3.10 Bioinformatische Methoden

3.10.1 Bioinformatische Analyse von Genomen zur Identifikation potenzieller BGCs

Verschiedene Ausgaben des Online-Tools AntiSMASH (https://fungismash.secondarymetaboli-
tes.org) wurden fir die automatische Durchsuchung von Pilzgenomen nach potenziellen biosynthe-
tischen Genclustern genutzt.14%412413 Zyr Uberpriifung auf die korrekte Annotation der in der NCBI
Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) hinterlegten Sequenzen erfolgte mittels verschiedener
Genannotations-Tools wie z.B. FGENESH*'* oder dem speziell fiir Biosynthesegene des Sekundarme-
tabolismus entwickelten 2ndFind (http://biosyn.nih.go.jp/2ndFind/). Die Vorhersage-Parameter ba-
sierten dabei auf nahen verwandten Organismen zum Ursprungsorganismus der Query-Sequenz.

3.10.2 Alignment von Sequenzen

Der Vergleich zwischen Sequenzen einzelner Proteine wurde entweder Uber ein globales Alignment
nach Needleman-Wunsch mittels EMBOSS Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/em-
boss_needle/) oder Uber das Basic Local Alignment Search Tool
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) des NCBI durchge-
flihrt. Zum Vergleich mehrerer Proteinsequenzen wurden Multiple Sequence Alignments Giber Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) durchgefihrt.

3.10.3 Curve-Fitting mit GraphPad Prism

Die Verarbeitung der Daten zu den Enzymkinetiken von FogH oder der substratkonzentration-abhan-
gigen Produktbildung durch EchPT2 erfolgte mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Der Curve-Fit anhand der der Daten erfolgte bei gegebener Michaelis-Menten-Kinetik Giber
die in der Software integrierte non-lineare Regression anhand der Formel:
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Vmax [S]

" K+ 5]

Flr die Substratinhibition mit der EchPT2 liel sich der beste Curve-Fit allerdings nicht durch die im
Programm hinterlegte Formel erzielen, stattdessen wurde die beste Anpassung lber die Hill-Kinetik
mit einem integrierten Term zur Berlcksichtigung der Substratinhibition erreicht. Die Formel dazu
wurde von Herrn Prof. Dr. Johann Heider (FB Biologie, Philipps-Universitat Marburg) entwickelt:

Vmax [S]N
[S] N+M
K"

v =

Ky + [S]V +

Dabei ist Kis die Dissoziationskonstante fiir das Binden zweier Substratmolekiile am Enzym und tragt
die gleiche Einheit wie die Substratkonzentration [S]. N ist der Hill-Koeffizient, wobei M den fiir die
Substrathemmung eingefiihrten Kooperationskoeffizienten darstellt.

90



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Flavoglaucin-Biosynthese in Aspergillus ruber QEN-0407-G2

4.1.1 Produktion von Flavoglaucin und seinen Analoga in Pilzen der Aspergillus glaucus-Gruppe

Wie schon in Kapitel 1.4.1 erwadhnt, konnten Flavoglaucin und seine Analoga insbesondere aus Asco-
myceten der A. glaucus-Gruppe isoliert werden. Vor der weiteren Arbeit mit diesen Organismen
sollte deren Fahigkeit zur Herstellung dieser Substanzen bestatigt werden. Dazu wurden die Stamme
A. ruber QEN-0407-G2, A. glaucus NRRL 116 und A. cristatus CGMCC 3.6083 fiir 28 Tage in PD Flis-
sigmedium mit NaCl bei 25°C als Oberflachenkultur und unter Lichtausschluss kultiviert. Der Extrakt
dieser Kulturen wurde mittels LC-MS analysiert (Abbildung 31).
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Abbildung 31: LC-MS Analyse von Extrakten aus A. ruber, A. glaucus und A. cristatus

In Extrakten aus A. ruber QEN-0407-G2 (A), A. glaucus NRRL116 (C) und A. cristatus CGMCC 3.6083 (C), gewachsen auf
PD Flussigmedium mit NaCl fiir 4 Wochen, konnten Flavoglaucin (1a) und seine Analoga (1b — 1f, 1h) detektiert werden.

91



Ergebnisse

In allen drei Stammen konnten die Massen von Flavoglaucin (1a) und seinen Analoga 1b — 1f und 1h
nachgewiesen werden. In A. ruber war 1a mit seiner komplett gesattigten Seitenkette das Hauptpro-
dukt, wahrend mit Ausnahme von 1h die Menge der Produkte mit zunehmender Anzahl an Doppel-
bindungen der Seitenkette abnahm (Abbildung 31A). Das komplett ungesattigte 1d wurde nur in ge-
ringer Menge detektiert. Verglichen mit A. ruber konnten die Substanzen in A. glaucus mit einem
ahnlichen Verhaltnis zueinander dokumentiert werden (Abbildung 31B). Die Ausnahme bildete
A. cristatus der von den drei Pilzen die hochste Menge der Salicylaldehyde produzierte (Abbildung
31C). In seinem Extrakt wurden 1a — 1d und 1h in nahezu vergleichbarer Quantitat entdeckt, ohne
dass bei den Mengen zwischen der Anzahl an Doppelbindungen in der Heptyl-Seitenkette diskrimi-
niert wurde. Im Gegensatz zu A. glaucus wurde hier weniger 1e und 1f detektiert.

4.1.2 Entdeckung und bioinformatische Analyse des potenziellen Genclusters fiir die Flavoglauci-
nbiosynthese

Mit Hilfe bioinformatischer Methoden wurde das Genom von Aspergillus ruber nach vielversprechen-
den neuen und unidentifizierten BGCs durchsucht (Genome Mining; siehe Kapitel 1.5.3). Das Online-
Tool antiSMASH dient zur genomweiten Identifikation, Annotation und Analyse dieser Gencluster im
Genom von Bakterien und Pilzen. Im Rahmen der Analyse des kompletten Genoms von A. ruber QEN-
0407-G2 mit antiSMASH 2.0 (durchgefiihrt von Herrn Dr. Florian Kindinger, 2016) konnte im Speziel-
len ein Cluster identifiziert werden, der fur potenziell relevante Enzyme der Flavoglaucinbiosynthese
kodiert: eine Polyketidsynthase, mehrere Oxidoreduktasen, ein Cytochrom P450 und eine Pre-
nyltransferase. Dieser Cluster ist auf dem scaffold00012 der whole genome shotgun sequence (Gen-
Bank-I1D: KK088422) der Genomdaten von A. ruber CBS135680 zu finden. Die Vorhersage der Grenzen
eines Genclusters bedarf nach der automatischen Analyse in den meisten Fallen manueller Kuration,
da von antiSMASH alle Gene, die eine mogliche Aufgabe im Sekundarstoffwechsel erfiillen konnten
und auf dem Genom nicht unweit eines Backbone-Gens kodiert sind, zu einem Cluster zusammenge-
fasst werden (Abbildung 32).

Gene cluster description

Gene Cluster 15. Type = tipks-terpene. Location: 202933 - 262500 nt. Click on genes for more information.
Show pHMM detection rules used

D) G DG D ahaEdhd ODd Deebdb ) B

Legend:
M biosynthetic genes transport-related genes [ regulatory genes [ other genes

Abbildung 32: Auszug aus dem Output der antiSMASH 2.0 Analyse des entdeckten Genclusters in A. ruber CBS 135680
Dieser Teil des Outputs der antiSMASH 2.0 Analyse des A. ruber CBS 135680 Genoms macht deutlich, dass neben biosyn-
thetisch relevanten Genen einem Cluster auch irrelevante Gene zugeordnet werden kdnnen und so die Grenzen des
Clusters nicht akkurat vorherzusagen sind.
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Tabelle 55: Putative Funktionen der Proteine kodiert durch den fog-Cluster und seine umgebenden Gene in A. ruber

Gen Linge (in bp) Protein Linge (in AA)  Putative Funktion

EURHEDRAFT_412144 1353 EYE95331 450 Aminosaure Transporter

EURHEDRAFT_537038 504 EYE95332 167 Membran-assoziierende Do-
madne enthaltendes Protein

EURHEDRAFT_455472 4098 EYE95333 1365 MAP-Kinase

EURHEDRAFT_455859 1437 EYE95334 478 Ammonium Transporter
MEP2

EURHEDRAFT_412148 1164 EYE95335 387 nuklearer mRNA splicing Fak-
tor-assoziiertes Protein

fogA (EURHED- 7836 FogA (EYE95336) 2403 hoch-reduzierende Polyketid-

RAFT_499888) synthase

fogB (5 Teilsequenz von 921 FogB 273 kurzkettige Dehydro-

EURHEDRAFT_377419) genase/Reduktase

fogC (3’ Teilsequenz von 612 FogC 203 Cupin Domédne-enthaltendes

EURHEDRAFT_377419) Protein

fogD (EURHED- 1314 FogD (EYE95338) 286 kurzkettige Dehydro-

RAFT_455854) genase/Reduktase

fogE (EURHED- 1617 FogE (EYE95339) 538 Cytochrom P450

RAFT_455792)

fogF (EURHED- 1494 FogF (EYE95340) 497 FAD-abhangige Oxidoreduk-

RAFT_412154) tase

fogG (EURHED- 1101 FogG (EYE95341) 348 kurzkettige Dehydro-

RAFT_515220) genase/Reduktase

fogH (EURHED- 1305 FogH (EYE95342) 434 Prenyltransferase

RAFT_530727)

fogl (EURHED- 1248 Fogl (EYE95343) 415 Transkriptionsfaktor

RAFT_402538)

EURHEDRAFT_412157 2115 EYE95344 447 Tubulin beta

EURHEDRAFT_499916 1332 EYES5345 420 hypothetisches Protein

EURHEDRAFT_402541 1194 EYE95346 239 hypothetisches Protein

EURHEDRAFT_55617 1446 EYES5347 294 Metallo-Hydrolase

EURHEDRAFT_530731 1806 EYE95348 496 Succinat-Semialdehyd Dehyd-
rogenase

EURHEDRAFT_402544 1224 EYE95349 355 GroES-like Protein

EURHEDRAFT_377432 1353 EYE95350 450 hypothetisches Protein

EURHEDRAFT_412165 882 EYE95351 117 hypothetisches Protein

EURHEDRAFT_377433 1665 EYE95352 505 Purin-Cytosin Transporter

Die Gene des fog-Clusters sind mit fogA — fogl benannt und von den umliegenden Genen durch die Trennlinien in der
Tabelle zu unterscheiden.
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Des Weiteren wurden die Gene nach der Sequenzierung des A. ruber Genoms automatisch annotiert,
was dazu fiihren kann, dass der Start oder das Ende eines Gens ebenfalls ungenau bestimmt sind.
Daher ist es unabdingbar, dass die Gene manuell untersucht und mittels verschiedener Genannota-
tions-Tools wie z.B. FGENESH oder das speziell fir Biosynthesegene des Sekundarmetabolismus ent-
wickelte 2ndFind (http://biosyn.nih.go.jp/2ndFind/) auf ihre korrekte Annotation liberprift werden.

Nach eingehender manueller Uberpriifung mit den genannten Tools enthilt der Cluster neun Gene.
Diese wurden mit den Kirzeln fogA — fogl gekennzeichnet. fogA (EURHEDRAFT_499888) kodiert fir
eine HR-PKS (EYE95336); fogB, fogD und fogG (EURHEDRAFT_377419 Teilsequenzen, _515220) ko-
dieren fur kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs; inkorrekt annotiertes EYE95337,
EYE95338, EYES5341); fogC (EURHEDRAFT_377419 Teilsequenz) fiur ein Cupin-Domane enthaltendes
Protein (inkorrekt annotiertes EYE95337); fogE (EURHEDRAFT_455792) fiir ein Cytochrom P450
(EYE95339); fogF (EURHEDRAFT_412154) fiir eine FAD-abhangige Oxidoreduktase (EYE95340); fogH
(EURHEDRAFT_530727) fur eine DMATS-PT (EYE95342) und fog/ (EURHEDRAFT_402538) fiir einen
Transkriptionsfaktor (EYE95343) (Tabelle 55). Durch Analyse mit FGENESH und 2ndFind stellte sich
heraus, dass das Gen EURHEDRAFT_377419 in der NCBI Datenbank inkorrekt annotiert wurde. EU-
RHEDRAFT_377419 enthadlt kodierende Sequenzen fiir zwei verschiedene Gene. Der 5°-Teil kodiert
fur die kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase FogB und der 3‘-Teil fiir das Cupin-Protein FogC. Die
um den fog-Cluster liegenden Gene Gibernehmen voraussichtlich keine Funktion mit Relevanz fiir den
Sekundarmetabolismus.

Eine BLAST-Suche ergab, dass in den eng verwandten Organismen A. glaucus und A. cristatus, die wie
A. ruber zur Aspergillus glaucus-Gruppe gehoéren, Homologe zum fog-Cluster zu finden sind (Abbil-
dung 33A). Die Sequenzidentitaten von A. ruber und A. cristatus liegen auf Proteinebene zwischen
86,8 und 93,1 %. Zwischen A. ruber und A. glaucus sind die Identitdten sogar noch héher und liegen
bei 88,6 bis 95,6 %. Die Architektur des Clusters ist in den drei Organismen nahezu identisch. Basie-
rend auf einer Analyse mit der NCBI Conserved Domain Database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) scheint das Protein, kodiert durch das zuséatzliche Gen AS-
PGLDRAFT_74985, in A. glaucus eine DDE_1 Domane zu enthalten. DDE Endonukleasen sind Trans-
posasen, die mobile genetische Elemente im Genom umherschieben kdnnen. Diese Doméne weist
eine geringe Ahnlichkeit (unspecific hit) zur rve-Uberfamilie der Integrase-Kerndoméanen auf. Integra-
sen vermitteln typischerweise die Integration einer DNA-Kopie eines retroviralen Genoms in ein Wirt-
schromosom, was darauf hindeutet, dass ASPGLDRAFT_74985 ein Uberbleibsel einer viralen Integra-
tion in das A. glaucus Genom sein kdnnte. In beiden Fallen Gibernimmt das Protein keine biosynthe-
tische Funktion und ist damit hochstwahrscheinlich kein signifikanter Teil des Clusters.

Andere Mitglieder der A. glaucus-Gruppe wie z.B. A. chevalieri, A. amstelodami, A. repens oder A.
fumigatoides produzieren ebenfalls Substanzen der Flavoglaucin-Familie,® doch aufgrund mangeln-
der Genomdaten wurde der verantwortliche Cluster in diesen Pilzen zuvor noch nicht identifiziert. Es
kann jedoch angenommen werden, dass in diesen Organismen ein Cluster mit hoher Homologie zum
fog-Cluster in A. ruber zu finden ist. Nach Publikation der Ergebnisse zur Biosynthese von Flavoglaucin
wurden erst kirzlich umfassende Genomdaten von A. chevalieri M1 zur Verfigung gestellt
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(30.01.2021; GenBank Assembly Accession: GCA_016861735.1). Wie erwartet konnte auf dessen
Chromosom 3 ein Homolog zum fog-Cluster identifiziert werden. Die Identitaten zwischen den Ami-
nosduresequenzen der kodierten Proteine liegen zwischen 85,7 — 92,6 %. (Abbildung 33B).

A S165_02847 _02848/49 02850 _02851 02852 _02853  _02854 02855

A. cristatus : . : : . : : : :
GZAAS20.1005 92.:0% 91.6":A: 93.:1% 93.:0% 36.?% 91.:8% 92:.0% 90.?% 87:.5%

EURHEDRAFT 499888 377419 455854 455792 515220 530727 _402538

A. ruber

CBs 135680 94‘:6% 94.1% 95.6% 92:7'% 95'.3% 91'.5% 9'2,_2% si.g% sia_:s%

ASPGLDRAFT_74985 _67214 | _48191 _173165 _48193 26518 _173175 _425605 _427500

A. glaucus CBS 516.65

B ACHE_30185A _30186S _30187S _301885S _30189S  _30190A _30191S _30192S _30193A

A chevaller M1 o179 90.5% 92.6% 91.3% 85.7%  92.0% 922% 90.8% 88.0%

EURHEDRAFT 499888 377419 | 455854 455792 515220 530727 _402538

A. ruber B HR-PKS [ CYP @ PT M Cupin
CBS 135680 g spr [ FAD-abhingige OR H TF M Integrase I 5 Kbp !

Abbildung 33: Vergleich des fog-Clusters aus A. ruber mit seinen Homologen in A. cristatus, A. glaucus und A. chevalieri
Vergleich des fog-Clusters aus A. ruber mit den Homologen aus A. cristatus und A. glaucus (A). Vergleich des fog-Clusters
aus A. ruber mit seinem Homolog aus A. chevalieri (B). Die Accession-number ist iber den jeweiligen Genen notiert. Die
Wiedergabe der Identitat in Prozent bezieht sich auf die Aminosdauresequenzen der kodierten Proteine. Der Vergleich
zwischen den Proteinen der verschiedenen Organismen wurde (iber ein globales Alignment nach Needleman-Wunsch
mittels EMBOSS Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) durchgefiihrt.
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4.1.3 Deletion einzelner fog-Gene in Aspergillus ruber QEN-0407-G2 mit der Split-Marker Me-
thode

Aus Grinden, die in Kapitel 5.1.1 naher erlautert werden, wurde entschieden, die Funktion der fog-
Gene im Kontext der Flavoglaucinbiosynthese durch deren Deletion in A. ruber QEN-0407-G2 nach-
zuweisen. Traditionell wird dabei ein Markergen (z.B. ein Antibiotikaresistenzgen) auf einem Plasmid
zwischen die flankierenden Bereiche des zu deletierenden Gens kloniert. Der Vektor wird nach dem
Linearisieren mittels PCR oder Restriktionsenzym in die Zelle eingebracht und durch Rekombination
zwischen den homologen Bereichen im Genom und dem Plasmid wird das Kandidatengen gegen das
Markergen ausgetauscht, sodass in haploiden Zellen keine Kopie des Kandidatengens mehr vorhan-
den ist.*!> Die gezielte Deletion von Genen kann auch abhingig von der Lange der homologen DNA-
Fragmente oder vom Integrationslokus ineffizient verlaufen.*¢47 Wichtiger fir die effiziente gene-
tische Modifikation mit dieser Methode jedoch ist die Rate zwischen der homologen Rekombination
und der nicht-homologen Endverkniipfung (NHEJ, non-homologous end joining) als miteinander kon-
kurrierende DNA-Reparaturmechanismen in Zellen verschiedener Organismen. Transformanden, die
aufgenommene DNA durch NHEJ im Genom integrieren, erscheinen beim Selektieren nach der An-
wesenheit des Markergens als falsch-positiv und erhéhen die Anzahl an Transformanden, die naher
genetisch untersucht werden missen. Wahrend in S. cerevisiae durch diese Methode aufgrund der
hohen homologen Rekombinationsfrequenz gezielte genetische Modifikationen mit hoher Effizienz
moglich sind, ist in anderen Organismen die nicht-homologe Integration von transformierender DNA
durch NHEJ viel hiufiger der Fall.?1841% |n Sjugerzellen beispielsweise ist nur einer von tausend Trans-
formanden das Resultat einer homologen Rekombination.#2°

Ahnlich dazu variiert die Rate der homologen Rekombination in Ascomyceten stark. Die Frequenz der
gezielten genetischen Modifikation kann durch Einsatz der Split-Marker Methode deutlich optimiert
werden. Dabei werden zwei unvollstandige aber tGberlappende Teile eines Markergens mit den Flan-
ken des zu deletierenden Gens fusioniert.#?* Dadurch ist die ungerichtete Integration eines vollstan-
digen Markergens in das Genom nahezu unmaoglich, nur durch homologe Rekombination zwischen
den Uberlappenden Bereichen des Markergens und der homologen Bereiche im Genom mit den Flan-
ken wird das Markergen intakt am Ziellokus integriert (Abbildung 34). Es wurde gezeigt, dass durch
Einsatz der Split-Marker Methode die Frequenz der gezielten genetischen Modifikation und homolo-
gen Rekombination z.B. in Alternaria alternata oder Cercospora nicotianae bis auf mindestens 50 %
gesteigert werden konnte.#22423
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Gendeletion via Split-Marker am Beispiel von fogA

4.1.3.1 Test der Sensitivitdt von Aspergillus ruber QEN-0407-G2 gegeniiber Hygromycin B

Nach der Transformation von Zellen mit Fremd-DNA muss gewahrleistet werden, dass der Organis-
mus diese nicht direkt abbaut, sondern durch Integration ins Genom oder Aufrechterhaltung als Plas-
mid einen Selektionsvorteil gegeniber nicht-transformierten Zellen erhalt. Dazu enthalt das fir die
Transformation vorgesehene DNA-Konstrukt neben den gewiinschten DNA-Sequenzen fiir gewohn-
lich ein Markergen, welches zumeist eine Resistenz gegen ein selektierendes Agens (z.B. Antibioti-
kum, Antimykotikum etc.) vermittelt. Damit dem Medium die angemessene Menge des Antibioti-
kums Hygromycin B zur Selektion zugegeben werden konnte, musste die Toleranz von A. ruber QEN-
0407-G2 gegen dieses bestimmt werden. Dazu wurden Platten PDA + 1,7 % (w/v) NaCl mit unter-
schiedlichen Konzentrationen dieses Aminoglycosids versetzt und das Wachstum des Pilzes auf die-
sen Nahrmedien beobachtet. Nach 5 Tagen Inkubation konnte beobachtet werden, dass sich auf Plat-
ten mit 50 pg ml™t und 100 pg ml* Hygromycin B Kolonien bildeten, wihrend auf Platten mit 200 pg
mlt Hygromycin B oder héher kein Wachstum des Pilzes zu sehen war (Abbildung 35). Als optimale
Konzentration zur Selektion auf transformierte Zellen wurde deswegen 200 pg ml* gewéhlt.

~ "— ‘:h.‘ f'w.g

50 ug ml" HygB 100 ug ml" HygB 200 pug ml" HygB 400 pg ml" HygB

Abbildung 35: Wachstum von A. ruber auf PDA + 1,7 % NaCl mit verschiedenen Hygromycin B Konzentrationen

97



Ergebnisse

4.1.3.2 Optimierung der Protoplastierungsbedingungen

Ascomyceten unterscheiden sich untereinander nicht nur in der Frequenz der homologen Rekombi-
nation, sondern auch in ihrem Verhalten bei der Transformation. Aufgrund der groSen Anzahl ver-
schiedener pilzlicher Spezies und des komplexen Aufbaus ihrer Zellwandstrukturen miissen auch hau-
fig gebrauchte Methoden wie die PEG-vermittelte Transformation von Protoplasten spezifisch fiir
jede Spezies optimiert werden. Die Anwendung des Protokolls wie es schon zuvor in der Arbeits-
gruppe Li fur A. nidulans verwendet wurde,*?* fiihrte im Falle von A. ruber QEN-0407-G2 nicht zum
Erfolg. Die Sporulierung des Pilzes fiel auf den gangigen Medien PDA und GMM zu gering aus, um
eine ausreichende Menge Konidiosporen fiir die Protoplastierung zu gewinnen. Zur Optimierung der
Sporulierungsbedingungen wurde A. ruber QEN-0407-G2 auf den folgenden Festmedien bei 25°C in-
kubiert: YM, ME20S, G22 und Czapek-Dox (Kapitel 3.3.2). Nach 19 Tagen wurden von jeweils zwei
Platten 800 pl Sporensuspension hergestellt. Durch Ausplattieren der 10 — 10 Verdiinnungen auf
GMM wurde der Titer an koloniebildenden Einheiten (KBE) bzw. lebensfahigen Sporen bestimmt (Ta-
belle 56).

Tabelle 56: KBE-Titer der A. ruber Sporensuspensionen gewonnen von verschiedenen Medien

Medium KBE (ml?)
Cz-Dox 3,2 x10%
G22 5,8 x 10°
GMM 1,2 x 10*
ME20S 2,8x10°
PDA 6,3 x 10*
YM 1x10*

Basierend auf dem KBE-Titer schien G22 die besten Sporulierungsbedingungen zu bieten. Wie die
Anwesenheit von vielen orange-roten Kleistothecien auf den Platten schon vermuten liel§, bestatigte
die mikroskopische Untersuchung der Sporensuspensionen jedoch, dass hauptsachlich Ascosporen
durch die sexuelle Vermehrung gebildet wurden. Zur genetischen Modifikation werden vorzugsweise
Konidiosporen benutzt, da sie exakte genetische Klone ihrer Vorlauferzellen sind und die genotypi-
sche Integritat des Stamms nicht durch meiotische Teilungen beeintrachtigt wird. Fir A. nidulans
wurde gezeigt, dass erhdhte Salzkonzentrationen oder Lichteinstrahlung die Konidiosporenbildung
fordert und die Bildung von Kleisothecien mit Ascosporen vermindert.*?> Auf Basis dieser Ergebnisse
und der Tatsache, dass verschiedene A. ruber Stamme aus salzreichen Gebieten isoliert wurden,
wurde A. ruber QEN-0407-G2 testweise in kleinen Petrischalen mit PDA + 1,7 % bzw. 3,4 % (w/v) NaCl
bei 25°C inkubiert. Nach drei Tagen Inkubation war bereits zu bemerken, dass der Pilz auf salzhalti-
gem Medium anfing, grau-griine Konidiosporen zu bilden (Abbildung 36). Nach 5 Tagen wurden von
jeweils zwei Platten Sporensuspensionen gewonnen und der Titer durch Auszdahlung mit einer Neu-
bauer-Zahlkammer bestimmt. Dadurch ist eine Vergleichbarkeit zu den vorangegangenen Tests zwar
nicht gegeben, aber die Tatsache, dass durch Zugabe von NaCl ins Medium eine ausreichende Menge
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Konidiosporen fiir die weitere Transformation gewonnen werden konnte, machte weitere Optimie-
rungen der Sporulierungsbedingungen obsolet.

PDA + PDA +
1,7 % NaCl 3,4 % NaCl

Abbildung 36: A. ruber QEN-0407-G2 auf PDA mit verschiedenen Salzkonzentrationen
Auf PDA ohne zusatzliches NaCl ist klar zu erkennen, dass kaum grau-griine Konidiosporen gebildet werden. Enthalt das
Medium 1,7 % (w/v) oder mehr NaCl werden Konidiophoren mit den Konidiosporen gebildet.

Tabelle 57: Sporentiter der A. ruber Sporensuspensionen, gewonnen von PDA mit verschiedenen Salzkonzentrationen

Medium Sporen (ml?)
PDA 6,3 x 10*
PDA + 1,7 % NacCl 1,2 x 107
PDA + 3,4 % NaCl 1,1 x 107

Ein weiterer Faktor fir die erfolgreiche Gewinnung von Protoplasten ist die optimale Keimdauer der
Sporen. Sporen als Uberdauerungsform besitzen eine wesentlich dickere und widerstandsfihigere
Wand als vitales Mycel, was dazu fiihrt, dass der addquate Verdau der Zellwand zur Freisetzung des
Protoplasten mit Sporen an sich schwer realisierbar ist. Stattdessen werden die Sporen so lange unter
idealen Umweltbedingungen inkubiert (d.h. mit ausreichend Nahrstoffen bei optimaler Temperatur),
bis sie anfangen einen Keimschlauch zu bilden. Dieser Keimschlauch sollte eine Liange von drei
Sporendurchmessern nicht tUberschreiten, damit noch keine Zellteilung stattfindet und somit noch
immer ein haploider Chromosomensatz in der Zelle vorliegt. Zur Bestimmung der Keimungsdauer
wurden ca. 3 x 107 Konidiosporen in 30 ml PDB + 1,7 % (w/v) NaCl bei 25°C mit 230 rpm schittelnd
inkubiert. Ab 5 h Inkubationsdauer wurde in stliindlichem Abstand eine Probe der Kultur mikrosko-
pisch auf den Status der Keimung untersucht. Nach 11,5 h erreichte der Keimschlauch die erforderli-
che Lange und es konnte mit dem Verdau der Zellwand begonnen werden.
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Zum Abbau der komplexen Zellwand wurden neben lysierenden Enzymen aus Trichoderma harzi-
anum (Glucanex®; Merck, Darmstadt) auch der Yatalase™ Enzymmix, gewonnen aus Corynebac-
terium sp. 0Z-21 (Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan), benutzt. Diese Enzymmixe enthalten -1,3-Gluca-
nasen, Cellulasen, Proteasen, Chitobiasen und Chitinasen. Der Verdau der Zellwand allein mit
Glucanex® wie in den zuvor erwdhnten Protokollen unserer Arbeitsgruppe war nicht moglich. Die
Menge der zugesetzten Enzymmixe und die Dauer des Zellwandverdaus sind wichtige Parameter bei
der Gewinnung von vitalen Protoplasten und miissen daher ebenfalls fiir jede Spezies experimentell
bestimmt werden. Dazu wurden die Konidiosporen jeweils dreier grofRer Platten zu Keimlingen her-
angezogen, in 10 ml osmotischem Medium mit unterschiedlichen Mengen der Enzymmixe versetzt
und bei 25°C, 30°C oder 37°C mit 100 rpm schiittelnd inkubiert. Trotz der idealen Wachstumstempe-
ratur von 25°C fir A. ruber QEN-0407-G2 wurden auch héhere Temperaturen zum Zellwandverdau
getestet, weil das Temperaturoptimum beider Enzymmixe nach Herstellerangaben 37°C betrug. In
regelmafigen Abstanden wurde der Status des Zellwandverdaus in Proben der Kulturen mikrosko-
pisch kontrolliert. Nach 4 h konnte in den Ansatzen auf 25°C und 30°C kein weiterer Verdau der Zell-
wand mehr festgestellt werden, wahrend der Ansatz auf 37°C kaum vollstandige Protoplasten auf-
wies (Abbildung 37). Zur Bestimmung des Titers lebensfahiger Protoplasten (koloniebildende Einhei-
ten) wurden die 10 bis 10 Verdiinnungen auf GMM ausplattiert und bei 25°C fur drei Tage inku-
biert, bis kleine Kolonien gezahlt werden konnten.

25°C, 25°C 30°C, 37°C, )
50 mg Glucanex®, 100 mg Glucanex”, 50 mg Glucanex®, 50 mg Glucanex’,

100 mg Yatalase™ 150 mg Yatalase™ 100 mg Yatalase™ 100 mg Yatalase™

) =S,

Abbildung 37: Status der Protoplastierung von A. ruber QEN-0407-G2 nach 4 h bei verschiedenen Bedingungen

Die gestindesten Protoplasten (dunkle runde Objekte mit einem hellen inneren Kreis) sind bei 25°C mit niedriger Enzym-
konzentration zu erkennen. In den anderen Ansatzen sind neben einigen Konidiosporen und Zelltriimmern auch Protop-
lasten zu erkennen mit Ausnahme des Ansatzes auf 37°C.

Der Ansatz, der bei 25°C mit 50 mg Glucanex® und 100 mg Yatalase™ inkubiert wurde, wies den
hochsten Titer an lebensfahigen Protoplasten auf und versprach damit am meisten Erfolg auf eine
ausreichende Anzahl Transformanden nach dem Einbringen von DNA via PEG-vermittelter Transfor-
mation (Tabelle 58).

Tabelle 58: KBE-Titer der A. ruber Protoplastierungsansatze

Bedingungen KBE (ml?)

25°C; 50 mg Glucanex®, 100 mg Yatalase™ ~8.62 —8.642 x108
25°C; 100 mg Glucanex®, 150 mg Yatalase™ ~7.679 x108

30°C; 50 mg Glucanex®, 100 mg Yatalase™ ~6.5—6.596 x108

37°C; 50 mg Glucanex®, 100 mg Yatalase™ n.d. (keine Protoplasten)
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Zusammenfassend wurde die Protoplastierung von A. ruber QEN-0407-G2 mit den in Abbildung 38
dargestellten Bedingungen hinreichend optimiert, um die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Transformation zu erhéhen.

@ © PDB + Cc@ 50 mg Glucanex®,
€ RP 1,7 % NaCl N 100 mg Yatalase™
D S 0 R
(’U 11,5 h; 25°C; A 4 h; 25°C;
230 rpm \ . 100 rpm
> 0

Konidiosporen _
(von PDA + 1’5% NaCl) Keimlinge Protoplasten

Abbildung 38: Optimierte Bedingungen der Protoplastierung von A. ruber QEN-0407-G2

4.1.3.3 Klonierung der Split-Marker Deletionskonstrukte

Nach Uberpriifung der Sensitivitit gegen Hygromycin B und Optimierung der Protoplastierung
konnte mit der Deletion einzelner Gene im fog-Cluster begonnen werden. Zunachst sollten die Gene
fogA und fogH deletiert werden. Durch Fehlen der HR-PKS FogA sollte es A. ruber nicht mehr moglich
sein, Flavoglaucin und all seine Analoga zu bilden. Dieser Unterschied im Sekundarmetabolitprofil
sollte im Vergleich zum Wildtyp am deutlichsten sichtbar sein. Die Funktion der Prenyltransferase
FogH im Kontext der Flavoglaucinbiosynthese konnte mit hoher Sicherheit als Prenylierung des Aro-
maten an C5 postuliert werden, sodass die konkrete Akkumulation von nicht-prenylierten Interme-
diaten in der fogH-Deletionsmutante erwartet wurde. Basierend auf den Split-Marker Basisvektoren
p5HY und p3YG wurden die Deletionskonstrukte flir beide Gene kloniert.

Von A. ruber QEN-0407-G2 gDNA wurde mit den Primern prJNO41 und prJN042 ein 1557 bp langes
Fragment (1500 bp 5 von fogH mit 28 bzw. 29 bp Uberhang zu p5HY linearisiert mit Bglll und Notl)
amplifiziert. Nach Transformation von E. coli DH5a mit dem gereinigten Fragment und dem lineari-
sierten p5HY entstand durch HR das Plasmid pJNOO6 (Abbildung 39A). Das isolierte Plasmid wurde
durch einen Restriktionsverdau mit BamHI und Xbal auf seine Korrektheit Gberpriift. Ein 1588 bp
langes Fragment (1528 bp 3 von fogH mit jeweils 30 bp Uberhang zu p3YG linearisiert mit Sall und
Slal) wurde mit den Primern prJN043 und prJN044 von A. ruber gDNA amplifiziert. Der linearisierte
Vektor p3YG und das gereinigte Fragment wurden durch HR in E. coli DH5a dazu genutzt den Vektor
pJNOO7 zu klonieren, der nach Isolierung durch einen Restriktionsverdau mit Hindlll und Xbal auf
seine Richtigkeit untersucht wurde (Abbildung 39B). Die Split-Marker Vektoren pJN0O06 und pJNOO7
dienten zur Deletion von fogH in A. ruber QEN-0407-G2.

Mit den Primern prJNO53 und prJNO54 wurde ein 1654 bp langes Fragment von A. ruber QEN-0407-
G2 gDNA amplifiziert. Dieses Fragment enthielt neben der 1599 bp langen Sequenz 5 von fogA auch
24 bzw. 31 bp lange homologe Sequenzen zu p5HY linearisiert mit den Restriktionsenzymen Bglll und
Notl. Durch homologe Rekombination des gereinigten Fragments mit dem linearisierten Vektor in
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E. coli DH5a wurde das Plasmid pJNOO8 kloniert und nach der Isolierung durch einen Restriktionsver-
dau mit Hindlll kontrolliert (Abbildung 39C). Die Primer prJN047 und prJN048 wurden zur Amplifika-
tion eines 1558 bp langen Fragments benutzt (1500 bp 3 von fogA mit 28 bzw. 30 bp homologem
Uberhang zu p3YG linearisiert mit Sall und Slal). Homologe Rekombination zwischen dem Fragment
und linearisiertem p3YG in E. coli DH5a flhrte zur Klonierung des Vektors pJNOO9 (Abbildung 39D).
Nach der Isolierung wurde pJNOO9 durch einen Restriktionsverdau mit Hindlll und Xbal kontrolliert.
pJNOO8 und pJNOQ9 dienten zur Deletion von fogA nach der Split-Marker Methode.

A (9226) Xbal B (8235) Xbal

Erwartete Fragmente:
pJN006 BamHI Xbal
3263, 6395 bp

M 1

Erwartete Fragmente:
pJNOOT Hindlll Xbal
1480, 3186, 4001 bp

M 2
bp

pINO06 (p5HY_530727up)

9658 bp

(s049) HINdIII = Xbal (3509
D (8z07) Xbal

Erwartete Fragmente: Erwartete Fragmente:

pJN008 Hindlll pJN009 Hindlll Xbal
2611, 7150 bp 3186, 5453 bp
M 3 ) . M 4
bp [S/ )‘SQ‘ bp
6000~- \ ! “.“ [ -3 o 60005 s
3000 —S858 ! | (| S 3000 6 ===
2000 —H .. . = PINO0S (p3YG_499888do) £ 3 2000~
S s W/ 8639 bp V'!'.J i | ——
= : gz | =
ot (3 f / ‘.‘ —_—
— D —
S L =
N $

(s021) HindIII

Xbal* (3823)

Abbildung 39: Plasmidkarten von pJN006 — pJN009 und Uberpriifung der Vektoren via Restriktionsverdau
Plasmidkarte und Restriktionskontrolle von pJN0O06 mit BamHI und Xbal (Erwartete Fragmente: 3263, 6395 bp) (A),
pJNOO7 mit Hindlll und Xbal (Erwartete Fragmente: 1480, 3186, 4001 bp) (B), pJNOO8 mit Hindlll (Erwartete Fragmente:
2611, 7150 bp) (C) und pJNOO9 mit Hindlll und Xbal (Erwartete Fragmente: 3186, 5453 bp) (D).

4.1.3.4 Transformation von Aspergillus ruber QEN-0407-G2 mit den Deletionskonstrukten
pJNO06 — pJNOO9

Es ist schon seit langem bekannt, dass die gezielte Integration an einem bestimmten Lokus via HR in
eukaryotischen Systemen inklusive Ascomyceten mit linearisierter DNA effizienter funktioniert, als
mit zirkuldrer DNA.#17426427 Daher war es notwendig, die Split-Marker Plasmide pJN0O06/007 bzw.
pJNO08/009 zur erfolgreichen Deletion von fogH und fogA zu linearisieren. Um eine Religation auf-
grund entstehender sticky ends nach Verdau mit nur einem der Restriktionsenzyme zu verhindern
wurden die Plasmide mit jeweils zwei Enzymen geschnitten. Die Vektoren pJNO06 und pJNOOS8, ba-
sierend auf p5SHY, wurden mit BamHI und Xbal geschnitten, wahrend pJNOO7 mit Hindlll und Spel
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linearisiert wurde. pJNOO9 hingegen wurde mit Hindlll und Bglll verdaut, da die 3‘-Flanke von fogA
eine Spel-Schnittstelle aufweist. Die Transformation von A. ruber QEN-0407-G2 mit den linearisierten
Plasmidpaaren pJN0O06/007 und pJN0O08/009 wurde, wie im Kapitel 3.5.8 beschrieben, mit den opti-
mierten Parametern aus Kapitel 4.1.3.2 durchgefiihrt. Bis zu einer Woche nach Inkubation der Platten
konnten keine Transformanden fir die Deletion von fogH und maximal zwei Transformanden fir die
Deletion von fogA entdeckt werden. Die Transformation von A. ruber mit diesen Plasmiden wurde
mehrfach wiederholt. Dabei wurde neben den Mengen an transformierender DNA (bis zu 3 ug) auch
die Menge an Hygromycin B bzw. der Zeitpunkt der Zugabe zum Selektionsmedium variiert. Durch
Ausplattieren der Transformationsansatze auf mit Sorbitol osmotisch-stabilisiertem PDA und Inkuba-
tion fiir 24 h ohne selektierendes Antibiotikum sollte potenziellen Transformanden eine schonendere
Regeneration ermdoglicht werden, bevor die Platten mit ca 5 ml des Hygromycin B-haltigen (200 pg
ml1) Top-Mediums Uberschichtet und weiter inkubiert wurden. Auch durch diese MaRnahmen war
es nicht moglich eine groflere Menge an Transformanden zu erzeugen. Fir die Deletion von fogH
konnten keine Transformanden gewonnen werden.

Die gDNA der potenziellen A. ruber AfogA Klone wurde isoliert und Giber PCR mit den Primern prJN064
und prJN082 wurde die Anwesenheit bzw. Abwesenheit von fogA im Vergleich zum Wildtyp tber-
prift. In Kontroll-PCRs aller der tber die gesamten Transformationsversuche erhaltenen (nur zwei!)
Transformanden wurde ein ca. 1100 bp Fragment amplifiziert (Abbildung 40, Kontroll-PCR nur eines
Klons gezeigt; erwartete FragmentgrofRe im Wildtyp: 1105 bp), sodass davon auszugehen war, dass
die Deletion von fogA nicht funktionierte.

- WT 1 M
bp
Erwartete Fragmente: 1500
= keins S 1000
WT: 1105 bp ] —
1: keins —

Abbildung 40: Kontroll-PCR zur Bestatigung der fogA-Deletion in A. ruber QEN-0407-G2

Als GréRenstandard (M) diente der GeneRuler™ DNA Ladder Mix und fiir die Negativkontrolle (=) wurde gDNA von A.
nidulans LO8030 als Templat benutzt. Sowohl! die PCR auf gDNA des Wildtyps (WT) als auch der potenziellen Deletions-
mutante (1) wiesen ein Fragment von ca. 1100 bp auf, wie es nur zu erwarten war, wenn fogA anwesend ist.
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4.1.4 Heterologe Expression des fog-Clusters in Aspergillus nidulans LO8030

Die Deletion von Genen des fog-Clusters im Ursprungsorganismus A. ruber stellte sich als ein schwie-
riger und zeitaufwandiger Prozess heraus, der auch nach vielen Versuchen nicht zum Erfolg fiihrte.
Daher wurde die Strategie zur Aufklarung der Flavoglaucinbiosynthese geandert. Alternativ zur wei-
teren Untersuchung des Clusters direkt in A. ruber wurde der weitere Schwerpunkt auf dessen hete-
rologe Expression gelegt, um den jeweiligen Sekundarmetabolitgenen eine Funktion zuzuordnen.

Der Stamm A. nidulans LO8030 wurde fiir die heterologe Expression von Biosynthesegenen des Se-
kundarstoffwechsels optimiert.?® Auxotrophien gegentiber Riboflavin, Pyridoxin, Uracil und Uridin
ermoglichen das Benutzen dieser ungefahrlichen Marker verglichen mit dem toxischen Hygromycin
B. Dartiber hinaus wurden acht BGCs, verantwortlich fir die Bildung der Hauptsekundarmetabolite
Sterigmatocystin, die Emericellamide, Asperfuranon, Monodictyphenon, Terrequinon, F9775A und
B, Asperthecin und Austinol/Dehydroaustinol in A. nidulans deletiert. Das erleichtert zum einen die
Detektion neu gebildeter Produkte, zum anderen stehen so mehr Vorlaufermolekiile wie Acetyl-CoA
oder Malonyl-CoA fir die Biosynthese neuer Produkte zu Verfligung. Wichtige Erkenntnisse zur Bio-
synthese von Aspercryptin,*©® Citreoviridin,*?® Fumihopaside A,*?° terrestric acid und eines Isocoum-
arins aus P. crustosum,*3%431 Oxepinamid F#32 und Ustethylin**3 konnten unter anderem durch hete-
rologe Expression in A. nidulans LO8030 gewonnen werden. Des Weiteren wurde so der Pfma-Gen-
cluster aus Pestalotiopsis fici der Biosynthese von Dihydroxynaphtalen (DHN)-Melanin zugeordnet.*%
Ein weiterer Vorteil bei der Benutzung von A. nidulans LO8030 als heterologe Expressionsplattform
ist die einfache optische Selektion auf eine Integration am korrekten Lokus. Indem die Flanken 5 und
3‘ des WA-PKS-Gens (produziert Naphtopyron YWAT1 als Vorstufe eines griinen Konidienpigments)*3*
als homologe Bereiche fiir die HR benutzt werden, flihrt eine korrekte Integration eingebrachter DNA
zur Deletion dieses PKS-Gens und somit zum Verlust des griinen Phanotyps von A. nidulans (Abbil-
dung 41).

Gen / Gene von Interesse

Li isiert 1 kbp r ) \ 1 kbp
inearisierter ( 5
Integrationsvektor ) I )_‘ \ ]_' arkeiggy

l Homologe Rekombination )
Genotyp : - °
des Wildtyps wA-PKS-Gen 3' von wA-PKS

A. nidulans LO8030
griner Phanotyp

Gen / Gene von Interesse )
Genotyp d ] b
toorationar
Integrationsmutante 5' von wA-PKS H : }—{‘ I—. Marker ) 3' von wA-PKS &

Primer fiir die Kontroll-PCR A. nidulans
+Anwesenheit des Gens / der Gene" Integrationsmutante

weiler Phanotyp

Abbildung 41: Schematische Darstelltung der Integration von Genen ins Genom von A. nidulans LO8030
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4.14.1 Herstellung des Negativkontrollstamms A. nidulans JN0O02

Far die heterologe Expression in A. nidulans LO8030 wurde ein E. coli/S. cerevisiae-Shuttlevektor be-
notigt, dem es moglich ist, gezielt am Lokus des wA-PKS-Gens im Genom von A. nidulans zu integrie-
ren. Dazu wurde das Plasmid pYWB2 (Abbildung 42A) von Prof. Dr. Wen-Bing Yin’s Arbeitsgruppe zur
Verfliigung gestellt.*%* Vor Benutzung wurde der Vektor durch Verdau mit Hindlll und Xbal auf seine
Korrektheit Gberprift (Abbildung 42B; Erwartete Fragmente: 1125, 1731, 4943 bp). Nach Linearisie-
ren von pYWB2 mit Swal wurde der gereinigte Vektor zur Transformation von A. nidulans LO8030
benutzt. Positive Transformanden wurden per Kontroll-PCR mit den Primern prJN066 und prJNO67
(Abbildung 42C; Erwartetes Fragment: 2305 bp) und Uber ihren weillen Phanotyp (Abbildung 42D)
ermittelt. Der hergestellte Stamm A. nidulans JNOO2 diente als Negativkontrolle zum Vergleich mit
allen zukiinftigen heterologen Expressionsstammen.

Erwartete Fragmente
Erwartete Fragmente Kontroll-PCR
Swal HindIII pYWB2 Hindlll Xbal A. nidulans JN002

Xbal* 1: 1125, 1731, 4943 bp —: keins

FINOG6 2: 2305 bp A. nidulans JN002
¢k M 1 - M 2 weier Phanotyp
bp bp : D it
=
5000 — :
HindIII ' 5888: -—
2000 — —
1500 — S—e
1000—! —
-— o
-— -
-
prJNO67 e

Abbildung 42: Kontrolle von pYWB2 und dem Negativkontrollstamm A. nidulans JN002

Plasmidkarte von pYWB2 (A). Restriktionsverdau von pYWB2 mit Hindlll und Xbal (Erwartete Fragmente: 1125, 1731,
4943 bp) (B). Kontroll-PCR flr A. nidulans JNOO2 (Erwartetes Fragment: 2305 bp) (C). WeiBer Phanotyp von A. nidulans
JNOO2 (D).

4.1.4.2 Klonierung und heterologe Expression des fog-Cluster in Aspergillus nidulans LO8030

Der ca. 22 kbp lange fog-Cluster (EURHEDRAFT_499888 — 402538 + 500 bp stromaufwarts des ers-
ten und stromabwarts des letzten Gens; bp 222263-244370; unplaced genomic scaffold00012; A. ru-
ber CBS135680 Genom, GenBank: KK088422) wurde mit den Primern prJNO81 — prJN0O90 (Tabelle 10)
in finf Fragmenten von A. ruber QEN-0407-G2 gDNA amplifiziert. Die Primer wurden so designt, dass
die Fragmente einen 300 — 322 bp langen homologen Uberhang untereinander aufwiesen, wihrend
die duReren Clusterfragmente einen 25 bp Uberhang zum linearisierten pYWB2 trugen. pYWB2
wurde mit den Primern prJNO80 und prJN091 per PCR linearisiert. Durch die Amplifikation des ge-
samten Vektors war es méglich jeweils 24 bp Uberhang zu den duBeren Clusterfragmenten anzuhin-
gen, sodass der gesamte homologe Bereich zwischen diesen und dem Vektor 51 bzw. 56 bp betrug.
Durch diese langeren homologen Sequenzen sollte die Klonierung der Fragmente mit dem Vektor
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vereinfacht werden. Mittels homologer Rekombination in S. cerevisiae und anschliefender Verviel-
faltigung des Plasmids in E. coli konnte pJN0O14 (Abbildung 43A) gewonnen werden. Zur Kontrolle von
pJNO14 wurde ein Restriktionsverdau mit BamHI durchgefiihrt (Abbildung 43B; Erwartete Frag-
mente: 462, 714, 807, 932, 3550, 5186, 7178, 11082 bp). Nachdem pJNO14 als korrekt bestatigt
wurde, wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym Swal linearisiert, gereinigt und zur Transfor-
mation von A. nidulans LO8030 benutzt. Die gDNA der weiRen Transformanden (Abbildung 43D)
wurde isoliert und durch PCR mit den Primern prJN064 und prJN0O82 konnte die Integration des fog-
Clusters ins Genom von A. nidulans bestatigt werden (Abbildung 43C; Erwartetes Fragment: 1105

bp).

A Swal waPKS-Promote B c D
ScURA-CEN/ARS BamHI Erwartete Fragmente Emégsifoflr_a;’cm ; nte
pJNO014 BamHlI c
BamHI 1: 462, 714, 807, 932, 3550, A. ”’d_“_’i’e'; :Noo4
. BamHI y
waPKS-down 5186, 7178,11082 bp 2: 1105 bp A. nidulans JN004

1 - M 2 weiler Phanotyp

Q
&
‘g -
S pINO14 8§
w 29,911 bp n

BamHI
BamHI

prJNO64
BamHI
prJN082

BamHI

Abbildung 43: Kontrolle von pJN014 und dem fog-Cluster Expressionsstamm A. nidulans JN0O04

Plasmidkarte von pJNO14 (A). Restriktionsverdau von pJN014 mit BamHI (Erwartete Fragmente: 462, 714, 807, 932, 3550,
5186, 7178, 11082 bp) (B). Kontroll-PCR fiir A. nidulans JNOO4 (Erwartetes Fragment: 1105 bp) (C). WeilRer Phanotyp von
A. nidulans JN0OO4 (D).

Zur Untersuchung des Sekundarmetabolitprofils von A. nidulans JNOO4 wurden 25 g Reismedium in
einem 250 ml Erlenmeyerkolben mit ca. 1 x 107 Konidiosporen inokuliert und bei 25°C fiir maximal
14 Tage inkubiert. Eine Probe der Kultur wurde nach 10 Tagen mit Ethylacetat extrahiert und Gber
LC-MS analysiert (Abbildung 44B). Als Negativkontrolle diente eine Kultur A. nidulans JN002, die un-
ter gleichen Bedingungen inkubiert und extrahiert wurde (Abbildung 44A).

Im Extrakt der Probe konnten basierend auf ihren Retentionszeiten und Massen die Substanzen 1a —
1f detektiert werden. Wahrend 1a — 1d die Hauptprodukte in diesem Stamm darstellten, wurden 1e
und 1f in geringerer Menge produziert. Im Extrakt der Negativkontrolle konnte keines dieser Pro-
dukte beobachtet werden. Wie im Ursprungsorganismus A. ruber wurde hier kein 1g beobachtet. 1h
konnte in niedriger Quantitat nur mit Hilfe seines Massesignals im extracted ion chromatogram (EIC)
nachgewiesen werden, obwohl 1h in A. ruber nach 1a und 1b am meisten akkumulierte.
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A A. nidulans JN002 (Negativkontrolle)
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Abbildung 44: LC-MS-Analyse des Rohextrakts aus dem fog-Cluster Expressionsstamm A. nidulans JN004

In Extrakten der Negativkontrolle A. nidulans JNOO2 (A) sind sowohl im UV-Chromatogramm (schwarz), als auch in den
EICs (blau, griin, orange, rot) keine Spuren der Salicylaldehydderivate zu entdecken. Im fog-Cluster Expressionsstamm A.
nidulans JNOO4 (B) hingegen konnen die Substanzen 1a — 1f beobachtet werden. Die Signale der EICs korrespondieren
mit den erwarteten Massen der Substanzen. 1h lieR sich nur als Massesignal detektieren.
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Zur Isolierung und strukturellen Bestatigung der detektierten Substanzen wurden 10 x 250 g Reisme-
dium in 2 L Fernbachkolben mit jeweils ca. 5 x 107 A. nidulans JNOO4 Konidiosporen inokuliert. Die
Inkubation erfolgte bei 25°C fiir 14 Tage bevor die gesamten Kulturen mit Ethylacetat extrahiert wur-
den. Die Isolierung von 1a — 1f Giber eine Kieselgelsdaule und semi-praparative HLPC, sowie die Struk-
turaufkldrung mittels *H NMR wurden von Frau Dr. Huomiao Ran durchgefiihrt. Die Auswertung der
Strukturdaten zu den Flavoglaucinanaloga und ihren Vorstufen wurden ebenso von Frau Dr. Ran

durchgefuihrt und sind unserer gemeinsamen Publikation zu entnehmen. %!

Der Vergleich der Strukturdaten mit der Literatur bestatigten 1a, 1b, 1c und 1d jeweils als Flavoglau-
cin, Aspergin, Dihydroauroglaucin und Auroglaucin.’>% Genauso konnten die Strukturen fir Isoas-
pergin (1e) und 2-Heptadi-(1'E,5'E)-enyl-3,6-Dihydroxy-5-(3"-Methyl-2"-Butenyl)Benzaldehyd (1f)
nachgewiesen werden.?>%3 Diese Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass der fog-Cluster fir die
Biosynthese von Flavoglaucin und seinen Analoga verantwortlich ist.

4.1.5 Biosynthese der ersten aromatischen Vorstufe von Flavoglaucin und seine Hydroxylierung

4.15.1 Heterologe Expression der HR-PKS FogA in Aspergillus nidulans LO8030

Zu Beginn einer Naturstoffbiosynthese wird das Kohlenstoffriickgrat des Molekiils gebildet. Im Falle
von Flavoglaucin wird dieses Rickgrat durch eine Polyketidsynthase synthetisiert, die hochstwahr-
scheinlich durch das Gen fogA kodiert wird. Ein Abgleich der Aminosdaurensequenz von FogA mit der
NCBI Conserved Domain Database ergab folgende Domanenarchitektur fiir das Enzym: KS-AT-ACP-
DH-ER-KR. Durch die Ketoreduktase-, Dehydratase- und Enoylreduktasedomane ist es FogA theore-
tisch moglich das wachsende Polyketid partiell oder sogar komplett zu reduzieren. Damit kann FogA
als hoch-reduzierende PKS (HR-PKS) klassifiziert werden. FogA besitzt, wie fiir HR-PKS Uiblich, keine
Thioesterase- (TE) bzw. Claisen-Zyklase (CLC)-Domane, was die Frage aufwirft, wie das Polyketid vom
Enzym abgespalten wird.

Eine funktionelle Produktion von groRBen Proteinen wie Typ I-PKS stellt sich in E. coli sehr oft als prob-
lematisch heraus. Schneller realisierbar war daher die heterologe Expression von fogA in A. nidulans
LO8030. Dazu wurde fogA zusammen mit 500 bp seiner 3-UTR (als natirlicher Terminator fiir die
Transkription) in zwei Fragmenten mit den Primerpaaren prJN061/064 und prJN062/063 von A. ruber
QEN-0407-G2 gDNA amplifiziert. Die Primer wurden so designt, dass zwischen den Fragmenten ein
homologer Bereich von 118 bp entsteht und an den Enden jeweils ein 25 bp Uberhang zum lineari-
sierten pYHL50 angehangt wird. Der Vektor pYHL50 wurde per PCR mit den Primern prJNO59 und
prINO60 linearisiert. Uber HR in S. cerevisiae wurden die Fragmente mit dem linearisierten Vektor
zum Plasmid pJNO12 kloniert (Abbildung 45A). Durch einen Restriktionsverdau mit Kpnl und Xbal
wurde pJNO12 auf seine Korrektheit Gberprift (Abbildung 45B; Erwartete Fragmente: 779, 2189,
4147,4849, 5615 bp). Das mit Swal linearisierte pJNO12 wurde fiir die Transformation von A. nidulans
LO8030 benutzt. So wurde der Stamm A. nidulans JNOO1 geschaffen, der fogA unter Kontrolle des
konstitutiven gpdA-Promotors exprimiert. Eine PCR mit den Primern prJN0O64 und prJN082 (Abbil-
dung 45C; Erwartetes Fragment: 1105 bp) in Verbindung mit dem weien Phanotyp des Stamms (Ab-
bildung 45D) bestétigte die Integration von gpdA(p)-fogA am wA-Lokus.
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. Kontroll-PCR
KpnI Xbal pJNO012 Kpnl Xbal A. nidulans JN0OA
SCURA-CEN/ARS f: Zgigzégﬁ’g?p”' —: keins
‘ 2: 1105 bp A. nidulans JN001
M 1 - M 2 weiler Phanotyp
bp bp P b

pINO12

17,579 bp 1500 —

Kpnl 1000 —

prJN0O82

ORI e

Abbildung 45: Kontrolle von pJN012 und dem fogA-Expressionsstamm A. nidulans JN0O1

Plasmidkarte von pJNO12 (A). Restriktionsverdau von pJNO12 mit Kpnl und Xbal (Erwartete Fragmente: 779, 2189, 4147,
4849, 5615 bp) (B). Kontroll-PCR fiir A. nidulans JNOO1 (Erwartetes Fragment: 1105 bp) (C). WeiRer Phanotyp von A.
nidulans JNOO1 (D).

Wie zuvor der Cluster-Expressionsstamm wurde auch A. nidulans JNOO1 auf 25 g Reismedium bei
25°C kultiviert. Eine Probe nach 7 Tagen wurde extrahiert und der Extrakt wurde tber LC-MS analy-
siert. In dem Extrakt konnte ein Hauptprodukt 2d und drei weitere kleinere Signale 3d — 5d entdeckt
werden (Abbildung 46A). Mit einer Masse [M —H]~ von m/z 269, 1387 konnte fiir 2d eine wahrschein-
liche Summenformel von C14H220s5 (Errechnet: [M — H]™ m/z 269,1389) vorausgesagt werden. Ohne
Dimethylallylgruppe an C5 enthalt das Rickgrat von Flavoglaucin und seinen Vorstufen 14 Kohlen-
stoffatome, was mit dem detektierten Polyketid ibereinstimmt. Im UV-Spektrum zeigte 2d Absorp-
tion bei 258, 268 und 278 nm in einer Art Triplett (Abbildung 46C). Dieses Absorptionsmuster war
unerwartet fiir potenzielle Aromaten was darauf hindeutete, dass das Polyketid noch nicht aromati-
siert und moglicherweise offenkettig vorlag. 3d — 5d offenbarten zwar ahnliche UV-Spektren, aller-
dings unterschieden sie sich in ihrer Masse zu 2d um jeweils 18 u was auf eine Eliminierung von H,0
schlieBen lield (exemplarisch an 5d gezeigt; Abbildung 46D).

Fir die Isolierung der Substanzen wurde A. nidulans JNOO1 auf 15 x 250 g Reismedium in 2 L Fern-
bachkolben bei 25°C fiir 7 Tage inkubiert, bevor die Kulturen mit Ethylacetat extrahiert wurden. Aus
dem Extrakt sollten mit Hilfe einer Kieselgelsaule und semi-praparativer HPLC die Substanzen 2d —
5d isoliert werden. Wahrend der Isolierung wurde festgestellt, dass 2d in Anwesenheit von Wasser
leicht zu 3d — 5d konvertiert und nur diese im Anschluss stabil vorlagen. Durch Zugabe von etwas
Extrakt in Wasser konnte diese Konversion bestatigt werden, dabei schien 5d das Hauptprodukt der
Wassereliminierung zu sein (Abbildung 46B). Die Strukturen der stabilen Wassereliminierungspro-
dukte 3d — 5d wurden durch eine Kombination von H-, 3C-, HMQC-, HSQC-, *H-'H-NOESY- und H-
'H-COSY-NMR aufgeklart. Teile der Isolierung, sowie die Strukturaufkldrung wurden wie zuvor von
Frau Dr. Huomiao Ran durchgefiihrt, deswegen sind die Strukturdaten nicht in dieser Arbeit zu finden,
sondern unserer gemeinsamen Publikation zu entnehmen.*0!
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Abbildung 46: LC-MS Analyse des fogA-Expressionsstamms A. nidulans JNOO1 und postulierte Bildung von 2d - 5d

Die LC-MS Analyse des Extrakts von A. nidulans JNOO1 fiuhrte zur Detektion der Substanzen 2d — 5d (A). In wassriger
Losung konvertierte 2d spontan zu 3d — 5d (B). Die UV-Spektren von 2d (C) und der spontanen Konversionsprodukte
(exemplarisch 5d) (D) wiesen dieselben Absorptionsmaxima auf, doch die Massen unterschieden sich um 18 u. FogA allein
produziert ein offenkettiges Heptaketid 2a, das durch Wassereliminierung zu 3d — 5d zyklisiert (E).
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Abbildung 47: Nachweis von FogA-Produkten mit einer oder zwei Doppelbindungen durch LC-MS

Das Hauptprodukt von FogA 2d mit komplett ungesattigtem initialen Triketid ist deutlich als UV-Signal (A) und im EIC (B)
zu erkennen, wahrend Derivate mit nur einer (C) oder zwei Doppelbindungen (D) héchstens in der Masse zu entdecken
waren. 2a mit komplett gesattigtem Rest konnte auch nicht durch MS detektiert werden (E).

Obwohl 2d nicht in stabiler Form isoliert wurde, konnte aus den Strukturen der Konversionsprodukte
auf das eigentliche Produkt von FogA geschlossen werden: 3d, 4d und 5d stellten sich als Lacton-
bzw. Tetrahydropyranderivate von (8E,10E,12E)-3,5,7-Trihydroxytetradeca-8,10,12-triensaure (2d)
heraus. Offenbar war es FogA allein nicht moglich eine C2-C7-Zyklisierung zu veranlassen, um an-
schliefend den aromatischen Kern des Polyketids zu bilden. Damit ein solcher Ringschluss moglich
ist, misste das Keton an C7 erhalten bleiben. Jedoch reduzierte FogA die ersten drei Ketideinheiten
zu Alkenen und die nachsten drei zu Alkoholen, bevor das Produkt als offenkettige Sdure 2d durch
chemische Hydrolyse vom Enzym freigesetzt wurde. Wassereliminierung fiihrte dann zur spontanen
Lactonisierung zwischen der Carboxyfunktion und C5 (3d) oder C7 (5d) bzw. zur Bildung eines Tetra-
hydropyrans zwischen C3 und C7 (4d) (Abbildung 46E). Vermutlich benétigt FogA noch mindestens
ein weiteres Enzym, um eine ordnungsgemaBe Zyklisierung und Aromatisierung zu gewahrleisten.
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In A. ruber und auch im fog-Cluster Expressionsstamm A. nidulans JNO0O4 wurden Endprodukte des
Clusters mit unterschiedlicher Sattigung der Heptylseitenkette gefunden (1a — 1f). Die initialen drei
Ketideinheiten des Hauptprodukts von FogA 2d, das in Flavoglaucinanaloga den Hauptteil der Seiten-
kette bildet, waren komplett ungesattigt (Abbildung 47A und B). Spuren von Derivaten mit zwei oder
einer Doppelbindung konnten bestenfalls in der Masse nachgewiesen werden (Abbildung 47C und
D). Ein Derivat mit komplett gesattigtem Rest konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 47E). Das
deutet darauf hin, dass nicht nur fir die Zyklisierung, sondern auch fiir die komplette Reduktion der
Seitenkette mindestens ein weiteres Enzym benétigt wird. FogB, FogD oder FogG als kurzkettige De-
hydrogenasen/Reduktasen konnten FogA in seiner Funktion komplementieren, um ein aromatisier-
tes Produkt mit einer komplett reduzierten Seitenkette zu erhalten.

4.1.5.2 Deletion von fogA in Aspergillus nidulans JNO04

Analog zu den zuvor geplanten Deletionstudien in A. ruber QEN-0407-G2 diente der Expressions-
stamm A. nidulans JNO04 zur weiteren Aufklarung der Flavoglaucinbiosynthese. Aufgrund der Dele-
tion von nkuA, einem Homolog zum menschlichen KU70-Gen, welches essenziell fir die DNA-Repa-
ratur via NHEJ ist,*3® sind gezielte genetische Modifikationen durch HR mit hoher Frequenz in A. ni-
dulans LO8030 auch ohne Split-Marker Methode zu erreichen (Abbildung 48).

~1.2kb } ~1.2kb

Linearisiertes
Marker

Deletionsplasmid

Homologe
Rekombination

Genomische Situation
im A. nidulans

Expressionsstamm |
Primer fiir die 'Anwesenheit des Gens'-
Kontroll PCR
l 3'-Kontroll PCR
Genomische Situation 3 : % 3 p
in der Deletionsmutante

—

5'-Kontroll PCR

Abbildung 48: Schematische Darstellung der simplen Gendeletion im heterologen Expressionsstamm A. nidulans IN0O04
am Beispiel von fogA

Die Expression von fogA in A. nidulans zeigte, dass die HR-PKS allein nicht in der Lage ist, eine korrek-
tes Intermediat in der Flavoglaucinbiosynthese zu bilden. Das stattdessen beobachtete 2d und seine
zyklisierten Derivate 3d — 5d schienen Shuntprodukte zu sein. Das lieR darauf schlieRen, dass neben
FogA noch mindestens ein weiteres Enzym bendtigt wird, um ein erstes aromatisches Intermediat zu
bilden, welches durch die weiteren Enzyme des fog-Clusters zu den endgiiltigen Salicylaldehydderi-
vaten umgesetzt wird. Durch die Deletion einzelner Gene im fog-Cluster Expressionsstamm A. nidu-
lans JNOO4 sollte es moglich sein, die Gene bzw. Enzyme zu identifizieren, die dafiir notwendig sind.

Die Expression des kompletten Clusters zeigte schon, dass FogA mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir die
Biosynthese des Kohlenstoffgrundgerists verantwortlich ist. Bestarkt wurde diese Annahme durch
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die Bildung eines C14-Polyketids im fogA-Uberexpressionsstamm JNOO1 mit der gleichen Anzahl an
Kohlenstoffatomen, wie fiir eine unprenylierte Vorstufe von Flavoglaucin erwartet. Zum Beweis, dass
FogA wirklich die vermutete Funktion erfillt und nicht etwa ein vom Expressionsstamm A. nidulans
synthetisiertes Produkt durch die anderen Enzyme des Clusters weiterverarbeitet wird, wurde fogA
im Cluster Expressionstamm A. nidulans JNOO4 deletiert.

Von A. ruber QEN-0407-G2 gDNA wurde mit den Primern prJN202 und prJN203 ein 1200 bp langes
Fragment stromaufwarts des Startcodons von fogA amplifiziert, wahrend die Primer prJN204 und
prJN205 dazu genutzt wurden 1168 bp stromabwarts des Stopcodons zu amplifizieren. Die Primer
wurden so designt, dass an jedes Ende der Fragmente 30 bp Uberhang zum Riickgrat des Vektors
bzw. zu AfpyrG angehdngt wurden. Das Markergen AfpyrG wurde vom Vektor pYH-wA-AfpyrG mit
dem Primerpaar pJN115/116 vervielfaltigt. Als Rickgrat des Deletionsplasmids dienten der E. coli ori
und AmpR zusammen mit dem S. cerevisiae CEN/ARS und dem URA3-Marker fur die Vervielfaltigung
und Selektion in beiden Organismen. Dieses Rickgrat wurde von pYWB2 mit dem Primerpaar
prJN117/118 amplifiziert. Die Klonierung der AfpyrG-Kassette zwischen die 5‘- und 3‘-Regionen von
fogA mit dem Shuttlevektorriickgrat erfolgte Gber HR in S. cerevisiae HOD114-2B und anschlieBender
Vervielfaltigung in E. coli DH5a. Das resultierende fogA-Deletionsplasmid pJN031 (Abbildung 49A)
wurde durch einen Restriktionsverdau mit EcoRl und BamHI kontrolliert (Abbildung 49B; Erwartete
Fragmente: 498, 1073, 1191, 1688, 3067 bp). Nach Linearisierung mit Swal wurden A. nidulans JNO04
Protoplasten mit pJNO31 transformiert. Die resultierenden Transformanden konnten nicht mehr an-
hand eines weiRen Phanotyps vorselektiert werden, da das wA-PKS-Gen durch die vorherige Integra-
tion des Clusters schon deletiert wurde. Deswegen erfolgte die Uberpriifung der Transformanden
ausschlieBlich Gber PCR. Dabei diente eine PCR auf gDNA von A. nidulans JNOO2 als Negativkontrolle
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Erwartete Fragmente A. nidulans JN015
pJN031 EcoRI BamHI fogA —: keins, fogA +: 1052 bp,
1: 498, 1073, 1191, §' — keins, 3' - keins;
EcoRI 1688, 3067 bp fogA: keins, 5": 1459 bp, 3': 3988 bp
fogA 5 3
Swal M1 - + - - MfogA 5 3
Jonas202 EcoRI bp bp .
Jonas117 Jonas205
JINO31
EcoRI p7517 bp Jonas118 g
e un
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100 -. 1500 . '
— -—
1000 —
s EcoRI ! 1000— - ‘ e .
Jonas115 Jonas116 500 = -—
Jonas203 Jonas204 :
e -
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BamHI - - =
D A. nidulans JN015 (AfogA in JN004) fogD)
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Afribo fogE

Abbildung 49: Kontrolle von pJN031 und dem AfogA Stamm A. nidulans JNO15

Plasmidkarte von pJNO31 (A). Restriktionsverdau von pJNO31 mit EcoRl und BamHI (Erwartete Fragmente: 498, 1073,
1191, 1688, 3067 bp) (B). Kontroll-PCR fiir A. nidulans JNO15 (Erwartete Fragmente: fogA: keins, 5': 1459 bp, 3‘: 3988 bp)
(C). Genotyp von A. nidulans JNO15 (D).
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und auf gDNA von A. nidulans JN0O4 als Positivkontrolle. Mit dem Primerpaar prJN064/065 wurden
die Transformanden auf die Anwesenheit von fogA Uberprift (Erwartetes Fragment im Falle einer
positiven Deletion: keins, bei negativen Transformanden: 1052 bp). Bei einer fehlenden Bande wurde
der jeweilige Transformand mit zwei weiteren PCRs fiir die 5'- und die 3‘-Region auf die korrekte
Integration des Markergens getestet. Dazu wurden die Primerpaare prJN167/216 (Erwartetes Frag-
ment: 1459 bp) und prIN168/249 (Erwartetes Fragment: 3988 bp) benutzt (Abbildung 49C). Der ent-
standene AfogA-Stamm trug die Bezeichnung A. nidulans JNO15 (Abbildung 49D).

Wie zuvor fir A. nidulans JNOO4 beschrieben (Kapitel 4.1.4.2) wurde A. nidulans JNO15 auf 25 g Reis-
medium bei 25°C flir 10 Tage inkubiert. Eine mit Ethylacetat extrahierte Probe wurde via LC-MS ana-
lysiert. Als Kontrolle diente Extrakt des fog-Cluster Expressionsstamms JNOO4 (Abbildung 50A). Wie
vermutet konnten im Extrakt der AfogA-Mutante kein Flavoglaucin oder Analoga nachgewiesen wer-
den, was die Notwendigkeit von FogA zur Synthese des Kohlenstoffgrundgerists bestatigt (Abbildung
50C). Das Sekundarmetabolitprofil von JNO15 glich dem Negativkontrollstamm JNOO2 (Abbildung
508B).
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Abbildung 50: LC-MS-Analyse des Rohextrakts aus der AfogA-Mutante A. nidulans JN0O15

Wahrend in Extrakten des fog-Cluster Expressionsstamms JNOO4 die Produkte 1a — 1f entdeckt werden konnten (A),
schienen in der AfogA-Mutante JNO15 keine Flavoglaucinanaloga gebildet zu werden (C). Sein Sekiindarmetabolitprofil
gleicht wieder dem der Negativkontrolle JNOO2 (B).
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4.1.5.3 Deletion der Gene fogB, fogC, fogD und fogG in Aspergillus nidulans JNO04

Als wahrscheinlichste Kandidaten fir die Interaktion mit FogA zur korrekten Zyklisierung und weite-
ren Reduktion der Heptylseitenkette galten aufgrund ihrer potenziellen Dehydrogenase- oder Reduk-
taseaktivitat die SDRs FogB, FogD und FogG. Eine Analyse mit der NCBI conserved domain database
zeigte Ahnlichkeiten zwischen FogB und Enoyl-(ACP)-Reduktasen, welche dafiir bekannt sind in der
Fettsdurebiosynthese Doppelbindungen zu reduzieren.*3” FogB zeigt weiterhin Ahnlichkeiten zu 3-
Oxoacyl-(ACP)-Reduktasen, die B-Ketoacyl-ACP zu B-Hydroxyacyl-ACP reduzieren.*3%43° Daher wurde
spekuliert, dass FogB mit der Reoxidation der C7-Hydroxygruppe zum Keton fiir den Ringschluss des
offenkettigen Polyketids sorgt oder fiir die Reduktion der (ibrigen Doppelbindungen des Cs-Rests ver-
antwortlich ist. FogC konnte keine offensichtliche Funktion zugeordnet werden, aber da Enzyme mit
Cupin-Domanen eine hohe Funktionsdiversitat aufweisen, kénnte FogC ebensogut an der Bildung ei-
nes ersten richtigen Intermediats beteiligt sein.*4°

Zunachst sollten fogB, fogC, fogD und fogG einzeln deletiert werden. Die dazu notwendigen Deleti-
onskonstrukte wurden analog zu pJNO31 fiir den AfogA Stamm A. nidulans JNO15 kloniert: ca. 1200
bp der 5- und 3-Regionen des jeweiligen Gens wurden mit 30 — 35 bp Uberhang zum Backbone von
pYWB2 und der AfpyrG-Kassette amplifiziert und tGber HR in S. cerevisiae zu Plasmiden kloniert. Die
flankierenden Regionen von fogB wurden mit den Primerpaaren prJN127/128 und prJN292/293
amplifiziert. Das entstandene Plasmid pJNO60 (Abbildung 51A) wurde durch einen Restriktionsverdau
mit BamHI kontrolliert (Abbildung 51B; Erwartete Fragmente: 1584, 5965 bp). Die Transformation
von A. nidulans JNOO4 Protoplasten mit Swal-linearisiertem pJNO60 fiihrte zum AfogB Stamm A. ni-
dulans JNO15 (Abbildung 51D). Wie fir die AfogA-Mutante wurde UGber PCR die Abwesenheit des
Gens Uberprift und danach auf die richtige Integration der 5‘- und 3‘-Regionen getestet (Abbildung
51C). Als Matritze fiir die Negativkontrolle diente wie zuvor gDNA von A. nidulans JNO02 und fir die
Positivkontrolle gDNA von A. nidulans JNOO4. Die Primer prJN153 und prJN154 binden in fogB und
sollten bei einer erfolgreichen Deletion kein Fragment erzeugen (Erwartetes Fragment: keins, in Po-
sitivkontrolle: 1021 bp). Die Kontroll-PCR fiir die Flanken erfolgte mit den Primerpaaren prJN151/167
(Erwartetes Fragment: 1352 bp) und prJN152/168 (Erwartetes Fragment: 2168 bp).

Die Primerpaare prJN294/295 und prJN129/130 wurde zur Amplifikation der 5'- und 3‘-Region von
fogC benutzt. Die Fragmente wurden mit dem pYWB2-Backbone und der AfpyrG-Kassette zu pJNO61
(Abbildung 52A) kloniert, das zur Uberpriifung mit BamHI und EcoRI verdaut wurde (Abbildung 52B;
Erwartete Fragmente: 498, 1353, 2296, 3402 bp). Aus der Transformation von A. nidulans JNO04 mit
Swal-geschnittenem pJN061 entstand der AfogC-Stamm JNO35 (Abbildung 52D). Die Abwesenheit
von fogC wurde mit den Primern prIN287/291 bestatigt (Erwartetes Fragment: keins; Positivkontrolle
oder negativer Transformand: 659 bp). Die korrekte Integration der Flanken wurde mit den Primern
prJN151/167 (Erwartetes Fragment: 2533 bp) und prIN152/168 (Erwartetes Fragment: 1245 bp) be-
statigt (Abbildung 52C).
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Abbildung 51: Kontrolle von pJN060 und dem AfogB-Stamm A. nidulans JN034

Plasmidkarte von pJNO60 (A). Restriktionsverdau von pJN060 mit BamHI (Erwartete Fragmente: 1584, 5965 bp) (B). Kon-
troll-PCR fiir A. nidulans JNO34 (Erwartete Fragmente: fogB: keins, 5: 1352 bp, 3‘: 2168 bp) (C). WeiRer Phanotyp von A.
nidulans JNO34 (D).
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A. nidulans JN035 (AfogC in JN004)

Abbildung 52: Kontrolle von pJN061 und dem AfogC-Stamm A. nidulans JNO35

Plasmidkarte von pJNO61 (A). Restriktionsverdau von pJNO61 mit BamHI und EcoRI (Erwartete Fragmente: 498, 1353,
2296, 3402 bp) (B). Das 498 bp groRe Fragment ist hierbei nur schwach zu erkennen. Kontroll-PCR fiir A. nidulans JNO35
(Erwartete Fragmente: fogB: keins, 5: 2533 bp, 3‘: 1245 bp) (C). WeilRer Phdnotyp von A. nidulans JN034 (D).
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A B

1: 133, 216, 1991,

Erwartete Fragmente
pJN022 HindlIl Xbal

c Erwartete Fragmente
Kontroll-PCR
A. nidulans JN009
fogD -: keins, fogD +: 1033 bp,
5'—: keins, 3' —: keins;
fogD: keins, 5': 1303 bp, 3": 1246 bp

5209 bp fogD 5 3
Swal M 1 - + - - M fogD 5 3
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Xbal ~ =3
XbaI* g
1500 — ' .
prIN116 1200— - .
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priN115 :
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HindIII
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D
_ _ AfpyrG foa
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Abbildung 53: Kontrolle von pJN022 und dem AfogD-Stamm A. nidulans JNO09

Plasmidkarte von pJN022 (A). Restriktionsverdau von pJN022 mit Hindlll und Xbal (Erwartete Fragmente: 133, 216, 1991,
5209 bp) (B). Die 133 und 216 bp Fragmente werden teilweise von einer Primer- oder RNA-Wolke Giberschattet. Kontroll-
PCR fiir A. nidulans JNOO9 (Erwartete Fragmente: fogD: keins, 5‘: 1303 bp, 3‘: 1246 bp) (C). Weier Phanotyp von A. nidu-

lans JNOO9 (D).

A Ndel B
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prIN115 \"~ prIJN116 500 —
prIN140 PriN141 —
Ndel AR
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C Erwartete Fragmente
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A. nidulans JN013
fogG -: keins, fogG +: 1102 bp,
5'—: keins, 3' —: keins;
fogG: keins, 5': 1302 bp, 3': 1247 bp

fogG 5 3
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bp i | | '
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Abbildung 54: Kontrolle von pJN025 und dem AfogG-Stamm A. nidulans JN013
Plasmidkarte von pJNO25 (A). Restriktionsverdau von pJN025 mit EcoRl und Ndel (Erwartete Fragmente: 498, 1019, 2187,
3645 bp) (B). Kontroll-PCR fir A. nidulans JNO13 (Erwartete Fragmente: fogG: keins, 5‘: 1302 bp, 3‘: 1247 bp) (C). WeiRer

Phanotyp von A. nidulans JNO13 (D).
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Die zur Deletion von fogD notwendigen flankierenden Bereiche wurden tber PCR mit den Primern
prJN131/132 und prJN133/134 gewonnen. Die Klonierung mit dem Riickgrat und dem Markergen
fihrten zum Plasmid pJNO22 (Abbildung 53A), dessen Fragmente nach Schneiden mit Hindlll und Xbal
zur Kontrolle des Vektors dienten (Abbildung 53; Erwartete Fragmente: 133, 216, 1991, 5209 bp).
Durch Transformation des fog-Cluster Expressionsstamms JNOO4 mit Swal-linearisiertem pJN022
wurde der AfogD-Stamm JNO09 erzeugt (Abbildung 53D). Das Fehlen von fogD konnte tber PCR mit
prJN157/158 (Erwartetes Fragment: keins; Positivkontrolle oder negativer Transformand: 1033 bp)
nachgewiesen werden. Die Bestadtigung fir die korrekte Integration wurde durch PCR mit
prJN155/167 (Erwartetes Fragment: 1303 bp) und prJN156/168 (Erwartetes Fragment: 1246 bp) er-
halten (Abbildung 53C).

Die homologen Bereiche zum Austausch von fogG mit dem Marker AfpyrG wurden mit den Primern
prJN140/169 und prIN141/170 vervielfaltigt. Nach HR mit dem Plasmidriickgrat und dem Marker ent-
stand der Vektor pJNO25 (Abbildung 54A). Dieses Plasmid wurde Uber einen Verdau mit EcoRIl und
Ndel auf seine Richtigkeit iberprift (Abbildung 54B; Erwartete Fragmente: 498, 1019, 2187, 3645
bp). pJNO25 wurde mit Swal linearisiert und zur Transformation von A. nidulans JNOO4 benutzt. Der
daraus resultierende Stamm mit einer fogG-Deletion trug die Bezeichnung A. nidulans JNO13 (Abbil-
dung 54D). Durch eine PCR mit den Primern prJN165/166 wurde die Abwesenheit von fogG bestatigt
(Abbildung 54C; Erwartetes Fragment: keins; Positivkontrolle oder negativer Transformand: 1102
bp). Die Inspektion des richtigen Integrationslokus erfolgte durch PCR mit prJIN163/167 (Erwartetes
Fragment: 1302 bp) und prJN164/168 (Erwartetes Fragment: 1247 bp).

Die Deletionsmutanten wurden wie zuvor beschrieben auf 25 g Reismedium bei Raumtemperatur
inkubiert. Proben nach 10 Tagen wurden mit Ethylacetat extrahiert und der Extrakt wurde tber LC-
MS analysiert. Im Gegensatz zum fog-Cluster Expressionsstamm JN0O04 (Abbildung 55A) konnten nach
der Deletion von fogB weder 1a — 1f, noch 2d und seine Konversionsprodukte 3d — 5d in den UV-
Chromatogrammen beobachtet werden. Dennoch waren die Massen kleiner Mengen der Endpro-
dukte detektierbar. Genauso verhielten sich die Stamme A. nidulans JNO35 und JNOO9 nach Deletion
von fogC bzw. fogD (Abbildung 55C und D). Auch hier waren im UV-Chromatogramm keine Endpro-
dukte oder Akkumulation von Intermediaten zu entdecken. Kleinste Spuren von 1a und seinen Ana-
loga wurden trotzdem in der Masse detektiert. Die Deletion von fogG hingegen schien keine Auswir-
kung auf die Produktion von 1a — 1f zu haben (Abbildung 55E). Alle Clusterendprodukte wurden in
vergleichbarer Menge und Verhaltnis zu JNOO4 gut sichtbar im UV-Chromatogramm detektiert.

Durch Inspektion der extracted ion chromatograms (EICs) des AfogB- und des AfogC-Stamme ist er-
kennbar, dass auch in diesen Mutanten 2d gebildet wird (Abbildung 56C und D). Spuren von 2d waren
auch in der AfogD-Mutante detektierbar (Abbildung 56E). Im Vergleich dazu wurde im EIC des AfogA-
Stammes JNO15 keine Spur von 2d gefunden (Abbildung 56B).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass neben FogA auch FogB, FogC und FogD bendtigt werden,
um ein erstes isolierbares Intermediat der Flavoglaucinbiosynthese zu detektieren. Das wachsende
Polyketid scheint von FogBCD modifiziert zu werden, wahrend es an FogA gebunden ist, sonst ware
hypothetisch nach der Deletion der einzelnen Gene schon eine Zwischenstufe detektierbar.
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Abbildung 55: LC-MS-Analyse des Rohextrakts der AfogB-, AfogC-, AfogD- und AfogG-Stamme
Verglichen mit dem fog-Cluster Expressionsstamm JN0OO4 (A), konnten nach Deletion von fogB (B), fogC (C) oder fogD (D)

keine Endprodukte im UV-Chromatogramm entdeckt werden. Hochstens in der Masse sind kleine Spuren erkennbar.
Nach Deletion von fogG war es dem Stamm immer noch moglich alle Clusterendprodukte zu bilden und es war kein

Unterschied zu JN0OO4 sichtbar (E).
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Abbildung 56: EICs von 2d im fogA-Expressionsstamm und in den fogA-, fogB-, fogC- und fogD-Deletionsmutanten.
Der fogA-Uberexpressionsstamm JNOO1 produzierte das Hydrolyseprodukt 2d in groRer Menge (A), wiahrend nach Dele-
tion von fogA erwartungsgemaR kein 2d mehr vorhanden war (B). Auch im fogB- und fogC-Deletionsstamm A. nidulans

JNO34 (C) bzw. JNO35 (D) konnte 2d eindeutig entdeckt werden. Die fogD-Deletionsmutante JNOO9 zeigte nur geringe
Spuren von 2d (E).

Die hohe Akkumulation von 2d im fogA-Uberexpressionsstamm JNOO1 (Abbildung 56A) und die ge-
ringeren Mengen in den AfogB-, AfogC- und AfogD-Mutanten kdonnte durch die unterschiedlichen
Expressionslevel von fogA zu erklaren sein. Im Stamm JNOO1 steht fogA allein unter Kontrolle des
starken konstitutiven gpdA-Promotors, wahrend in den Deletionsstimmen der native Promotor vor
fogA erhalten blieb. Eine héhere Abundanz der PKS selbst resultierte vermutlich in einer erhéhten
Menge des Hydrolyseprodukts 2d, wenn das Polyketid nicht weiter durch FogBCD modifiziert wurde.
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4.1.5.4 Deletion von fogE in Aspergillus nidulans JNO04

Das Gen fogE kodiert fiir ein Cytochrom P450 Enzym, welches vermutlich die Hydroxylierung eines
aromatischen Intermediaten an C3 katalysiert. Zur Bestatigung seiner Funktion wurde fogE im Cluster
Expressionsstamm A. nidulans JNOO4 deletiert. Das Deletionsplasmid wurde dazu wie zuvor beschrie-
ben kloniert. Die Flanken wurden mit den Primerpaaren prJN123/124 und prJN125/126 amplifiziert,
bevor sie mit AfpyrG und dem Vektorriickgrat Gber HR zu pJNO20 kloniert wurden (Abbildung 57A).
pJNO20 wurde durch Restriktionsverdau mit Hindlll kontrolliert (Abbildung 57B; Erwartete Frag-
mente: 133, 216, 1301, 1736, 4163 bp). Der AfogE-Stamm wurde als A. nidulans INOO7 bezeichnet
(Abbildung 57D). Das Fehlen von fogE wurde via PCR mit den Primern prJN149/150 bestatigt (Abbil-
dung 57C; Erwartetes Fragment: keins, in Positivkontrolle: 1036 bp). Die Primerpaare prJN147/167
(Erwartetes Fragment: 1327 bp) und prJN148/168 (Erwartetes Fragment: 1257 bp) wurden zur Uber-
prifung der richtigen Integration der Flanken benutzt.

A B C Erwartete Fragmente
Kontroll-PCR
Erwartete Fragmente A. nidulans JN0O7

. fogE —: keins, fogE +: 1036 bp,

PJNO020 Hindlll g 5' —: keins, 39'—: keins;

1: 133, 216, 1301, fogE: keins, 5" 1327 bp, 3" 1257 bp
1736, 4163 bp ' 3
fogE 5

Swal M1 - M fogE 5'

priN123.__
prIJN117 pINO20
7549 bp

HindIII

3
—_prIN126 bp bp
priN118 .
HindIII 4000§ “
/ e

1500 S S— 1500— ‘

1200 — oy 1200 —

1000 —
priN125 l

orIN124 HindIII —
HindIII
HindIII fgg:: .
D AfpyrG) waPKS-Promoter
foaD foal
A. nidulans JN007 (AfogE in JN004) ffogCl ffogH

waPKS-down ffogB) fogG
Afribo fogA fogF

Abbildung 57: Kontrolle von pJN020 und dem AfogE-Stamm A. nidulans JNO07

Plasmidkarte von pJN0O20 (A). Restriktionsverdau von pJN025 mit Hindlll (Erwartete Fragmente: 133, 216, 1301, 1736,
4163 bp) (B). Die kleineren Banden sind teilweise von einer Primerwolke/RNA verdeckt. Kontroll-PCR fuir A. nidulans
JNOO7 (Erwartete Fragmente: fogE: keins, 5: 1327 bp, 3‘: 1257 bp) (C). Weiler Phdnotyp von A. nidulans JNOO7 (D).

Zur Uberpriifung seines Sekundarmetabolitprofils wurde der AfogE-Stamm JNOO7 auf 25g Reisme-
dium bei 25°C flir 10 Tage inkubiert. Eine Probe der Kultur nach 10 Tagen wurde mit Ethylacetat
extrahiert und tGber LC-MS analysiert. Verglichen mit dem fog-Cluster Expressionsstamm A. nidulans
JNOO4 (Abbildung 58A) bildete der AfogE-Stamm noch immer die Clusterendprodukte 1a und 1b. 1c
— 1f wurden nur noch als Spuren in der Masse beobachtet (Abbildung 58B). Stattdessen konnte die
Anwesenheit neuer Substanzen beobachtet werden. Das groRte Signal gehorte zu der Substanz 6d
deren Masse [M — H]” m/z 215.1073 einer errechneten Summenformel von C14H1602 ([M — H]” m/z
215.1067) entspricht. Die Massen der Stoffe 6¢c (M — H]™ m/z 217.1233; errechnet:
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Abbildung 58: LC-MS-Analyse des Rohextrakts der AfogE-Mutante A. nidulans JNO07
Verglichen mit dem Cluster Expressionsstamm JN0O4 (A) wies der AfogE-Stamm JNOO7 (B) die neuen Produkte 6a — 6d
auf. Die Clusterendprodukte 1a und 1b wurden in signifikanter Menge aber auch in diesem Stamm produziert. Es ist
wahrscheinlich, dass ein A. nidulans Enzym die Aufgabe von FogE teilweise libernimmt und das hydroxylierte Produkt von
den restlichen Enzymen des fog-Clusters zu den Endprodukten umgesetzt werden (C).
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C14H1802: [M-H]" m/z 217.1223), 6b ([M — H]™ m/z 219.1385; errechnet: CisH2002: [M-H]" m/z
219.1380) und 6a ([M — H]" m/z 221.1583; errechnet: C14aH2203: [M-H] m/z 221.1536) waren jeweils
um etwa 2 u grolRer, was auf eine unterschiedliche Anzahl an Doppelbindungen hinwies, wie es fir
die C;-Seitenkette von Flavoglaucin (1a) und seinen Vorlaufermolekiilen zu erwarten war. Die errech-
neten Summenformeln wiesen auf nur zwei Sauerstoffatome pro Molekil hin. Basierend auf den
Daten fiir die Expression von FogA allein (Kapitel 4.1.5.1) wurde postuliert, dass auch das erste aro-
matische Intermediat vor der Hydroxylierung an C3 als Carbonsaure von der PKS freigesetzt wird. Das
C6-Hydroxyl ist durch die Polyketidsynthase schon nativ am Molekil vorhanden und ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit kein Produkt eines modifizierenden Enzyms. Die Intermediate besdaRen in diesem
Fall drei Sauerstoffatome. Alternativ war auch denkbar, dass eine durch FogB, FogC oder FogD kata-
lysierte reduktive Freisetzung des Polyketids direkt zur Bildung eines Salicylaldehyds mit zwei Sauer-
stoffatomen fiihrt.

Zur Isolierung der neuen Intermediate 6a — 6d wurde A. nidulans JNOO7 auf 10 x 250 g Reismedium
in 2 L-Fernbachkolben fiir 10 Tage bei 25°C inkubiert. Die Isolierung und Strukturaufklarung mittels
einer Kombination von H-, 13C-, HMQC-, HSQC-, und HMBC-NMR wurde von Frau Dr. Huomiao Ran
durchgefiihrt. Die Strukturdaten sind unserer gemeinsamen Publikation zu entnehmen.*°! 6a, 6b, 6¢
und 6d wurden als 2-Alkyl-Salicylalkohole mit keiner, einer, zwei oder drei Doppelbindungen an der
Heptylseitenkette identifiziert (Abbildung 58). Diese aromatischen Intermediate wiesen keine Hyd-
roxylierung an C3 auf, was ein starkes Indiz dafiir ist, dass die CYP FogE die vorgeschlagene Mo-
nooxygenasefunktion tibernimmt.

Obwohl mit der Deletion von fogE eine Hydroxylierung an C3 theoretisch ausgeschlossen ist und dies
durch Akkumulation der nicht-hydroxylierten Intermediate 6a — 6d bestatigt wurde, konnten den-
noch Clusterendprodukte nachgewiesen werden. Es ist denkbar, dass ein intrinsisches Enzym des he-
terologen Expressionsorganismus A. nidulans die Funktion von FogE zumindest teilweise komple-
mentiert. Die von dem A. nidulans-Enzym hydroxylierten Produkte werden durch die restlichen Gene
des fog-Clusters anschlieRend weiter verstoffwechselt (Abbildung 58C).
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4.1.5.5 Heterologe Expression von fogABCDI ohne modifizierende Enzyme in Aspergillus nidu-
lans LO8030

Zur Bestatigung der Hypothese, dass FogABCD fir die Biosynthese des ersten aromatischen Interme-
diats verantwortlich sind, wurden fogE — fogH in A. nidulans JNOO4 aus dem Cluster entfernt. fogE
kodiert fir ein Cytochrom P450 Enzym, dessen Funktion als Monooxygenase fir die Hydroxylierung
an C3 des aromatischen Rings schon durch seine Deletion bestatigt wurde, wahrend FogH als aroma-
tische Prenyltransferase vermutlich die Prenylierung an C5 durchfiihrt. Der FAD-abhangigen Oxido-
reduktase FogF konnte noch keine begriindete Funktion zugesprochen werden, jedoch kann ange-
nommen werden, dass die Salicylalkohole 6a — 6d in einem spateren Schritt reoxidiert werden mis-
sen, um als finale Salicylaldehyde zu enden.

Zunachst wurde ein Stamm konstruiert, in dem nur die Gene fiir eine wahrscheinliche Modifikation
der aromatischen Intermediate deletiert sind. In dem Fall wurden fogE, fogF und fogH entfernt, so-
dass nur die hypothetischen ,Kerngene” fogABCD zusammen mit dem vermutlich funktionslosen
fogG und dem Transkriptionsfaktor fogl exprimiert werden. Fir die Erschaffung dieses Stamms
wurde der fog-Cluster erneut aus einzelnen Fragmenten rekonstruiert. Zur Amplifikation der einzel-
nen Fragmente wurden die Primer prJNO81 — prJNO85, prJN090 und prJN250 — prJN253 benutzt. Die
Fragmente wurden so amplifiziert, dass ihre Sequenz vor der ersten Base von fogEF bzw. fogH endete
oder nach der letzten Base von fogEF bzw. fogH startete. Uber diese Primer wurde ein 25 bp langer
homologer Uberhang zwischen den Fragmenten eingefiihrt. Wie fiir pJNO14 wurde auch pYWB2 per
PCR mit dem Primerpaar prJN080/091 linearisiert. Nach HR der Fragmente mit dem Vektor in S. ce-
revisiae entstand pJNO41 (Abbildung 59A). Durch Restriktionsverdau mit Kpnl und Xbal wurde pJN041
auf seine Korrektheit Gberprift (Abbildung 59B; Erwartete Fragmente: 272, 779, 2194, 3356, 4147,
4849, 9085 bp). Nach Transformation von A. nidulans LO8030 mit dem Swal-linearisierten pJN041
entstand der fogABCDGI-Expressionsstamm A. nidulans JN020. Durch seinen weillen Phanotyp (Ab-
bildung 59D) und die positive PCR mit den Primern prJN064 und prJN082 (Abbildung 59C; Erwartetes
Fragment: 1105 bp) wurde die korrekte Integration des modifizierten fog-Clusters in den wA-PKS-
Lokus des A. nidulans Genoms (Abbildung 59E) bestatigt.

In diesem Stamm sollte auch fogG deletiert werden, um sicherzustellen, dass dieses wirklich nicht an
der Biosynthese des ersten aromatischen Intermediats beteiligt ist. Da die Sequenzen der 5°- und 3'-
flankierenden Bereiche von fogG im modifizierten Cluster von A. nidulans JNO20 Anderungen gegen-
Uber des nativen fog-Clusters aufweisen, mussten diese mit den angepassten Primerpaaren
prJN140/273 bzw. prJN141/274 neu amplifiziert werden. Wie fir die vorherigen Deletionsplasmide
wurden diese Flanken mit AfpyrG und dem Riickgrat von pYWB2 via HR in S. cerevisiae zusammen
kloniert. Das entstandene pJNO51 (Abbildung 60A) wurde mittels BamHI-Verdau kontrolliert (Abbil-
dung 60B; Erwartete Fragmente: 1798, 5751 bp). Durch Transformation von A. nidulans JNO20 mit
dem Swal-linearisierten pJNO51 wurde der AfogEFGH-Stamm A. nidulans JN029 geschaffen (Abbil-
dung 60D). Die Abwesenheit von fogG wurde (iber PCR mit prJIN165/166 bestatigt (Erwartetes Frag-
ment: keins; Positivkontrolle oder negativer Transformand: 1102 bp). Zur Kontrolle der korrekten
Integration der Markerkassette wurden PCRs mit den Primerpaaren prIN147/167 (Erwartetes Frag-
ment: 1804 bp) und prJN144/168 (Erwartetes Fragment: 1858 bp) durchgefiihrt (Abbildung 60C).
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Abbildung 59: Kontrolle von pJN041 und dem AfogEFH-Stamm A. nidulans JN020

Plasmidkarte von pJN0O41 (A). Restriktionsverdau von pJN041 mit Kpnl und Xbal (Erwartete Fragmente: 272, 779, 2194,

3356, 4147, 4849, 9085 bp) (B). Kontroll-PCR fir A. nidulans JNO20 (Erwartetes Fragment: 1105 bp) (C). WeiBer Phanotyp
von A. nidulans JNO20 (D). Genotyp von A. nidulans JNO20 (E).
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Abbildung 60: Kontrolle von pJN051 und dem AfogEFGH-Stamm A. nidulans JN029
Plasmidkarte von pJNO51 (A). Restriktionsverdau von pJNO51 mit BamHI (Erwartete Fragmente: 1798, 5751 bp) (B). Kon-

troll-PCR filir A. nidulans JNO29 (Erwartete Fragmente: fogG: keins, 5‘: 1804 bp, 3‘: 1858 bp) (C). Genotyp von A. nidulans
JNO29 (D).
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Abbildung 61: LC-MS-Analyse des Rohextrakts der AfogEFH- bzw. AfogEFGH-Mutanten A. nidulans JN020 und JN029
Veglichen mit der Expression des kompletten Clusters (A) sind in den AfogEFH- (B) und AfogEFGH- (C) Stammen keine
Salicylaldehyde 1a — 1f zu finden. Wie bei der Deletion von fogE akkumulieren in beiden Stammen die Salicylalkohole 6a
— 6d, sowie zwei neue Intermediate: die hydroxylierten Salicylalkohole 7a und 7b werden nicht zu den Endprodukten
umgesetzt, da die restlichen Enzyme des Pathways fehlen (D). Beide Stamme zeigen ein identisches Sekundarmetabolit-
profil.
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Die AfogEFH- und AfogEFGH-Stamme A. nidulans JNO20 und JNO29 wurden auf 25 g Reismedium bei
25°C inkubiert. Eine Probe nach 10 Tagen wurde mit Ethylacetat extrahiert und Gber LC-MS analy-
siert. Wie im AfogE-Stamm JNOO7 zuvor konnten sowohl in JNO20 als auch in JNO29 die Intermediate
6a — 6d detektiert werden. Zusammen mit den Ergebnissen aus der Deletion der einzelnen Gene
fogA, fogB, fogC, fogD und fogG kann darauf geschlossen werden, dass die Enzyme FogABCD dafiir
benotigt werden die ersten korrekt zyklisierten, aromatischen Intermediate (6a — 6d) der Flavoglau-
cinbiosynthese zu bilden. Das Polyketid wird von FogABCD nicht etwa als 2-Alkyl-Salicylsaure oder 2-
Alkyl-Salicylaldehyd freigesetzt, sondern scheinbar in zwei Reduktionsschritten zu 2-Alkyl-Salicylalko-
hol reduziert.

Anstelle der in JNOO7 beobachteten Endprodukte wurden hier allerdings zwei neue Substanzen 7a
und 7b sichtbar. Die Isolierung und Identifizierung dieser Substanzen wird im nachsten Kapitel Gber
den AfogH-Stamm A. nidulans JNOO6 naher thematisiert. Bei diesen Substanzen handelte es sich um
3,6-Dihydroxy-2-Alkyl-Benzylalkohole, also die an C3 hydroxylierten Produkte aus 6a und 6b. Diese
wurden héchstwahrscheinlich wie zuvor im AfogE-Stamm A. nidulans JNOO7 durch ein intrinsisches
A. nidulans-Enzym hydroxyliert. Da aber in JNO20 und JN029 die weiteren Enzyme des Pathways nicht
produziert werden, wurden 7a und 7b nicht weiter zu den Clusterendprodukten 1a und 1b umge-
setzt.
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4.1.6 Prenylierung der 2-Alkyl-3,6-Dihydroxybenzylalkoholintermediate und ihre spontante Oxi-
dation zu Chinonen

4.1.6.1 Deletion von fogH in Aspergillus nidulans JNO04

Die aromatische Prenyltransferase FogH ist mit hoher Wahrscheinlichkeit flr die Prenylierung eines
aromatischen Vorldufermolekiils an C5 verantwortlich. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde das
Gen fogH in A. nidulans JNOO4 deletiert, was zur Akkumulation eines unprenylierten Intermediats
fihren sollte. Das Plasmid zur Deletion wurde wie die anderen Deletionskonstrukte kloniert. Dazu
wurden die 5- und 3‘-flankierenden Regionen von fogH mit den Primerpaaren prJN119/120 und
prJN121/122 amplifiziert und mit dem PCR-linearisierten Rickgrat von pYWB2 und AfpyrG mittels HR
in Hefe zu pJNO19 kloniert (Abbildung 62A). pJNO19 wurde durch einen Restriktionsverdau mit BamHiI
kontrolliert (Abbildung 62B; Erwartete Fragmente: 807, 1197, 5545 bp). Die fogH-Deletionsmutante
A. nidulans JN0OO6 entstand nach Transformation des Clusterexpressionsstamms JNO04 mit Swal-line-
arisiertem pJNO19 (Abbildung 62D). Die Abwesenheit von fogH wurde durch PCR mit den Primern
prIN145 und prJN146 bestatigt (Abbildung 62C; Erwartetes Fragment: keins, in Positivkontrolle: 1018
bp), wahrend die korrekte Integration der Flanken mit den Primerpaaren prJN143/167 (Erwartetes
Fragment: 1314 bp) und prJIN144/168 (Erwartetes Fragment: 1257 bp) kontrolliert wurde.
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pPrIN120 priNi21
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D - | -
foge 00F f00G AfpyrG ffogl waPKS-Promoter
fogD|
A. nidulans JN006 (AfogH in JN004) fogC
waPKS-down fogBl

Abbildung 62: Kontrolle von pJN019 und dem AfogH-Stamm A. nidulans JN0O06

Plasmidkarte von pJNO19 (A). Restriktionsverdau von pJN019 mit BamHI (Erwartete Fragmente: 807, 1197, 5545 bp) (B).
Kontroll-PCR fiir A. nidulans JNOO6 (Erwartete Fragmente: fogG: keins, 5‘: 1314 bp, 3‘: 1257 bp) (C). Genotyp von A. nidu-
lans JNOO6 (D).
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Nach einer 10-tagigen Inkubation von A. nidulans JNOO6 auf 25 g Reismedium bei 25°C erfolgte die
Extraktion einer Probe mit Ethylacetat und ihre Analyse via LC-MS. Dabei konnten im Gegensatz zu
A. nidulans JNOO4 keine Clusterendprodukte 1a — 1f mehr nachgewiesen werden. Stattdessen akku-
mulierten die schon im fogABCDI-Expressionsstamm JNO29 beobachteten Intermediate 7a und 7b
(Abbildung 63B). Anhand der Massen von 7a ([M — H]” m/z 237.1491; errechnet: [M-H]” m/z
237.1485) und 7b ([M — H]” m/z 235.1332; errechnet: [M-H]™ m/z 235.1329) konnten ihre Summen-
formeln C14H2203 und Ci14H2003 aufgestellt werden.
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Abbildung 63: LC-MS-Analyse des Rohextrakts der AfogH-Mutante A. nidulans JNOO6

In der AfogH-Mutante A. nidulans JNOO6 konnten die Intermediate 7a und 7b beobachtet werden (B). Die Clusterendpro-
dukte 1a — 1f, wie sie von JNO04 produziert werden (A), waren hingegen nicht mehr zu erkennen. Spuren von 7¢ mit zwei
und 7d mit drei Doppelbindungen in der Seitenkette konnten zwar in der Masse entdeckt werden, wurden aber nicht
isoliert.

129



Ergebnisse

Die Kultivierung von A. nidulans JNOO6 zur Isolierung von 7a und 7b erfolgte auf 30x 250 g Reisme-
dium in 2 L Fernbachkolben bei 25°C fiir 10 Tage. Wie die anderen Intermediate zuvor wurden diese
auch von Frau Dr. Huomiao Ran isoliert.

Die Intermediate wurden von Fr. Dr. Ran als die 2-Alkyl-3,6-Dihydroxybenzylalkohole Violaceoid C
(7a) und A (7b) identifiziert,**! was darauf hindeutete, dass die durch FogE hydroxylierten Produkte
die Substrate von FogH darstellen. Spuren der Derivate mit zwei (7c) oder drei (7d) Doppelbindungen
konnten durch die EICs auch detektiert werden (Abbildung 63B), wurden aber nicht isoliert. Interes-
santerweise wurden in den EICs fiir die Massen von C14H1603, C14H1803 und C14H2003 weitere Signale
bei einer Retentionszeit zwischen 30 und 35 min entdeckt. Diese Signale werden durch die Ergebnisse
in den Kapiteln 4.1.6.2 und 4.1.7.1 naher erklart.

4.1.6.2 FogH in vitro-Assays und Stabilitat der 2-Heptyl-3,6-Dihydroxybenzylalkohol-Interme-
diate

FogH war schon zuvor Gegenstand einer Studie, die in unserem Labor von Frau Viola Wohlgemuth
durchgefuhrt wurde.'*® In dieser Studie wurde postuliert, dass FogH (in dieser Studie bezeichnet mit
seiner Accession number EYE95342) an der Prenylierung von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie
beteiligt ist, allerdings konnte mit diesen Substraten keine Aktivitat nachgewiesen werden. Als Be-
standteil des fog-Clusters ist es jedoch wahrscheinlicher, dass ein Intermediat der Flavoglaucinbio-
synthese das eigentliche Substrat von FogH darstellt. Durch die Deletion von fogH und die Akkumu-
lation der unprenylierten Intermediate 7a und 7b wurde diese Annahme bestarkt. Zur Bestatigung
und genaueren Untersuchung seiner Funktion wurde FogH heterolog in E. coli Gberproduziert und in
in vitro-Assays mit verschiedenen Substraten getestet.

Die heterologe Expression von fogH erfolgte nicht exakt wie zuvor beschrieben,'® sondern wurde
modifiziert. Kompetente E. coli XL1-Blue wurden mit dem Plasmid pVW84 transformiert. Eine Uber-
Nacht-Vorkultur des transformierten Stamms wurde dazu benutzt 20 x 100 ml LB in 250 ml Erlen-
meyerkolben auf eine ODggo von 0,6 zu inokulieren. Diese Kulturen wurden bei 30°C, schiittelnd mit
230 rpm fiir 16,5 h inkubiert. Eine Induktion mit IPTG erfolgte nicht, da die Basalexpression des T5-
Promotors unter Kontrolle zweier lac-Operatoren (pVW84 basiert auf dem kommerziellen Plasmid
pQE-70) ausreicht das l6sliche Protein zu produzieren. Dadurch wird in diesem speziellen Fall eine
Prazipitation durch GbermaRige Expression vermieden. Das rekombinante Protein enthielt einen C-
terminalen Hexahistidin-Tag und wurde (iber Affinitdtschromatographie mit NiNTA-Agarose aufge-
reinigt. Zur Abtrennung von letzten Hintergrundproteinen und zum Pufferaustausch wurde das re-
kombinante FogH einer Gelfiltration unterzogen. Das isolierte Protein wurde (iber SDS-PAGE analy-
siert (Mw FogH-6xHis: 50,9 kDa) (Abbildung 64A).

Die in vitro-Assays zur Bestimmung der FogH-Aktivitat (50 ul) enthielten 10 mM CaCl,, 2 mM DMAPP,
0,5 -5 % Glycerin, bis zu 5 % DMSO, 0,1 mM des jeweiligen Substrats und 0,1 uM gereinigte rekom-
binante FogH. Die Reaktionen wurden fiir 10 min bei 37°C inkubiert und durch Zugabe von 50 pl
Acetonitril terminiert. Nach Zentrifugation wurden die Assays tGber HPLC analysiert. In dem 10-mini-
tigen Assay wurden 77,7 % des unprenylierten 2-Heptyl-3,6-Dihydroxybenzylalkohols Violaceoid C
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(7a) zu 9a konvertiert (Abbildung 64B). Die Strukturaufklarung, durchgefiihrt von Frau Dr. Huomiao
Ran, identifizierte 9a wie erwartet als das an C5 prenylierte Produkt von 7a. Wahrend der Isolierung
beider Produkte aus einem auf 10 ml hochskalierten Assay wurde bemerkt, dass 9a spontan zu sei-
nem Chinon 10a oxidieren kann, welches in dem FogH Assay mit einer Ausbeute von 2,3 % ebenfalls
entdeckt werden konnte.
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Abbildung 64: SDS-PAGE des rekombinanten FogH-6xHis und in vitro-Assays von FogH mit 7a, 8a oder 11a

Als GroRenstandard (Spur M) fir die SDS-PAGE (A) wurde das Amersham LMW Calibration Kit (GE Healthcare, Chicago,
IL, USA) benutzt. Die Masse des isolierten Proteins (Spur 1) stimmte ungefahr mit der errechneten Masse von FogH-6xHis
(50,9 kDa) liberein. FogH prenyliert sowohl das Hydrochinon 7a (B), als auch sein Chinon 8a (C). Das Salicylaldehyd 11a
wird nicht durch FogH akzeptiert (D), was die Wichtigkeit der reduktiven Freisetzung des ersten aromatischen Interme-
diaten als Alkohol unterstreicht.

Durch Inkubation in wassriger Lésung bei 25°C flir 4 h konnte eine spontane Konversion zwischen
dem Hydrochinon 7a, seinem Benzochinon 8a und dem Salicylaldehyd 11a, sowie zwischen ihren
prenylierten Pendants 9a, 10a und dem Clusterendprodukt 1a nachgewiesen werden. Oxidation von
7a zu 8a konnte bereits nach 30 min beobachtet werden (Abbildung 65A). Interessanterweise redu-
zierte 8aim Gegenzug wieder spontan zu 7a oder oxidierte weiter zum Salicylaldehyd 11a (Abbildung
65B). Das Verhaltnis zwischen dem Reduktionsprodukt 7a und dem Oxidationsprodukt 11a betrug
ungefdhr 1:1. Die prenylierten Substanzen 9a und 10a verhielten sich dhnlich. Das Hydrochinon 9a
oxidierte spontan zum Chinon 10a (Abbildung 65C), wahrend 10a in wassriger Losung sowohl spon-
tan zu 9a reduzierte als auch zum Aldheyd 1a oxidierte (Abbildung 65D).
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Abbildung 65: Konversion zwischen 7a, 8a und 11a bzw. 93, 10a und 1a

In wassriger Losung oxidierte 7a einfach zu 8a (A), 8a jedoch konnte spontan sowohl zu 7a reduzieren als auch weiter zu
11a oxidieren (B). Genauso verhalten sich ihre prenylierten Pendants: 9a oxidiert spontan zum Chinon-Alkohol 10a, 10a
hingegen kann wieder spontan zum Hydrochinon-Alkohol 9a reduzieren (C) wahrend eine vergleichbare Menge des Sa-

licylaldehyds 1a gebildet wird (D). Die Stabilitdtstests wurden nur in Doppelbestimmung durchgefiihrt, deswegen sind
keine Fehlerbalken verzeichnet.

Das Chinon 8a wurde ebenfalls in einem in vitro-Assay mit FogH getestet (Abbildung 64C). Dieses
wurde zu 41,0 % zu 10a umgesetzt. Das von Frau Dr. Huomiao Ran synthetisierte Hydrochinon-Alde-
hyd 11a jedoch wurde von FogH nicht konsumiert, was darauf hinweist, dass die Benzylalkoholfunk-
tion eine Voraussetzung fiir die Prenylierung durch FogH ist. Durch diese Ergebnisse erscheint es
sinnvoll, dass das Polyketid als Benzylalkohol von FogABCD freigesetzt und nicht nur in einer 2e™-
Reduktion als Aldehyd abgespalten wird, obwohl die prenylierten Benzylalkohole final wieder zu Al-
dehyden reoxidiert werden miuissen.

Die Kinetiken fiir den Umsatz von 7a und 8a mit FogH wurden von Fr. Dr. Ran bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass der Umsatz beider Substrate einer Michaelis-Menten-Kinetik folgt (Abbildung 66). Der Kwv
fur 7a betrug 0,07 + 0,01 mM mit einem Kcat von 2,02 + 0,08 s, Fiir 8a war der Km mit 0,09 + 0,01
mM leicht héher, dafiir betrug der Keat nur 1,15 + 0,04 s, Bei einer katalytischen Effizienz von 28,86
st mmol? L mit 7a gegentiber 12,78 s'* mmol™ L mit 8a setzt FogH die Hydrochinonform wesentlich
effizienter um. Diese Annahme wird auch dadurch bestéarkt, dass 7a und 7b die hauptséachlich akku-
mulierten Intermediate im AfogH-Stamm A. nidulans JNOO6 sind.
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Abbildung 66: Michaelis-Menten-Kinetik von FogH mit den Substraten 7a und 8a
Der Umsatz von 7a (A) und 8a (B) durch FogH folgt einer Michaelis-Menten-Kinetik. 7a scheint aufgrund der leicht erh6h-
ten Affinitat zu FogH und des effizienteren Umsatzes das bessere Substrat zu sein.

4.1.7 Reoxidation der prenylierten Salicylalkoholintermediate zum finalen Aldehyd

4.1.7.1 Deletion von fogF in Aspergillus nidulans JNO04

Die Produkte der Prenyltransferase FogH 9a — 9d unterscheiden sich nur durch die Oxidationsstufe
der Hydroxymethylgruppe von den finalen Clusterendprodukten 1a — 1d. Im vorherigen Kapitel
wurde zwar nachgewiesen, dass die prenylierten Hydrochinon-Benzylalkohole (iber ihre Chinonform
auch spontan zu den finalen Aldehyden oxidiert werden, allerdings nur in einer geringen Rate. Sowohl
im Ursprungsorganismus A. ruber QEN-0407-G2 als auch im heterologen Expressionstamm A. nidu-
lans JNOO4 konnten ausschlieBlich nur die Aldehyde detektiert werden. Das deutet darauf hin, dass
die vollstandige Reoxidation der Salicylalkohol-Intermediate zu den Salicylaldehyd-Endprodukten en-
zymatisch katalysiert wird. Ein Abgleich der Sequenz von FogF mit der NCBI conserved domain data-
base zeigte, dass dieses die Moglichkeit besitzt FAD zu binden und somit potenziell eine Oxidoreduk-
tasefunktion Gibernehmen kann. Zur Untersuchung seiner Funktion wurde das Gen fogF in A. nidulans
JNOO4 deletiert.

Das Plasmid zur Deletion von fogF wurde analog zu den bisherigen Deletionskonstrukten kloniert. Zur
Amplifikation der 5‘- und 3‘-Flanken von fogF dienten die Primerpaare prJN135/136 und
prJN137/138. Zusammen mit AfpyrG und dem Rickgrat von pYWB2 wurden die Fragmente durch
homologe Rekombination in S. cerevisiae zum Vektor pJNO23 kloniert (Abbildung 67A). Durch einen
Restriktionsverdau mit EcoRIl und Hindlll wurde pJN023 auf seine Korrektheit Gberprift (Abbildung
67B; Erwartete Fragmente: 133, 216, 498, 1381, 5321 bp). Nach Transformation von A. nidulans
JNOO4 Protoplasten mit Swal-linearisiertem pJNO23 entstand der AfogF-Stamm A. nidulans JNO10
(Abbildung 67D). Das Fehlen von fogF wurde iber PCR mit den Primern prJN161 und prJN162 kon-
trolliert (Abbildung 67C; Erwartetes Fragment: keins, Positivkontrolle: 1026 bp). Die Integritat der
umgebenden Flanken wurde durch PCR mit den Primern prIN159/167 (Erwartetes Fragment: 1299
bp) und prIN160/168 (Erwartetes Fragment: 1246 bp) bestatigt.
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Abbildung 67: Kontrolle von pJN023 und dem AfogF-Stamm A. nidulans JNO10

Plasmidkarte von pJN023 (A). Restriktionsverdau von pJN023 mit EcoRIl und Hindlll (Erwartete Fragmente 133, 216, 498,
1381, 5321 bp) (B). Kontroll-PCR fiir den AfogF-Stamm A. nidulans JNO10 (Erwartete Fragmente: fogF: keins, 5°: 1299 bp,
3‘:1246 bp) (C). Genotyp von A. nidulans JNO10 (D).

A. nidulans JNO10 wurde auf 25 g Reismedium bei 25°C kultiviert. Eine Probe nach 10 Tagen wurde
mit Ethylacetat extrahiert und der Extrakt wurde (iber LC-MS analysiert. Verglichen mit dem fog-
Cluster Expressionsstamm JNOO4 (Abbildung 68A) konnten nach Deletion von fogF noch immer mo-
derate Mengen der Clusterendprodukte 1a — 1d festgestellt werden, aber zusatzlich akkumulierten
die Intermediate 9a — 9d (Abbildung 68B). 9a war schon als Produkt von FogH bekannt und anhand
der Massen von 9b ([M — H]" m/z 303.1983; errechnet: C19H2503 [M-H]" m/z 303.1955), 9¢ ([M — H]~
m/z 301.1815; errechnet: C19H2603 [M-H]" m/z 301.1798) und 9d ([M — H]" m/z 299.1657; errechnet:
Ci19H2403 [M-H]  m/z 299.1642) lieR sich darauf schlieBen, dass diese sich durch die Anzahl ihrer Dop-
pelbindungen in der C7-Seitenkette von 9a unterschieden.

Zur Isolierung der Intermediate wurde A. nidulans JNO10 auf 10 x 250 g Reismedium in 2 L Fernbach-
kolben bei 25°C fiir 10 Tage inkubiert. Die Isolierung und Strukturaufklarung wurde von Frau Dr.
Huomiao Ran durchgefiihrt. Schon bei der Isolierung konnte beobachtet werden, dass 9a teilweise
zu seinem Chinon 10a oxidiert, wahrend 9b zu dem neuen Produkt 12b konvertierte. Nach spontaner
Oxidation von 9b (iber sein Chinon 10b kommt es hochstwahrscheinlich zu einer intramolekularen
Zyklisierung zwischen dem C3-Sauerstoff und C2' was zur Bildung von 12b mit seinem Benzofuran-
kern fihrt (Abbildung 69).

Dieses Phanomen kénnte auch die zusatzlichen Signale bei einer Retentionszeit zwischen 30 und 35
min in den EICs flr die Massen von 7b — 7d in den AfogEFH- (JNO20), AfogEFGH- (JNO29) und AfogH-
Stammen (JNOOG6) erklaren (Abbildung 61 und Abbildung 63). Die dazugehoérigen Substanzen wurden
nicht isoliert, da sie nur als Spur in der Masse erkennbar waren, aber bei ihnen handelt es sich hochst-
wahrscheinlich um Derivate von 7b — 7d mit einem Benzofurankern 13b — 13d (Abbildung 69).
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Abbildung 68: LC-MS-Analyse des Rohextrakts der AfogF-Mutante A. nidulans JNO10
Wie im Clusterexpressionsstamm JNOO4 (A) konnten auch im Extrakt der AfogF-Mutante A. nidulans JN010 (B) die Clus-
terendprodukte 1a — 1d entdeckt werden, allerdings in signifikant geringerer Menge. Stattdessen akkumulierten hier die
Intermediate 9a — 9d, die sich nur durch die Oxidationsstufe der Hydroxymethylgruppe von Flavoglaucin und seinen Ana-
loga unterschieden.
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Abbildung 69: Spontane Bildung eines Benzofurankerns durch intramolekulare Zyklisierung

4.1.7.2 Fiitterungsexperimente mit dem heterologen fogF-Expressionsstamm Aspergillus nidu-
lans JNO25

Die Akkumulierung der 2-Alkyl-3,6-Dihydroxy-5-(3“-Methylbut-2-enyl)-Benzylalkohole 9a — 9d ist
ein Hinweis darauf, dass FogF die finale Oxidation der Hydroxymethylgruppe zu einem Aldehyd kata-
lysiert. Zur weiteren Uberpriifung dieser Hypothese wurde versucht, FogF heterolog in E. coli zu pro-
duzieren und seine Funktion in in vitro-Assays zu bestatigen. Dazu wurde fogF von cDNA amplifiziert
und Uber HR in E. coli in verschiedene Expressionsvektoren kloniert. So entstanden die Vektoren
pJNO40, pJNO42 und pJNO44 (Tabelle 8). Diese Konstrukte unterschieden sich in der Nutzung des T5-
oder T7-Promotorsystems und der Position des Hexahistidintags fir die Aufreinigung des Proteins
Uber Affinitatschromatographie. Die Expression von fogF mit diesen Konstrukten wurde in verschie-
denen E. coli-Stammen bei verschiedenen Temperaturen durch Induktion mit unterschiedlichen
Mengen IPTG (bei ODesoo 0,5) getestet (Tabelle 59). Unter keiner der getesteten Bedingungen konnte
funktionelles FogF gewonnen werden (Daten nicht gezeigt).

Alternativ zur Produktion des Proteins in E. coli wurde ein A. nidulans Stamm geschaffen, der fogF
unter der Kontrolle des starken, konstitutiven gpdA-Promotors exprimiert. Zunachst wurde fogF zu-
sammen mit 494 bp stromabwarts des Stopcodons als natlirlicher Terminator mit den Primern
prIN277 und prJN278 amplifiziert. Uber HR in E. coli wurde dieses Fragment mit dem Sfol-linearisier-
ten pJNO17 zum fogF-Expressionsplasmid pJNO52 kloniert (Abbildung 70A). pJNO52 wurde durch Ver-
dau mit Hindlll auf seine Korrektheit Gberprift (Abbildung 70B; Erwartete Fragmente: 2408, 2990,
6068 bp). Durch Transformation von A. nidulans LO8030 Protoplasten mit dem Swal-linearisierten
pJNO52 entstand der fogF-Expressionsstamm A. nidulans JNO25. Durch eine Kontroll-PCR mit dem
Primerpaar prJN200/201 wurde die Anwesenheit von fogF in dem Stamm bestéatigt (Abbildung 70C;
Erwartetes Fragment: 1429 bp). Der weie Phanotyp der Transformanden zeigt die korrekte Integra-
tion in den wA-PKS-Lokus (Abbildung 70D).
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Tabelle 59: Bedingungen fiir die Testexpression von fogF in E. coli

Vektor Bedingung Funktionelle Produktion von FogF in E. coli-Stamm?
BL21(DE3) Rosetta (DE3) pLysS M15 XL1-Blue
pJNO40 37°C; 0,1 mM IPTG; 24 h nein nein n.d. n.d.
37°C; 0,5 mM IPTG; 24 h nein nein n.d. n.d.
37°C; 1 mM IPTG; 24 h nein nein n.d. n.d.
30°C; 0,1 mM IPTG; 24 h nein nein n.d. n.d.
30°C; 0,5 mM IPTG; 24 h nein nein n.d. n.d.
30°C; 1 mM IPTG; 24 h nein nein n.d. n.d.
20°C; 0,1 mM IPTG; 16 h nein nein n.d. n.d.
20°C; 0,5 mM IPTG; 16 h nein nein n.d. n.d.
20°C; 1 mM IPTG; 16 h nein nein n.d. n.d.
pJNO42 37°C; 0,1 mM IPTG; 24 h nein nein nein nein
37°C; 0,5 mM IPTG; 24 h nein nein nein nein
37°C; 1 mM IPTG; 24 h nein nein nein nein
30°C; 0,1 mM IPTG; 24 h nein nein nein nein
30°C; 0,5 mM IPTG; 24 h nein nein nein nein
30°C; 1 mM IPTG; 24 h nein nein nein nein
20°C; 0,1 mM IPTG; 16 h nein nein nein nein
20°C; 0,5 mM IPTG; 16 h nein nein nein nein
20°C; 1 mM IPTG; 16 h nein nein nein nein
pJNO44 37°C; 0,5 mM IPTG; 16 h nein nein n.d. n.d.
30°C; 0,5 mM IPTG; 16 h nein nein n.d. n.d.
16°C; 0,5 mM IPTG; 16 h nein nein n.d. n.d.
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Abbildung 70: Kontrolle von pJN052 und dem fogF-Expressionsstamm A. nidulans JN025

Plasmidkarte von pJNO52 (A). Restriktionsverdau von pJNO52 mit HindlIll zur Kontrolle (Erwartete Fragmente: 2408, 2990,
6068 bp) (B). Kontroll-PCR zur Bestatigung der Anwesenheit von fogF (Erwartetes Fragment: 1429 bp) (C). WeiBer Pha-
notyp des Stamms A. nidulans JN025 (D).

Diesem fogF-Expressionsstamm wurden potenzielle Substrate zugefittert, um zu Uberprifen, ob
diese durch FogF umgesetzt werden. A. nidulans JNO25 wurde in 5 ml PDB bei 25°C inkubiert. Nach
Inokulierung der Kultur mit ca. 4 x 10° Sporen wurden 50 uM des zu testenden Substrats zugegeben.
Nach 4 Tagen wurde die komplette Kultur mit Ethylacetat extrahiert und der Extrakt wurde iber HPLC
bzw. LC-MS analysiert. Neben dem Umsatz im fogF-Expressionsstamm JNO25 wurde auch die Stabili-
tat des Substrats in PDB und in Anwesenheit des Negativkontrollstamms JNOO2 analysiert.
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In PDB ohne Anwesenheit eines Pilzes wurde 9a in diesen 4 Tagen zu 66,5 % zu 10a oxidiert, welches
zu 15,5 % weiter zu 1a umgewandelt wurde (Abbildung 71Aiii). Im Medium schien hauptsachlich das
Chinon vorzuliegen. In Anwesenheit des fogF-Expressionsstamms wurden 95,0 % von 9a zum End-
produkt 1a konvertiert (Abbildung 71Ai). Im Vergleich dazu konnte in der Negativkontrolle nur ein
2,8 %iger Umsatz zu 1a beobachtet werden (Abbildung 71Aii). In dieser Kultur war 9a noch immer
die dominante Substanz (77,0 %), nur 20,0 % wurden zum Chinon 10a oxidiert. Scheinbar schafft die
Anwesenheit des Pilzes Bedingungen, in denen bevorzugt die reduzierte Hydrochinonform vorliegt.
Das wird nicht nur durch die detektierten Produkte 9a — 9d in der AfogF-Mutante JNO10 bestatigt
(Abbildung 68), sondern auch durch Fitterungsexperimente mit dem Chinon 10a. Wie Abbildung
71Bi zu entnehmen ist, wurden 98,7 % des zugefiitterten 10a in Anwesenheit von A. nidulans JN025
zu 1a umgesetzt, wahrend in dem Experiment mit dem Negativkontrollstamm JNOO2 nur 1,4 % 1a zu
beobachten waren (Abbildung 71Bii). Daflir wurde 10a dort zu 87,0 % wieder zu seinem Hydrochinon
9a reduziert. Es ist denkbar, dass das zugefiitterte 10a durch die Umgebungsbedingungen zu 9a re-
duzierte, was anschlieBend von FogF zu 1a oxidiert wurde. Des Weiteren tragt die spontane Konver-
sion von Chinonmolekiilen zu den Hydrochinonformen des Benzylalakohols bzw. -aldehyds auch zur
Anwesenheit von 9a, 10a und 1a in den Negativ- bzw. Mediumkontrollen bei. Diese Ergebnisse zei-
gen, dass FogF in der Tat fiir die Reoxidation der durch FogE und FogH modifizierten Salicylalkohole
zu den finalen Salicylaldehydprodukten zustandig ist.
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Abbildung 71: Fiitterung von 9a und 10a zum fogF-Expressionsstamm A. nidulans JN025

Nach Zuflttern von 9a zu dem fogF-Expressionsstamm JNO25 (A) wurden liber 95 % zum finalen Produkt 1a oxidiert. Im
Medium oxidierte der GroRteil zum Chinon 10a und nur in geringer Menge weiter zu 1a. In Anwesenheit der Negativkon-
trolle blieb das Hydrochinon 9a stabil. Nach Zugabe von 10a (B) konnte dhnliches beobachtet werden. Vermutlich wurde
10a in Anwesenheit des Pilzes zu 9a reduziert, was dann von FogF weiter zu 1a oxidiert wurde.
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Auller dem prenylierten Intermediat 9a und seinem Chinon 10a wurde auch das unprenylierte 7a als
mogliches Substrat flr FogF zugefittert. In Abwesenheit des Pilzes im Medium oxidierte 7a wie er-
wartet groRtenteils zu seinem Chinon 8a (75,4 %) und in geringem Mal3e weiter zu dem Aldehyd 11a
(13,2 %) (Abbildung 72Aiii). Verglichen mit der Negativkontrolle (Abbildung 72Aii) war im Extrakt des
fogF-Expressionsstamms JNO25 keine signifikante Bildung des Aldehyds 11a zu erkennen (Abbildung
72Ai). Wie schon bei seinem prenylierten Pendant beobachtet werden konnte, blieb das Hydrochinon
7a in Anwesenheit des Negativkontrollstamms JNOO2 sowie des fogF-Expressionstamms JNO25 Uber-
wiegend stabil (ca. 90 %) und konvertierte nur wenig zu 8a (ca. 9 %) bzw. 11a (ca. 1 %). Diese Ergeb-
nisse lassen darauf schlieBen, dass die Prenylgruppe fir die Oxidation zum Salicylaldehyd essenziell
ist und diese Reaktion den letzten Schritt der Flavoglaucinbiosynthese darstellt. Das stimmt damit
Uberein, dass nach Deletion des Prenyltransferasegens fogH keine unprenylierten Aldehyde entdeckt
werden konnten (Abbildung 63).
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Abbildung 72: Fiitterung von 7a und 12b zum fogF-Expressionsstamm A. nidulans JN025

Die Wichtigkeit der Prenylgruppe fiir die Oxidation durch FogF wurde dadurch unterstrichen, dass nach Zufiittern von 7a
zum fogF-Expresionstamm JNO25 kein signifikanter Umsatz zu seinem Aldehyd 11a stattfand (A). Das Hydrochinon 7a
und sein Chinon 8a verhielten sich identisch zu ihren prenylierten Pendants im Hinblick auf ihre spontane Konversion.
Die Benzofuranverbindung 12b wurde von FogF nicht zum erwarteten Aldehyd 14b umgesetzt, stattdessen wurde ein
anderes Produkt gebildet, das noch nicht nadher identifiziert wurde (B). UV- und Massenspektrum des unidentifizierten
Produkts (C).
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Als weiteres potenzielles Substrat fiir FogF wurde A. nidulans INO25 eine Verbindung mit Benzofuran-
kern 12b zugefiittert (Abbildung 72B). Dieses wurde nicht zum erwarteten Aldehyd 14b umgesetzt,
was dadurch bestatigt wurde, dass im EIC fir das [M-H]-lon von 14b kein Signal auftritt. Auch die
EICs fiir andere Addukte wie z.B. [M-H+HCOOH];, [M-H2+Na], [2M-H] oder [2M-H+HCOOH] wiesen
kein passendes Signal auf (Daten nicht gezeigt). Stattdessen wurde ein neues Produkt gebildet, was
bisher noch nicht weitergehend untersucht werden konnte (Abbildung 72Bi und C).

4.1.8 Positive Regulation der Flavoglaucinbiosynthese durch Fogl

4.1.8.1 Deletion von fogl in Aspergillus nidulans JNO04

Das letzte Gen im fog-Cluster fogl hat vermutlich keine biosynthetisch relevante Funktion. Eine Ana-
lyse der Proteinsequenz von Fogl mit der NCBI conserved domain database ergab, dass sich innerhalb
der ersten 45 N-terminalen Aminosauren eine GAL4-dhnliche Zn(11)2Cys6-binuklear-Cluster DNA-Bin-
dedomaéne zu finden ist. Wie in Kapitel 1.5.4 erlautert, tritt diese hauptsachlich in Transkriptionsre-
gulatoren von Pilzen auf, was darauf schliefRen lasst, dass Fogl eine regulatorische Funktion in Bezug
auf die Flavoglaucinybiosynthese einnehmen kénnte. Sein Einfluss auf die Produktion von Flavoglau-
cin und seinen Analoga sollte durch Deletion von fogl im Clusterexpressionsstamm A. nidulans JNO04
naher untersucht werden.
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Abbildung 73: Kontrolle von pJN053 und dem Afogl/-Stamm A. nidulans JNO33

Plasmidkarte von pJNO53 (A). Restriktionsverdau von pJNO53 mit Scal (Erwartete Fragmente 923, 2060, 4566 bp) (B).
Kontroll-PCR fiir den Afogl/-Stamm A. nidulans JNO33 (Erwartete Fragmente: fogl: keins, 5: 628 bp, 3“: 1538 bp) (C). Ge-
notyp von A. nidulans JN033 (D).

Die 5- und 3‘-flankierenden Bereiche von fog/ wurden mit den Primerpaaren prJN280/281 und
prIN282/283 von A. ruber QEN-0407-G2 gDNA amplifiziert. Durch HR in S. cerevisiae wurden die Flan-
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ken mit AfpyrG und dem Riickgrat von pYWB2 zu dem fogl-Deletionsplasmid pJNO53 kloniert (Abbil-
dung 73A). Uber einen Restriktionsverdau mit Scal wurde pJN053 tberpriift (Abbildung 73B; Erwar-
tete Fragmente: 923, 2060, 4566 bp). Das Swal linearisierte pJNO53 wurde dazu genutzt Protoplasten
von A. nidulans JN004 zu transformieren. Dadurch entstand der Afogl-Stamm A. nidulans JNO33 (Ab-
bildung 73D). Die Deletion des Gens wurde durch PCR mit den Primern prJIN296 und prJN297 besta-
tigt (Erwartetes Fragment: keins; Positivkontrolle: 1306 bp). Uber PCR mit den Primerpaaren
prJN104/167 (Erwartetes Fragment: 628 bp) und prJN168/171 (Erwartetes Fragment: 1538 bp)

wurde die korrekte Integration der Flanken Giberpriift (Abbildung 73C).
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Abbildung 74: LC-MS-Analyse des Rohextrakts der Afogl-Mutante A. nidulans JN033

Im Vergleich zum Clusterexpressionsstamm JNOO4 (A) zeigte die Afogl-Mutante JNO33 (B) eine verringerte Produktion

der Clusterendprodukte 1a — 1h. Fogl scheint daher als ein positiver Regulator fiir den fog-Cluster zu dienen.
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A. nidulans JNO33 wurde auf 25 g Reismedium bei 25°C inkubiert. Eine Probe nach 10 Tagen wurde
mit Ethylacetat extrahiert und per LC-MS analysiert. Flavoglaucin (1a) und seine Analoga 1b — 1d,
sowie Spuren von 1e, 1f und 1h konnten detektiert werden (Abbildung 74B). Allerdings wurde von
allen Produkten, verglichen mit dem fog-Cluster Expressionsstamm A. nidulans JNOO4 (Abbildung
74A), signifikant weniger produziert. 1f und 1h konnten sogar nur als Spur in der Masse detektiert
werden. Wie in JNOO4 wurde auch hier kein 1g gebildet. Die verringerte Produktion der Clusterend-
produkte deutet darauf hin, dass Fogl als positiver Regulator des fog-Clusters fungiert, wie es auch
schon fir andere Transkriptionsfaktoren im Sekundarstoffwechsel berichtet wurde.170:442
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4.2 Untersuchungen zur Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie

4.2.1 Bioinformatische Analyse des Genclusters fiir die Echinulin-Biosynthese

In Kapitel 1.4.2 wurde schon naher beschrieben, dass Indolalkaloide der Echinulin-Familie aus ver-
schiedenen Pilzspezies isoliert wurden, unter anderem auch aus Ascomyceten der A. glaucus Gruppe
wie A. ruber, A. glaucus oder A. cristatus.t”°?443 Diese Substanzklasse war schon zuvor Gegenstand
zweier Studien in unserer Arbeitsgruppe, die sich hauptsachlich auf die kaskadischen Prenylierungs-
reaktionen und das Erproben der Substratspektren der Prenyltransferasen EchPT1 und EchPT2 aus
A. ruber fokussierten, 118444

Durch Genome Mining wurden in der ersten dieser Studien drei homologe Gencluster in den A. ruber,
A. glaucus und A. cristatus Genomen identifiziert.!'® Im Genom des sequenzierten A. ruber
CBS135680 ist dieser Cluster auf dem scaffold00003 der whole genome shotgun sequence (GenBank-
ID: KK088413) zu finden. Der identifizierte Cluster in A. ruber enthalt Gene, die potenziell fir eine
NRPS (EYE98744, EchPS), ein Cytochrom P450 Enzym (EYES8745, EchP450) und zwei Prenyltransfera-
sen (EYE98742, EchPT1 und EYE98746, EchPT2) kodieren (Abbildung 75; Tabelle 60). Biochemische
Untersuchungen mit (berproduziertem und gereinigtem rekombinantem Protein zeigten, dass
EchPT1 die reverse C2-Prenylierung von cyclo-L-Trp-L-Ala (15; Abbildung 76) katalysiert. Das Produkt
von EchPT1 Preechinulin (16) wird anschlieBend durch zwei aufeinander folgende Prenylierungsre-
aktionen, katalysiert durch EchPT2, iber Tardioxopiperazin A (17) zu Echinulin (19) umgesetzt. Dabei
kann ein Shuntprodukt 18 gebildet werden. In dieser Studie wurde postuliert, dass EchP450 beide
exo-Doppelbindungen benachbart zum Diketopiperazinring installiert und alleinig fiir die Bildung von
Stoffen der Neoechinulin A- (A'°) und Neoechinulin B- (A'%'#) Serie verantwortlich ist. Jedoch lagen
keine experimentellen Daten vor, um diese Hypothese zu unterstiitzen. AuRerdem wurde die ein-
deutige Bestatigung, dass der identifizierte Cluster fiir die Biosynthese der Echinuline zustandig ist,
auch noch nicht erbracht. Stromaufwarts von echPT2 liegen weitere Gene, die nach der ersten Ana-
lyse ihrer Funktion, keine fir die Echinuline biosynthetische Relevanz aufweisen. In Kapitel 4.2.5 wird
erlautert, warum drei dieser Gene aufgrund ihrer méglichen Oxidoreduktase-Aktivitat dennoch von
groflerem Interesse waren.

A. cristatus <__1<__l<;1 ? <? ? <2:‘ <7‘ ‘22><_H_2>0<?‘
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Abbildung 75: Vergleich des ech-Clusters und seiner umgebenden Gene aus A. ruber mit seinen Homologen in A. crista-
tus und A. glaucus

Die Accession-number ist unter den jeweiligen Genen notiert. Die Wiedergabe der Identitat in Prozent bezieht sich auf
die Aminosaduresequenz der kodierten Proteine. Der ech-Kerncluster umfasst die Gene von echPT1 (EYE98742) bis echPT2
(EYE98746).
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Tabelle 60: Putative Funktionen der Proteine kodiert durch den ech-Cluster und seine umgebenden Gene in A. ruber

Gen Linge (in bp) Protein Linge (in AA)  Putative Funktion

EURHEDRAFT_409074 1116 EYE98741 371 Neuraminidase

echPT1 (EURHED- 1302 EchPT1 417 Prenyltransferase

RAFT_448612) (EYE98742)

EURHEDRAFT_383835 1752 EYE98743 480 Genereller Substrat Transpor-
ter

echPS (EURHED- 6654 EchPS (EYE98744) 2113 Nicht-ribosomale Peptid Syn-

RAFT_472053 thetase

echP450 (EURHED- 1605 EchP450 534 Cytochrom P450

RAFT_409075) (EYE98745)

echPT2 (EURHED- 1280 EchPT2 409 Prenyltransferase

RAFT_448141) (EYE98746)

EURHEDRAFT_528589 2564 EYE98747 767 B-D-Glucosidase M

EURHEDRAFT_409077 1266 EYES8748 421 NADH-abhangige Flavin
Oxidoreduktase

EURHEDRAFT_374803 1172 EYE98749 352 Enoyl-Reduktase / Chaperon

EURHEDRAFT_383841 1317 EYES8750 422 Salicylat Hydroxylase

EURHEDRAFT_t31 72 - - tRNA

EURHEDRAFT_400000 2250 EYE98751 695 Acyl-CoA Oxidase

Die Gene des ech-Clusters sind mit echPT1 — echPT2 benannt und von den umliegenden Genen durch die Trennlinien in
der Tabelle zu unterscheiden.

4.2.2 Produktion von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie in Aspergillus ruber QEN-0407-G2
Wie fiir Flavoglaucin und seine Analoga zuvor wurde hier zunachst bestatigt, dass der vorhandene
Organismus A. ruber QEN-0407-G2 wirklich Substanzen der Echinulin-Familie (Abbildung 76) produ-
zieren kann, bevor mit ihm weitere Arbeiten durchgefiihrt werden. Dazu wurde A. ruber auf 25 g
Reismedium bei 25°C inkubiert. Eine Probe nach 14 Tagen wurde mit Ethylacetat extrahiert und der
Extrakt wurde via LC-MS analysiert (Abbildung 77).
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16aR'=R?=R%=-H
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Abbildung 76: Strukturen von Vertretern der Echinulin-Familie
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Abbildung 77: LC-MS Analyse des Extrakts von A. ruber QEN-0407-G2
Neben dem UV-Chromatogramm (A) sind die EICs fiir die Massen von 15 (B), der Echinulin-Serie (C), der Neoechinulin A-
Serie (D) und der Neoechinulin B-Serie (E) dargestellt.
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Im Extrakt wurden insgesamt mehr Vetreter der Neoechinulin A- und B-Serie beobachtet als Substan-
zen ohne eine exo-Doppelbindung. Neoechinulin A (16a) und Neoechinulin B (16b) stellten hierbei
die Hauptprodukte dar, wahrend ein diprenyliertes (mit hoher Wahrscheinlichkeit 18b) und zwei
triprenylierte Derivate Echinulin (19) und wahrscheinlich 20b in moderater Menge gebildet wurden.
Die prominenteste Substanz der Echinulin-Serie war Echinulin (19) selbst. Andere Indolalkaloide der
Echinulin-Familie konnten nur in geringerer Quantitat detektiert werden.

Die Identifikation der Substanzen erfolgte basierend auf ihrer Isolierung und Strukturaufklarung via
'H-NMR (siehe Kapitel 4.2.4) oder waren bereits als authentischer Standard vorhanden. Die Substan-
zen, die im weiteren Verlauf des Projekts nicht isoliert und eindeutig bestatigt wurden, wurden an-
hand ihrer Masse in Kombination mit ihrem Elutionsverhalten, welches schon in der zuvor zitierten
Studie beobachtet werden konnte, zugeordnet und sind mit einem * gekennzeichnet.1®

4.2.3 Heterologe Expression des ech-Clusters in Aspergillus nidulans LO8030

In Kapitel 4.1.3 und 4.1.4 wurde bereits ndaher erldutert, warum die genetische Manipulation des
Ursprungsorganismus A. ruber QEN-0407-G2 nicht fiir die Untersuchung der Biosynthesecluster ver-
wendet werden konnte und welche Vorteile im Vergleich dazu die heterologe Expression bietet. Aus
diesem Grund wurde hier nicht erneut versucht, Gene in A. ruber zu deletieren, sondern der ech-
Cluster sollte, wie zuvor der fog-Cluster, in A. nidulans LO8030 exprimiert werden, um einen experi-
mentellen Beweis dafiir zu liefern, dass dieser fir die Produktion von Substanzen der Echinulin-Fa-
milie verantwortlich ist.

Dazu wurden die, wie angenommen, essenziellen Gene echPT1 — echPT2 (EURHEDRAFT_448612 —
EURHEDRAFT 448141 + 500 bp stromabwarts von echPT1 und stromaufwarts von echPT2; bp
1198299-1215739; unplaced genomic scaffold00003; A. ruber CBS135680 Genom, GenBank:
KK088413) des ech-Clusters mit den Primern prJN235 — prJN238 in vier Fragmenten von A. ruber QEN-
0407-G2 gDNA amplifiziert. Die Primer wurden so designt, dass alle Fragmente einen 154 — 170 bp
homologen Uberhang zueinander aufwiesen. Das erste und das letzte Fragment besaRen einen je-
weils 30 bp langen homologen Bereich zu dem mit BamHI linearisierten Integrationsvektor pYWB2.
Durch HR in S. cerevisiae wurde der Vektor mit allen Fragmenten zum Expressionplasmid pJNO37
kloniert (Abbildung 78A). pJN0O37 wurde Uber einen Kontrollverdau mit BamHI auf seine Korrektheit
Uberpruft (Abbildung 78B; Erwartete Fragmente: 250, 1780, 2213, 4192, 6689, 10120 bp). Nach dem
Linearisieren von pJN037 mit Swal wurden damit A. nidulans LO8030 Protoplasten transformiert und
durch Integration in den wA-PKS-Lokus entstand der Stamm A. nidulans JNO19 (Abbildung 78E). Die
korrekte Integration wurde durch eine PCR mit den Primern prJN023 und prJN024 lberprift (Abbil-
dung 78C; Erwartetes Fragment: 1664 bp) und durch die Anderung des griinen zum weiRen Phinotyp
bestatigt (Abbildung 78D).
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Abbildung 78: Kontrolle von pJN037 und dem ech-Cluster Expressionsstamm A. nidulans JN0O19

Plasmidkarte von pJNO37 (A). Restriktionsverdau von pJNO37 mit BamHI (Erwartete Fragmente: 250, 1780, 2213, 4192,
6689, 10120 bp) (B). Kontroll-PCR fur A. nidulans JNO19 (Erwartetes Fragment: 1664 bp) (C). WeilRer Phdnotyp von A.
nidulans JN019 (D). Genotyp von A. nidulans JN019 (E).

Der ech-Cluster Expressionsstamm A. nidulans JNO19 wurde auf 25 g Reismedium bei 25°C inkubiert.
Eine Probe nach 10 Tagen wurde mit Ethylacetat extrahiert und mittels LC-MS analysiert (Abbildung
80). Dabei konnten im Vergleich mit dem Extrakt der Negativkontrolle A. nidulans JNOO2 (Abbildung
79) mehrere neue Produkte detektiert werden. Wie auch im Ursprungsorganismus A. ruber war
Neoechinulin A (16a) hier das Hauptprodukt der Neoechinulin A-Serie, gefolgt von Echinulin (19) als
Hauptprodukt der Echinulin-Serie und einer signifikanten Menge 17a. Geringe Mengen der Substan-
zen 15, 16, 17 und 18a waren ebenfalls vorhanden. Die lonisierung der mehrfach prenylierten Sub-
stanzen (z.B. 17 oder 19) resultiert in der Fragmentierung und dem damit einhergehenden Verlust
von Prenylgruppen. Darum sind beispielsweise im EIC der Masse der zweifach prenylierten Echinulin-
Serie auch Signale bei der Retentionszeit vom dreifach prenylierten Echinulin (19) zu erkennen (Ab-
bildung 80C). Uberraschenderweise wurden im Extrakt von JNO19 keine Metabolite der Neoechinulin
B-Serie detektiert. Selbst in der Masse waren keine Spuren dieser Molekilklasse sichtbar (Abbildung
80E), obwohl Neoechinulin B (16b) eines der beiden Hauptprodukte im Ursprungsorganismus A. ru-
ber darstellt.
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Abbildung 79: LC-MS Analyse des Extrakts des Negativkontrollstamms A. nidulans JN002

Neben dem UV-Chromatogramm (A) sind die EICs fiir die Massen von 15 (B), der Echinulin-Serie (C), der Neoechinulin A-
Serie (D) und der Neoechinulin B-Serie (E) dargestellt. A. nidulans JN0OO2 stellt keine Substanzen der Echinulin-Familie her.
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Abbildung 80: LC-MS Analyse des Extrakts des ech-Cluster Expressionsstamms A. nidulans JN019

Neben dem UV-Chromatogramm (A) sind die EICs fiir die Massen von 15 (B), der Echinulin-Serie (C), der Neoechinulin A-

Serie (D) und der Neoechinulin B-Serie (E) dargestellt.
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4.2.4 Identifikation der produzierten Substanzen

Die in A. nidulans JNO19 produzierten Substanzen wurden isoliert, um ihre Identitat zu bestatigen.
Dazu wurde JNO19 auf 20 x 250 g Reismedium in 2 L Fernbachkolben bei 25°C inkubiert. Nach 14
Tagen wurden die Kulturen mit jeweils 3 x 300 ml Ethylacetat extrahiert. Das Loésungsmittel wurde
unter reduziertem Druck an einem Rotationsverdampfer evaporiert, um den getrockneten Rohex-
trakt der Kulturen zu erhalten (26 g). Der Rohextrakt wurde auf eine Kieselgelsdule aufgetragen und
mit einem Petrolether (PE)/Ethylacetat (EtOAc)-Gemisch in einem Gradienten von 10:1 zu 0:1 in 12
Fraktionen (1 — 12) eluiert. Die weitere Elution mit einem EtOAc/Methanol (MeOH)-Gradienten von
8:1 bis 0:1 ergab 9 weitere Fraktionen (13 —21). 17a (8,3 mg) und 18a (1,8 mg) wurden mittels semi-
praparativer HPLC mit einem isokratischen Acetonitril (ACN)/H,0-Gemisch (65:35) aus Fraktion 12
isoliert. 16a (13,9 mg) konnte tGber HPLC mit einem isokratischen ACN/H,0-Gemisch (50:50) aus Frak-
tion 13 isoliert werden. Die Substanzen 17 (0,4 mg) und 19 (1,3 mg) wurden via HPLC aus Fraktion 15
isoliert. Die beste Auftrennung dafiir lieferte ein 6-minttiger ACN/H,0 Gradient von 70 — 85 % ACN,
gefolgt von einem isokratischen Schritt mit 90 % ACN fir 4,5 min. Von den isolierten Substanzen
wurden 'H-NMR-Spektren aufgenommen (Tabelle 61; Anhang 1).

Das zyklische Dipeptid cyclo-L-Trp-L-Ala (15) war als authentischer Standard in der Arbeitsgruppe vor-
handen und wurde nicht weiter charakterisiert. Die Retentionszeit tg = 12,2 min, das UV-Spektrum
(Absorptionsmaxima bei A =200, 220 und 280 nm) und die aus der Masse errechnete Summenformel
Ci19H23N30; (Errechnet: [M + H]* m/z 258.1237) des Signals in den Extrakten stimmte mit denen des
Standards Uberein (Anhang 2; Abbildung 104A).

Das Produkt der EchPT1 Preechinulin (16) wurde nicht aus pilzlichem Extrakt isoliert, sondern aus
einem auf 10 ml hochskalierten EchPT1 in vitro-Assay mit 15 und DMAPP als Substrat und Cosubstrat
wie zuvor beschrieben.''® Die Retentionszeit tg = 22,0 min, das UV-Spektrum (Absorptionsmaxima
bei A = 224 und 282 nm) und die aus der Masse errechnete Summenformel Ci19H23N30; (Errechnet:
[M + H]* m/z 326.1863) des Signals aus den Pilzextrakten stimmte mit dem EchPT1-Produkt Preechin-
ulin (16) Uberein und wurde deswegen auch nicht weiter charakterisiert (Anhang 2; Abbildung 104B).

Anhand der Masse von 16a [M + H]* m/z 324.1730 konnte eine Summenformel von Ci9H21N30; er-
rechnet werden (Errechnet: [M + H]* m/z 324.1707). Die Masse und die Signale des 'H-NMR-Spekt-
rums, aufgenommen in DMSO-ds (Anhang 1, Abbildung 99), stimmen mit denen von Neoechinulin A
Uberein 118445

Auch Neoechinulin B (16b) war schon als Standard verfligbar (Anhang 2; Abbildung 105D). Die Para-
meter wie Retentionszeit tg = 24,9 min, das UV-Spektrum (Absorptionsmaxima bei A = 224, 272 und
370 nm) und die aus der Masse errechnete Summenformel Ci9H19N30; (Errechnet: [M + H]* m/z
322.1550) stimmt mit den Signalen in den Extrakten Gberein.
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Fir 17 konnte basierend auf der Masse [M + H]* m/z 394.2508 eine Summenformel von C24H31N30>
vorausgesagt werden (Errechnet: [M + H]* m/z 394.2489). Zusammen mit dem in DMSO-ds aufge-
nommenen 'H-NMR-Spektrum (Anhang 1, Abbildung 100) konnte 17 eindeutig als das an C5 preny-
lierte Preechinulinderivat Tardioxopiperazin A identifiziert werden.118446

Die Masse von 17a wies mit [M + H]* m/z 392.2337 auf eine Summenformel von Ca4H29N30> hin (Er-
rechnet: [M + H]* m/z 392.2333). Das *H-NMR-Spektrum wurde in Aceton-ds aufgenommen (Anhang
1, Abbildung 101) und die Signale stimmen mit denen von Isoechinulin A, dem an C5 prenylierten

Derivat von Neoechinulin A, Gberein.*4¢

Tardioxopiperazin B (18) war ebenfalls in geringer Menge als Standard vorhanden (Anhang 2; Abbil-
dung 104D). Hier stimmten in den Extrakten die Signale mit einer Retentionszeit tg = 29,7 min, einem
UV-Spektrum (Absorptionsmaxima bei A = 224 und 282 nm) und der aus ihrer Masse errechneten
Summenformel C24H31N30; (Errechnet: [M + H]* m/z 394.2489) mit dem Standard Uberein.

Fir 18a wurde basierend auf seiner Masse [M + H]* m/z 392.2340 die gleiche Summenformel
C24H29N302 wie fiir 17a kalkuliert, was darauf hinwies, dass es sich dabei um ein Isomer handelt. Das
in DMSO-ds aufgenommene *H-NMR-Spektrum (Anhang 1, Abbildung 102) zeigte, dass 18a den Pre-

nylrest nicht an C5 sondern an C7 trug und konnte somit als Variecolorin G identifiziert werden.14

Die kalkulierte Summenformel Ca9H39N30; (Errechnet: [M + H]* m/z 462.3115) fur 19 ([M + H]* m/z
462.3130) liel darauf schlieRen, dass diese Substanz insgesamt drei Prenylgruppen tragt. Die Signale
des in DMSO-ds aufgenommenen *H-NMR-Spektrums (Anhang 1, Abbildung 103) stimmten mit de-
nen von Echinulin iberein, welches neben der fir alle Molekile der Echinulin-Familie gemeinen re-
versen C2-Prenylierung, am Indolring an den Positionen C5 und C7 zwei weitere Prenylgruppen
tragt.118

Alle anderen Substanzen der Echinulin-Familie wurden nicht eindeutig identifiziert, sondern wie
schon in Kapitel 4.2.2 erwahnt, basierend auf ihrem Retentionsverhalten zueinander und zu den be-
kannten Substanzen in Verbindung mit ihren Massen zugeordnet. Diese Substanzen sind in den Ab-
bildungen mit einem * neben ihrer Nummer gekennzeichnet.

151



Ergebnisse

Tabelle 61: 'H-NMR Daten von 16a, 17, 17a, 18a und 19 isoliert aus A. nidulans JN019

Position 5" (6] 5" O
3" 3"
N TN
Neoechinulin A (16a) Tardioxopiperazin A (17) Isoechinulin A (17a)
in DMSO-ds in DMSO-ds in Aceton-ds
Variecolorin G (18a) Echinulin (19)
in DMSO-ds in DMSO-ds

81 (ppm), Multiplett, J (Hz) &1 (ppm), Multiplett, J (Hz) 81 (ppm), Multiplett, J (Hz) 81 (ppm), Multiplett, J (Hz) 81 (ppm), Multiplett, J (Hz)
NH-1 10.99, s 10.36, s 10.19, s 10.23,s 9.62, s
4 7.16,d,8.1 7.17,brs 7.02,s 6.97,d,7.9 7.01,s
5 6.98,ddd, 8.1,7.0,1.1 6.91,dd, 7.9, 7.2
6 7.05, ddd, 8.1,7.0,1.1 6.80, dd, 8.2, 1.7 6.93,dd, 8.2,1.7 6.82,d,7.2 6.60, s

7.39,dt, 8.1, 1.1 7.18,d,8.2 7.27,d,8.2
10a 6.86, s 2.98,dd, 14.4,9.5 7.07, brs 6.84, s 2.98,dd, 14.4,9.5
10b 3.30% 3.30,dd, 14.4,4.1
11 3.92,dt,9.5,3.7 3.89,1d,9.5,4.1
NH-12 8.27,s 8.11,d,2.9 7.90, s 8.55,s 7.34,d,3.1
14 4.13,qd, 7.0, 2.0 3.77,qd,7.1, 2.8 4.23,qd, 7.0, 2.1 4.11, qd, 6.9, 1.9 3.78,qd, 7.1, 2.9
NH-15 8.57,s 7.34,d,2.7 7.39,s 8.27,d,1.7 8.11,d,2.9
17 1.35,d,7.0 1.27,d,7.1 1.51,d,7.0 1.33,d,6.9 1.29,d,7.1
1 5.02,dd, 10.5,1.2 4.99,dd, 10.5,1.3 5.06,dd, 17.4,1.1 5.00, dd, 17.1, n.d. 5.00, dd, 10.5,1.3

4.99,dd,17.3,1.2 5.02,dd, 17.5,1.3 5.05, dd, 10.5,1.1 5.01, dd, 10.2, n.d. 5.04,dd, 17.5,1.3
2! 6.05, dd, 17.3,10.5 6.12,dd, 17.5, 10.5 6.10, dd, 17.4,10.5 6.10, dd, 17.1, 10.2 6.18, dd, 17.5, 10.5
4 1.45,s 1.43,s 1.52,s 1.48,s 1.48,s
5’ 1.45,s 1.44,s 1.52,s 1.48,s 1.47,s
1“ 3.30* 3.36,d,7.4 3.61,d,7.2 3.23%
2¢ 5.29,t,7.3 5.32,tdt, 7.4,2.9,1.5 5.39,t,7.2 5.26,t,7.3
q“ 1.66, s 1.68, m 1.71,s 1.65,brS
5” 1.65,s 1.68, m 1.71,s 1.65,brS
1 3.53,d,7.3
24 5.34,t,7.3
4 1.70, br S
5 1.70, br S

fiSignale iberlappen mit dem von Wasser. Die dazugehérigen Spektren sind in Anhang 5 zu finden.

152



Ergebnisse

4.2.5 Erweiterung des ech-Clusters um mogliche Oxidoreduktasegene in Aspergillus nidulans
JNO19

Das Resultat der Expression des ech-Clusters in A. nidulans JNO19 legt nahe, dass fir die Einfliihrung
der zweiten Doppelbindung (A'*) ein weiteres Enzym bendtigt wird. Wie schon in Kapitel 4.1.2 be-
schrieben, ist es kaum moglich ohne experimentelle Daten die Grenzen eines Genclusters zu bestim-
men. Aus diesem Grund wurden die weiteren Gene um den ech-Cluster echPT1 — echPT2 herum ana-
lysiert (Abbildung 75; Tabelle 60). EURHEDRAFT_409074 stromabwarts von echPT1 kodiert fiir eine
putative Neuraminidase und ist damit hdchstwahrscheinlich nicht an der Echinulinbiosynthese betei-
ligt. EURHEDRAFT_528589 stromaufwarts des zweiten Prenyltransferasegens echPT2 kodiert flir eine
putative B-D-Glucosidase M, deren Beteiligung an der Bildung von Alkaloiden der Echinulin-Familie
ebenso unwahrscheinlich erscheint. Drei weitere stromabwarts gelegene Gene (EURHED-
RAFT_409077, 374803, _400000), die fir Enzyme mit einer potenziellen Oxidoreduktasefunktion
kodieren, konnten moglicherweise an der Einflihrung der zweiten Doppelbindung beteiligt sein und
damit die Bildung der Neoechinulin B-Serie bewirken. Die Sequenz des von EURHEDRAFT_409077
kodierten Proteins EYE98748 schien in der NCBI Datenbank unzureichend annotiert zu sein, denn
nach Analyse mit 2ndFind und FGENESH musste das abgeleitete Protein mit einer annotierten Lange
von 351 auf 421 Aminosauren korrigiert werden.

Durch Erweiterung des ech-Kernclusters (echPT1 — echPT2) in A. nidulans JNO19 mit den genannten
Genen sollte tGberpriift werden, ob die Grenzen des ech-Clusters moglicherweise inkorrekt bestimmt
wurden und eines der putativen Oxidoreduktasegene fiir die Bildung der zweiten exo-Doppelbindung
und damit der Neoechinulin B-Serie verantwortlich ist. Dazu wurden die Gene EURHEDRAFT_ 528589
— EURHEDRAFT_400000 mitsamt 1506 bp stromabwarts von 538589 und 500 bp stromaufwarts von
_ 400000 mit den Primern prJN333 — prJN337 und prJN343 von A. ruber QEN-0407-G2 gDNA amplifi-
ziert. Die PCRs resultierten in drei Fragmenten mit jeweils 224 — 249 bp homologem Uberhang zuei-
nander. Die beiden duRReren Fragmente wiesen einen, durch die Primer eingeflhrten, 30 bp langen
Uberhang zum PCR-linearisierten Riickgrat von pYH-wA-AfpyrG auf. Dieser Vektor trigt anstelle des
schon in A. nidulans JNO19 integrierten AfriboB-Markers den AfpyrG-Marker, sodass dieser fir die
Selektion auf eine weitere Integration verwendet werden konnte. Durch PCR mit dem Primerpaar
prJN332/344 wurde nur das Rickgrat von pYH-wA-AfpyrG, bestehend aus der SCURA-CEN/ARS fur
S. cerevisiae und dem E. coli ori/AmpR, zusammen mit der wA-PKS-down-Region und dem AfpyrG-
Marker amplifiziert. Da die neuen Gene nahtlos an den ech-Kerncluster anschlieRBen sollten, um die
genomische Situation in A. ruber wiederzuspiegeln wurde der homologe Bereich zum wA-PKS-Pro-
motor als Integrationsstelle nicht von pYH-wA-AfpyrG mit amplifiziert. Zur direkten Verkniipfung mit
der schon zuvor integrierten Sequenz wurde fir die Amplifikation des ersten neuen Fragments der
Primer prJN333 so designt, dass dieser schon in echPT2 bindet und das Fragment somit eine 1200 bp
lange homologe Sequenz zum Ende des ech-Kernclusters aufweist. Zum besseren Verstandnis ist die
zusatzliche Integration von DNA-Sequenzen an bereits integrierte Elemente schematisch in Abbil-
dung 81A dargestellt.
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Durch HR in S. cerevisiae wurde das besagte Rickgrat mit den drei Fragmenten zu dem Plasmid
pJNO74 kloniert (Abbildung 81B). pJNO74 wurde durch einen Kontrollverdau mit BamHI Gberprift
(Abbildung 81C; Erwartete Fragmente: 1405, 2387, 2600, 2993, 4630, 5923 bp). Nach Transformation
von A. nidulans JNO19 Protoplasten entstand der Stamm A. nidulans JINO44 (Abbildung 81E). Da JNO19
schon einen weilRen Phanotyp aufweist, konnten die Transformanden nicht mehr einfach tber ihre
Sporenfarbe unterschieden werden. Stattdessen wurden zwei Kontroll-PCRs mit A. nidulans JN044
gDNA durchgefiihrt (Abbildung 81D). Die PCR zur Kontrolle des Ubergangs zwischen dem ech-Kern-
cluster und den neu integrierten Genen wurde mit den Primern prJN348 und vwRbPT2-r2 durchge-
fiihrt (Erwartetes Fragment: 1909 bp). Die Uberpriifung des Ubergangs zwischen den neuen inte-
grierten Genen und dem restlichen A. nidulans Genom fand mit den Primern prJN249 und prJN339
statt (Erwartetes Fragment: 3060 bp).
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Abbildung 81: Herstellung des Doppelintegrationsstamms A. nidulans JN044 durch Erweiterung des ech-Clusters
Schematische Darstellung einer nahtlosen, zweiten Integration von Genen in eine bestehende A. nidulans Integrations-
mutante (A). Plasmidkarte von pJNO74 (B). Restriktionsverdau von pJNO74 mit BamHI (Erwartete Fragmente: 1405, 2387,
2600, 2993, 4630, 5923 bp) (C). Kontroll-PCRs fiir A. nidulans JNO44 (Erwartete Fragmente: 1909 und 3060 bp) (D). Ge-
notyp von A. nidulans JN044 (E).
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Abbildung 82: LC-MS Analyse des Extrakts von A. nidulans JN0O44 mit erweitertem ech-Cluster
Neben dem UV-Chromatogramm (A) sind die EICs fiir die Massen von 15 (B), der Echinulin-Serie (C), der Neoechinulin A-
Serie (D) und der Neoechinulin B-Serie (E) dargestellt.
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A. nidulans JN044 wurde wie die anderen Stamme zuvor auch, auf 25 g Reismedium bei 25°C inku-
biert. Nach 10 Tagen wurden eine Probe entnommen und mit Ethylacetat extrahiert. Die Analyse des
Extrakts erfolgte (iber LC-MS). Dabei offenbarte sich ein fast identisches Sekundarmetabolitprofil ver-
glichen mit dem ech-Cluster Expressionsstamm JN019 (Abbildung 80). Der einzige Unterschied zwi-
schen den beiden Stammen bestand darin, dass die Produktion von Substanzen der Echinulin-Familie
in JNO44 deutlich erhoht wurde. So konnten hier z.B. die 4,5-fache Menge Neoechinulin A (16a), die
2,4-fache Menge Isoechinulin A (17a) und die 3-fache Menge Echinulin (19) im Vergleich zum Extrakt
von JNO19 detektiert werden. Die Verhaltnisse zwischen den Produkten verdanderte sich nicht signifi-
kant. Auch im Extrakt von JNO44 konnten keine Substanzen der Neoechinulin B-Serie entdeckt wer-
den, was beweist, dass die putative B-D-Glucosidase M und die potenziellen Oxidoreduktasen nicht
in die Oxidation zur Neoechinulin B-Serie involviert sind.

4.2.6 Die Rolle von EchP450 in der Biosynthese von Alkaloiden der Echinulin-Famile

4.2.6.1 Heterologe Expression von echP450 in Escherichia coli

Die Ergebnisse aus der Expression des ech-Kernclusters und seine Erweiterung mit den putativen
Oxidoreduktasegenen deuten darauf hin, dass EchP450 nur fir die Installation der Doppelbindung
zwischen C10 und C11 zustandig ist. Zuvor wurde postuliert, dass auch die zweite Doppelbindung
(A) von diesem Enzym eingefiihrt wird.!!® Zur Bestatigung seiner Funktion und seines Substrates
sollte EchP450 in vitro untersucht und dafir heterolog in E. coli produziert werden.

Die aminoterminale Transmembrandomane pilzlicher CYPs kann zu Problemen bei der heterologen
Expression in E. coli flihren. Die Expression von membrangebundenen Proteinen in diesem Organis-
mus flhrt in den meisten Fallen zur Bildung von unléslichen Aggregaten, den inclusion bodies. Das ist
auf die Tatsache zurlickzufiihren, dass E. coli keine inneren Organellen besitzt, in die das CYP mit
seiner Transmembrandomane korrekt integriert werden kann. Folglich liegen die hydrophoben Regi-
onen der Domine frei und agglomerieren so zu inclusion bodies.**” AuRerdem wird von pilzlichen
CYPs der Klasse Il eine CPR bendtigt, um ihr Hdm wahrend des katalytischen Zyklus mit reduktions-
dquivalenten zu versorgen.**® Trotz dieser Hindernisse wurden schon viele eukaryotische CYPs er-
folgreich in E. coli exprimiert. Zur Vermeidung der genannten Problematik gehen die Trends in der
rekombinanten Produktion von CYPs weit Uber das gewohnliche Testen von unterschiedlichen Ex-
pressionsbedingungen hinaus. Vielmehr wurden die Sequenzen der CYPs zu unterschiedlichen Gra-
den modifiziert. Die Deletion der DNA-Sequenz fiir die Transmembrandomaéne ist die einfachste Mo-
difikation und resultierte auch mehr als nur einmal in der Produktion von aktivem Protein.*4°=%>1 Al-
ternativ dazu flihrte in vielen Fallen der Austausch der aminoterminalen Domane bzw. das Anhangen
der Sequenz MALLLAVF(L) (eine modifizierte Variante des N-Terminus des bovinen CYP17a)%*? zur
erfolgreichen Expression von eukaryotischen CYPs in E. coli.*>3>7 Eine Vorhersage, inwieweit welche
Modifikationen zur funktionellen Expression von CYP-Enzymen in E. coli fihren, ist nicht moglich,
daher sollten, neben der unmodifizierten Expression, beide genannten Varianten getestet werden.
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Zunachst wurde die Proteinsequenz von EchP450 auf die Anwesenheit der flir CYPs typischen Prolin-
reichen Region untersucht. Diese Region ist in CYPs Uber viele Spezies konserviert und folgt auf den
N-terminalen Signalanker (mit Transmembrandoméane) und eine kurze hydrophile Linker-Se-
8460 Durch Multiple  Sequence Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) mit Sequenzen anderer CYPs konnte diese Region in
EchP450 identifiziert werden (Abbildung 83A). Hier wird sie von den Aminosauren 50 — 57 gebildet.
Uber den TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) wurden die Aminosiu-
ren 21 — 38 als Transmembrandomane vorausgesagt (Abbildung 83B).
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Abbildung 83: Alignment des N-Terminus von EchP450 mit anderen CYPs und Vorhersage der Transmembrandomane
Die aminoterminale Region von EchP450 (EYE98745.1) wurde mit seinen Homologen aus A. glaucus CBS 516.65
(XP_022397514.1) und A. cristatus (ODM14525.1), sowie mit FogE (EYE95339.1) und FtmE (A1DA63.1) aus A. fischeri
NRRL 181 verglichen, um die konservierte Prolin-reiche Region ausfindig zu machen, die zwischen dem N-Terminus mit
der Transmembrandoméane und dem katalytisch aktiven Teil des Proteins liegt (A). Die Vorhersage der Transmembrand-
omaéne erfolgte u.a. tber den TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) (B).

Vor Durchfiihrung der N-terminalen Modifikationen wurde ebenfalls versucht echP450 im unmodifi-
zierten, nativen Zustand heterolog zu exprimieren. Dazu wurde das Gen von A. ruber QEN-0407-G2
cDNA mit den Primern prJN023 und prJN024 intronfrei amplifiziert. pET28a(+) wurde mit Ncol und
Slal linearisiert und zusammen mit echP450 dazu genutzt, E. coli XL10-Gold zu transformieren. Durch
HR zwischen dem Vektor und den mit den Primern an echP450 angehangten homologen Bereichen
entstand das Expressionsplasmid pJNOO4 (Abbildung 84A), welches anschlielend durch einen Rest-
riktionsverdau mit Slal und Xbal kontrolliert wurde (Erwartete Fragmente: 1647, 5192 bp). Die Se-
guenzintegritat von echP450 wurde durch Sequenzierung bestatigt.
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Abbildung 84: Plasmidkarten von pJN002 — pJN004 und Uberpriifung der Vektoren via Restriktionsverdau
Plasmidkarte von pJNOO4 und Restriktionsverdau mit Slal und Xbal (Erwartete Fragmente: 1647, 5192 bp) (A). Plasmid-
karte von pJNOO2 und Restriktionsverdau mit Slal und Xbal (Erwartete Fragmente: 1536, 5192 bp) (B). Plasmidkarte von
pJNOO3 und Restriktionsverdau mit Slal und Xbal (Erwartete Fragmente: 1557, 5192 bp) (C).

Die einfachste Modifikation bestand darin, EchP450 ohne seine Transmembrandomane zu exprimie-
ren. Dazu wurde das Gen ohne die Codons fir die ersten 38 Aminosauren mit den Primern prIN024
und prJNO25 von A. ruber cDNA amplifiziert. Die Klonierung in pET28a(+) erfolgte wie oben beschrie-
ben. Dabei entstand pJNO02 (Abbildung 84B), das durch einen Verdau mit Slal und Xbal (berprift
wurde (Erwartete Fragmente: 1536, 5192 bp).

Fiir den Austausch der nativen Transmembrandoméane mit der Aminosduresequenz MALLLAFV des
bovinen CYP17a wurde echP450 mit den Primern prJN24 und prJN026 von A. ruber cDNA amplifiziert.
prJN026 bindet auch erst nach dem Codon fiir Aminosaure 38 und fihrt die Sequenz fiir CYP17a1-s
ein. Durch die begrenzte Primerldnge konnte mit prJIN026 kein homologer Uberhang fiir eine Klonie-
rung mittels HR mehr angehangt werden, sodass das gereinigte PCR Fragment als Matritze fiir eine
PCR mit den Primern prJN024 und prJNO30 benutzt werden musste, um dieses Ziel zu erreichen. Die
Klonierung mit dem Ncol-Slal-linearisierten pET28a(+) erfolgte erneut Gber HR in E. coli XL10-Gold.
Das Produkt dieser Klonierung war der Expressionsvektor pJNOO3 (Abbildung 84C). Dieser Vektor
wurde durch eine Kontrollrestriktion mit Slal und Xbal bestatigt (Erwartete Fragmente: 1557, 5192

bp).
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Die bestehenden Expressionskonstrukte pJNOO2 — pJNOO4 wurden dazu benutzt, um optimale Ex-
pressionsbedingungen fir echP450 in E. coli zu finden. Dazu wurden E. coli Rosetta (DE3) pLysS mit
den Konstrukten pJN002, pJNOO3 und pJNO04 (pET28a(+)-echP450a1-33; pET28a(+)-CYP1701-5-
echP450,1-33; pET28a(+)-echP450wrt) transformiert und die Expression wurde in 50 ml LB bei 20°C,
30°C und 37°C getestet. Die Kulturen wurden bei einer ODggo 0,6 mit 0,5 oder 1 mM IPTG induziert.
Dabei wurden nach 0, 2, 4, 6 und 24 h Proben genommen und mittels SDS-PAGE auf die Uberproduk-
tion einer der EchP450-Varianten tberprift (Abbildung 85). Bei keiner der getesteten Bedingungen
konnte eine signifikante Uberproduktionsbande im Vergleich zur to-Probe beobachtet werden, auch
schwache Banden mit korrektem Molekulargewicht wurden nach keinem der Zeitpunkte detektiert.
In Abbildung 85 sind beispielhaft die Analysen der Testexpressionen in E. coli Rosetta (DE3) pLysS zu
sehen, deren Induktion mit 1 mM IPTG stattfand.

In E. coli Rosetta (DE3) pLysS:

CYP17a, 4
EchP450,, 4; EchP450,, 4; EchP450,, 54; EchP450,, 55:
37°C 30°C 20°C °
0 2 4 6 24 M 0 4 6 24 M 0 4 6 24 0 4 6 24
I kDa
97,0 —

Erwartete Massen der
rekombinanten Enzyme
(alle mit C-term. 6xHis-Tag):

14,4

.a
-

EchP450,,.: 61,8 kDa

CYP17a, - CYP17a, -
EchP450,, ; EchP450,, ; EchP450,,; EchP450,,; EchP450,, 35: 57,6 kDa
37°C 30°C 20°C 37°C
0 2 4 6 24 M 0 4 6 24 0 4 6 24 M 0 2 4 6 24 2;2175(:;'8- . 583 kDa
kDa kDa ar-es =
97,0— Y 5 & 97,0— :
66,0 — = » 5 66,0 —
so- W l 450-
300 , ’ ‘ 4 30,0 —
'y Y - k
144 14,4 —
' e EmRan

'S

Abbildung 85: SDS-PAGE der Testexpression verschiedener EchP450-Modifikationen in E. coli Rosetta (DE3) pLysS
Unter keiner der getesteten Bedingungen konnten zusatzlichen Banden der passenden Masse entdeckt werden.

Eine Expression von EchP450wr und der EchP450-Variante mit abgetrenntem Aminoterminus
EchP450a1-38 wurde, wie in einigen Studien fir pilzliche CYPs beschrieben, auch in E. coli BL21 (DE3)
in 500 ml TB Medium durchgefihrt.49461.452 Daf(ir wurden die Hauptkulturen bis zu einer ODggo von
0,4 auf 37°C inkubiert und anschlieBend fir 15 min auf Eis abgekihlt. Die Induktion erfolgte mit
0,5 mM IPTG und die Kulturen wurden 48 h bei 20°C inkubiert. Die gezogenen Proben wurden wieder
Uber SDS-PAGE analysiert (Abbildung 86A).
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Um potenziell schwach exprimiertes EchP450 vom Hintergrund diverser E. coli-Proteine abzutrennen
wurden alle Kulturen der Testexpressionen einer Aufreinigung mit NiNTA-Agarose unterzogen. Ne-
ben verschiedenen unspezifisch gebundenen Wirtsproteinen konnten keine Banden der korrekten
Masse beobachtet werden. Dazu ist in Abbildung 86B beispielhaft eine Analyse der Aufreinigung von
potenziellem EchP450,1-38 aus E. coli BL21 (DE3) gezeigt.
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Abbildung 86: Analyse der Testexpression von EchP450-Konstrukten in E. coli BL21 (DE3) und testweise Reinigung via
Affinitatchromatographie

Auch 48 h nach Induktion der Expression konnte fiir keines der Konstrukte eine neue Bande der erwarteten GroRRe de-
tektiert werden (A). Die einzelnen Fraktionen der Aufreinigung von potenziell produziertem EchP45041-38 zeigten keine
Bande der erwarteten Masse (B): 1 |6slicher Extrakt, 2 unlosliches Pellet, 3 Durchfluss, 4 Waschfraktion, 5 eluiertes Pro-
tein.

4.2.6.2 Heterologe Expression von echP450 in Saccharomyces cerevisiae

Neben E. coli bot sich auch S. cerevisiae als praktikable Option fiir die Herstellung rekombinanter
EchP450 an. Seit der ersten erfolgreichen Expression einer CYP in S. cerevisiae in 1985 hat diese Hefe
eine lange Erfolgsgeschichte in Bezug auf die Produktion rekombinanter CYPs vorzuweisen.*® Dieser
Organismus bietet gegeniber dem prokaryotischen E. coli den Vorteil subzellularer Organellen, um
die Funktion von membrangebundenen CYPs zu unterstiitzen, sodass der natirliche Membrananker
nicht unbedingt modifiziert oder entfernt werden muss, um die Produktion des I6slichen Enzyms zu
gewihrleisten.*®*%¢ Dje Funktionen vieler pilzlicher CYPs konnten so aufgeklart oder nutzbar ge-
macht werden.*®’*3 Obwohl| rekombinante CYPs membrangebunden in mikrosomalen Fraktionen
aus der Hefe gewonnen werden kdnnen und damit durchfiihrbare in vitro-Studien durch ihre Prazi-
sion einen Vorteil bieten, sind die Isolierung der Mikrosomen und Enzymassays mit ihnen aufgrund
der damit verbundenen technischen Schwierigkeiten relativ kompliziert und anspruchsvoll.4’* Im Ver-
gleich dazu sind Biotransformationen mit intakten Zellen rekombinanter Hefe aufgrund ihrer Einfach-
heit und Enzymstabilitat oft praktikabler.*®*47> Auch in unserer Arbeitsgruppe wurden schon erfolg-
reich Biotransformationen bzw. Fitterungsexperimente mit rekombinanter S. cerevisiae durchge-
fihrt, die zum Beispiel FtmC (FtmP450-1) oder FtmE (FtmP450-2) aus der Fumitremorginbiosynthese
von N. fischeri exprimierte (unveréffentlichte Daten). Uber die Biotransformation durch echP450-
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exprimierende S. cerevisiae sollte der Umsatz potenzieller Substrate beobachtet und damit die Reak-
tionsreihenfolge in der Echinulinbiosynthese aufgeklart werden.

Das Gen echP450 wurde mit den Primern prJNO55 und prJNO56 von A. ruber QEN-0407-G2 cDNA
amplifiziert. Durch HR in E. coli wurde es mit dem Notl-EcoRlI-linearisierten Vektor pPM13 zu dem
Expressionsplasmid pJNO13 kloniert (Abbildung 87A). pPM13 wurde von Herrn Dr. Peter Mai zur Ver-
fligung gestellt und basiert auf dem S. cerevisiae-Expressionsvektor pESC-Ura. Unter der Kontrolle
des bidirektionalen GAL1/GAL10-Promotors befindet sich auf pPM13 schon das Gen fiir die CPR
redl_SC (NFIA_056739) aus Neosartorya fischerii, um eine Coexpression der CYP mit der CPR zu ge-
wahrleisten. pJNO13 wurde durch einen Restriktionsverdau mit EcoRI und HindlIll kontrolliert (Abbil-
dung 87B; Erwartete Fragmente: 1078, 3206, 5988 bp). Die Stamme S. cerevisiae KO1 und BJ5465-
npgA wurden mit pJNO13 transformiert und die Anwesenheit des Plasmids in den Transformanden
wurde durch eine Kolonie-PCR mit den Primern prJN023 und prJN024 bestatigt. (Abbildung 87C; Er-
wartetes Fragment: 1602 bp). Als Negativkontrolle wurden Kolonie-PCRs von Transformanden der
Stamme KO1 und BJ5465-npgA mit dem Leervektor pPM13 durchgefiihrt (Erwartete Fragmente:
keine). Fir die Positivkontrolle diente das Plasmid pJNO13 als Matritze (Erwartetes Fragment: 1602
bp).
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~ ; pJNO013 EcoRlI Hindlll S. cerevisiae Stamme mit pJN013
oft '\u > 1: 1078, 3206, 5988 bp KO1 -: keins, BJ —: keins, +: 1602 bp,
2% jras pro,n'o&‘lg KO1: 1602 bp, BJ: 1602 bp
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& KO1 BJ
M 1 - - M KO1 BJ
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EcoRl ~ 6000— —_— W
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10,272 bp

EcoRI
HindIII
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Abbildung 87 Kontrolle von pJN013 und den Expressionstimmen S. cerevisiae KO1 pJNO13 bzw. BJ5465-npgA pJN013
Plasmidkarte von pJNO13 (A). Restriktionsverdau von pJNO13 mit EcoRI und Hindlll (Erwartete Fragmente: 1078, 3206,
5988 bp) (B). Kolonie-PCR mit Transformanden der Stamme S. cerevisiae KO1 pJN013 und BJ5465-npgA pJNO13 (Erwar-
tetes Fragment bei positiven Transformanden: 1602 bp) (C).

Es wurden jeweils 5 ml SC-URA + 2 % (w/v) Glukose mit einem Klon des jeweiligen transformierten
Stamms inokuliert und lGber Nacht bei 30°C schiittelnd mit 200 rpm inkubiert. 3 ml dieser Vorkultur
wurden benutzt, um 500 ml SC-URA + 2 % (w/v) Galaktose anzuimpfen. Diese Kulturen wurden fir
36 h bei 30°C schiittelnd mit 200 rpm inkubiert, bevor die Zellen in 100 ml YPD (Kohlenstoffquelle:
Glukose) Uberfihrt und mit 0,04 mM cyclo-L-Trp-L-Ala (15) bzw. Preechinulin (16) versetzt wurden.
Dieser Ansatz wurde fiir 14 Tage bei 30°C schiittelnd mit 200 rpm und regelmaliger Probenentnahme
inkubiert. Die Proben wurden mit Ethylacetat extrahiert, der Extrakt wurde eingeengt, getrocknet, in
Methanol aufgenommen und mittels LCMS analysiert. Es konnte kein Umsatz der potenziellen Sub-
strate zu den erwarteten dehydrogenierten Produkten festgestellt werden (Abbildung 88).
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A s cerevisiae KO1 pJNO013 nach 14 Tagen mit 0,04 mM Preechinulin (16)
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Abbildung 88: LC-MS Analyse des Extrakts der Biotransformationsexperimente mit S. cerevisiae
Die Biotransformationen wurden mit dem wahrscheinlichsten Substrat der EchP450 16 und dem potenziell ebenso ak-
zeptierten zyklischen Dipeptid 15 durchgefiihrt. Flitterung von 16 zu S. cerevisiae KO1 pJNO13 (A). Fltterung von 16 zu
S. cerevisiae BJ5465-npgA pJN013 (B). Fitterung von 15 zu S. cerevisiae KO1 pJNO13 (C). Fiitterung von 15 zu S. cerevisiae
BJ5465-npgA pJNO13 (D). Die getesteten Substrate wurden nicht umgesetzt.
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4.2.6.3 Futterungsexperimente mit dem ech-Clusterexpressionsstamm Aspergillus nidulans
JNO42

Nachdem die Modifikation der echP450-Sequenzen nicht zu einer erfolgreichen Expression in E. coli
fihrte und die Biotransformationen in S. cerevisiae ebenfalls erfolglos verliefen, sollte echP450 wie
zuvor fogF (Kapitel 4.1.7.2) in A. nidulans LO8030 unter der Kontrolle des starken konstitutiven gpdA-
Promotors exprimiert und durch Fltterungsexperimente auf seine Funktion untersucht werden. Die
Expression des fog-Clusters zeigte schon, dass A. nidulans prinzipiell in der Lage ist CYPs (konkret:
fogE) aus A. ruber funktionell zu exprimieren, sodass auch fir echP450 eine gelungene Produktion
wahrscheinlicher war als mit E. coli oder S. cerevisiae.

Das Gen echP450 zusammen mit 500 bp stromabwarts des Stopcodons (enthalten den putativen na-
tirlichen Terminator) wurde mit den Primern prJN311 und prJN312 von A. ruber QEN-0407-G2 gDNA
amplifiziert. Durch homologe Rekombination in E. coli DH5a wurde dieses Fragment mit Sfol-lineari-
siertem pJNO17 zu dem Plasmid pJNO68 kloniert (Abbildung 89A). Uber einen Restriktionsverdau mit
EcoRI wurde pJNO68 auf seine Richtigkeit Giberpriift (Abbildung 89B; Erwartete Fragmente: 498, 1078,
2878, 6901 bp). Die Transformation von A. nidulans LO8030 Protoplasten mit pJNO68 fiihrte zum
echP450-Expressionsstamms A. nidulans JNO42. Die Kontroll-PCR mit dem Primerpaar prJN311/312
(Abbildung 89C; Erwartetes Fragment: 2165 bp) zusammen mit dem weiRen Phanotyp der Transfor-
manden (Abbildung 89D) bestatigte die korrekte Integration der echP450-Expressionskassette am
Lokus des wA-PKS-Gens.
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Abbildung 89: Kontrolle von pJN068 und dem echP450-Expressionsstamm A. nidulans JN042

Plasmidkarte von pJNO68 (A). Restriktionsverdau von pJN068 mit EcoRI zur Kontrolle (Erwartete Fragmente: 498, 1078,
2878, 6901 bp) (B). Kontroll-PCR zur Bestatigung der Anwesenheit von echP450 (Erwartetes Fragment: 2165 bp) (C). Wei-
Rer Phanotyp des Stamms A. nidulans JN042 (D).

A. nidulans JNO42 wurde in 5 ml PDB bei 25°C als Oberflachenkultur inkubiert. Nach der Inokulierung
mit ca. 4 x 10° Sporen wurden der Kultur 50 uM der in DMSO geldsten potenziellen Substrate Pree-
chinulin (16) oder cyclo-L-Trp-L-Ala (15) zugegeben. Genauso wurde der Umsatz von Neoechinulin A
(16a) getestet, um sicherzustellen, dass EchP450 wirklich nicht in der Lage ist die zweite Doppelbin-
dung zwischen C14 und C17 einzufihren. AuBerdem sollte beobachtet werden, ob Umsatz des schon
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an C5 prenylierten Tardioxopiperazin A (17) stattfindet. Die kompletten Kulturen, bestehend aus Me-
dium und Mycel, wurden nach 7 Tagen mit Ethylacetat extrahiert und ihr Extrakt wurde tiber LC-MS
analysiert (Abbildung 90 und Abbildung 91).

Es wurde erwartet, dass das an C2 revers-prenylierte Preechinulin (16) das Substrat der EchP450 dar-
stellt.*® In der Tat konnte nach der Zugabe von 16 ins Medium des Expressionsstamms JN042 Umsatz
zu Neoechinulin A (16a) festgestellt werden (Abbildung 90Aii). Die Produktion von 16a wurde auch
durch das Signal im EIC bestatigt (Abbildung 90Aiv). Es war denkbar, dass EchP450 auch das unpre-
nylierte zyklische Dipeptid akzeptiert. Um diese Hypothese zu tberprifen wurde JNO42 cyclo-L-Trp-
L-Ala (15) zugefuttert. Hierbei konnte kein Umsatz zum erwarteten dehydrogenierten Produkt beo-
bachtet werden (Abbildung 90Bii), was auch durch die Abwesenheit eines Signals im EIC bestatigt
wurde (Abbildung 90Biv).
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Abbildung 90: Fiitterung von 16 und 15 zum echP450-Expressionsstamm A. nidulans JN042

Im Vergleich zur Negativkontrolle JNOO2 (Ai) konnte nach Zufiittern von Preechinulin (16) zum echP450-Expressions-
stamm JNO42 (Aii) Umsatz zu Neoechinulin A (16a) festgestellt werden. Auch im EIC fir die die Masse von 16a war ein
eindeutiges Signal zu erkennen (Aiv). cyclo-L-Trp-L-Ala (15) andererseits wurde durch EchP450 nicht zu seinem dehydro-
genierten Produkt umgesetzt (B). Das wurde auch durch die Abwesenheit eines Signals im EIC fur die Masse des dehyd-
rogenierten Produkts (Biv) bestatigt.
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Die Expression des ech-Clusters durch A. nidulans JNO19 bzw JN044 deutete schon darauf hin, dass-
EchP450 nur eine Doppelbindung (A) installiert. AuRerdem konnte nach dem Zufittern von 16 nur
Umsatz zu 16a und keine Bildung von Neoechinulin B (16b) beobachtet werden. Zur eindeutigen Be-
er Hypothese wurde dem echP450-Expressionsstamm JNO42 auch 16a allein zugefiit-
tert. Wie erwartet fand keine Konversion zu 16b statt (Abbildung 91A). Die Zugabe des an C5 preny-
lierten Derivats von 16, Tardioxopiperazin A (17), zu JNO42 resultierte nicht in der Bildung des erwar-

statigung dies

teten dehydrogenierten Produkts Isoechinulin A (17a) (Abbildung 91B).

Zusammenfassend wurde durch EchP450 nur Preechinulin (16) zu Neoechinulin A (16a) umgesetzt,

dabei stellte s
weitere Preny

ich die von EchPT1 katalysierte reverse Prenylierung an C2 als essenziell heraus. Eine

lierung am Indolring, katalysiert durch EchPT2, verhinderte weiteren Umsatz.
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Abbildung 91: Fiitterung von 16a und 17 zum echP450-Expressionsstamm A. nidulans JN042
Die Zugabe von 16a zum A. nidulans JN042 resultierte erwartungsgemald nicht in der Bildung von 16b
Indolring prenylierte Tardioxopiperazin A (17) konnte von EchP450 nicht zu 17a umgesetzt werden (B).
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4.2.7 EchPT2 prenyliert bevorzugt Substrate der Echinulin-Serie

In einer vorherigen Studie wurde gezeigt, dass EchPT2 alle Metabolite der Echinulin-, Neoechinulin
A- und Neoechinulin B-Serie fir bis zu drei konsekutive Prenylierungsreaktionen akzeptiert.!'8 Wie in
Kapitel 4.2.2 bzw. Abbildung 77 gezeigt wurde, akkumulierten hauptsachlich die Substanzen 16a, 16b
und 19 als Alkaloide der Echinulin-Familie im Ursprungsorganismus A. ruber QEN-0407-G2. In dem
Extrakt wurden viel mehr diprenylierte Produkte der Neoechinulin A- bzw. B-Serie (17a, 17b, 18a und
18b) im Vergleich zu denen der Echinulin-Serie (nur 17) detektiert. In den Expressionsstimmen A.
nidulans JNO19 und JN044 (Kapitel 4.2.3 und 4.2.5) wurden 16a und 19 als Hauptprodukte festge-
stellt. Diprenylierte Metabolite der Neoechinulin A-Serie 17a und 18a akkumulierten in signifikant
hoherem Male als die der Echinulin-Serie 17 oder 18. All diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
EchPT2 Substrate ohne Doppelbindung wesentlich effizienter fir die regiospezifische Prenylierung
nutzt als jene mit Doppelbindung. AuRerdem scheint EchPT2 mit EchP450 um die Metabolisierung
von Preechinulin (16) zu konkurrieren. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde EchPT2 in E. coli
rekombinant produziert und in einem zeitabhangigen, kompetitiven in vitro-Assay mit den Substra-
ten der Echinulin- (16) und der Neoechinulin A-Serie (16a) genutzt. Des Weiteren wurde die Substrat-
konzentration-abhangige Produktbildung durch EchPT2 beobachtet.

4.2.7.1 EchPT2-in vitro-Assay mit konkurrierenden Substraten

Die heterologe Expression von echPT2 in E. coli erfolgte wie zuvor beschrieben.'® E. coli M15 wurden
dafiir mit dem Expressionsplasmid pVW83 (bereitgestellt von Frau Viola Wohlgemuth) transformiert
und in einer 50 ml LB-Vorkultur Gber Nacht schittelnd mit 230 rpm bei 37°C inkubiert. Aus dieser
Vorkultur erfolgte die Inokulierung von 8 x 250 ml TB in 2 L Erlenmeyerkolben auf eine ODegoo von 0,2.
Die Expression wurde nicht durch Zugabe von IPTG induziert, sondern verliel3 sich nur auf die Basal-
expression des T5-Promotorsystems, um die Menge an unldslichem Protein zu minimieren. Die Inku-
bation erfolgte bei 30°C schittelnd mit 230 rpm fiir 24 h. Nach der Ernte der Kulturen wurden die
Zellen aufgeschlossen und das rekombinante 6xHis-EchPT2 via Affinitdatschromatographie an NiNTA-
Agarose gereinigt.

Die kompetitiven in vitro-Assays wurden in einem 50 pl Reaktionsansatz durchgefiihrt. Dieser Ansatz
enthielt 5 mM CaClz, 5 mM DMAPP, 0,5 — 5 % Glycerin, bis zu 5 % DMSO, 1 mM Preechinulin (16), 1
mM Neoechinulin A (16a) und 1 pg gereinigte rekombinante EchPT2 in 50 mM Tris/HCl pH 7,5. Nach
der Inkubation bei 37°C fiir bis zu 90 min wurden die Reaktionen durch Zugabe von 50 ul Methanol
terminiert und tGber LC-MS analysiert (Abbildung 92).

Der kompetitive Assay zeigt, dass 16 durch die EchPT2 wesentlich besser umgesetzt wurde als 16a.
Das triprenylierte Produkt der Echinulin-Serie, Echinulin (19), konnte schon nach 5 min deutlich im
UV-Chromatogramm detektiert werden (Abbildung 92ii). Die Produkte der Neoechinulin A-Serie wur-
den erst nach ca. 10 — 20 min eindeutig sichtbar (Abbildung 92iii und iv). Die Praferenz von EchPT2
gegeniber 16 war noch viel deutlicher in der Abnahme der Substrate erkennbar. Nach 90 min wurden
Uber 90 % des Preechinulins (16) konsumiert, wohingegen noch 67% des Neoechinulin As (16a) vor-
lagen (Abbildung 92vii). Dabei wurde 16 hauptsachlich durch regiospezifische Prenylierung an C5 und
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C7 zu 19 umgesetzt, mit einer nur geringen Akkumulierung von 18 als Nebenprodukt. Im Vergleich
dazu wurde 16a zu zwei diprenylierten (17a und 18a) und zwei triprenylierten Produkten (19a und
20a) konvertiert. Scheinbar liel die Effizienz und die Regiospezifitdt der EchPT2-Reaktion in Anwe-
senheit der Doppelbindung A'° nach, was teilweise bereits in der zuvor zitierten Studie angedeutet
und nun bestatigt werden konnte. Diese Ergebnisse decken sich mit der beobachteten Ratio der ak-
kumulierten Substanzen der Echinulin- und Neoechinulin A-Serie im urspriinglichen Produzenten A.
ruber.
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Abbildung 92: EchPT2-in vitro-Assay mit 16 und 16a als kompetitive Substrate

Die Assays wurden nach 0, 5, 10, 20, 30, 60 oder 90 min gestoppt. Nach 5 min (ii) konnte schon die Bildung von 19
beobachtet werden. Produkte der Neoechinulin A-Serie wurden erst nach 10 (iii) bis 20 min (iv) deutlich sichtbar. Nach
90 min (vii) waren tiber 90 % 16 umgesetzt, wahrend noch 67 % 16a vorhanden war.
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4.2.7.2 Substratkonzentration-abhangige Produktbildung durch EchPT2

Zur genaueren Untersuchung der EchPT2-Substratpraferenz wurden in vitro-Assays mit unterschied-
lichen Konzentrationen der Substrate 16, 16a und 17a durchgefiihrt. Die Assays wurden wie zuvor
beschrieben in 50 ul Ansatzen durchgefiihrt. Sie enthielten 5 mM CaCl, 5 mM DMAPP, 0,5 -5 %
Glycerin, bis zu 5 % DMSO, 1 ug gereinigte rekombinante EchPT2 und die Substrate 16, 16a bzw. 17a
(Konzentrationen: 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 4 mM) in 50 mM Tris/HCI pH 7,5. Nach 20-minutiger
Inkubation bei 37°C wurden die Reaktionen durch Zugabe von 50 ul Methanol gestoppt und Uber
HPLC analysiert. Da sich die Elutionsmethode fiir die HPLC zu der der LC-MS unterscheidet, wurden
zuvor die Substrate 16, 16a, 17a und das Hauptprodukt der EchPT2 19 als Standard und zur Quanti-
fizierung analysiert (Anhang 3). Das triprenylierte Produkt von Neoechinulin A (héchstwahrscheinlich
19a) wurde zuvor nicht isoliert und stand nicht als Standard zur Verfligung, sodass die Quantifizierung
Uber die Menge des verbrauchten Substrates erfolgte.

Wie in Abbildung 93Ai-iii gezeigt, ist in Assays mit Preechinulin (16) als Substrat das triprenylierte
Echinulin (19) das Hauptprodukt von EchPT2, ohne dass eine signifikante Menge des diprenylierten
Tardioxopiperazin A (17) gebildet wird. Offensichtlich wird das Produkt der ersten Prenylierung an
C5 (17) sofort in einer zweiten Prenylierungsreaktion an C7 zu 19 umgesetzt. Die kinetischen Para-
meter flir das Substrat 16 konnten aufgrund dieser zwei konsekutiven Reaktionen nicht genau be-
stimmt werden. Stattdessen wurde die Gesamtreaktion von 16 Uber 17 zu 19 betrachtet und die
insiginifikante Bildung des Nebenprodukts 18 vernachldssigt. Die Werte filir Vimax und Km wurden
dadurch Uber das Ablesen der angepassten Kurve nur grob geschatzt und dienen nur als Richtwert,
weshalb auch keine Angabe der Standardfehler erfolgt. Durch die Auftragung der initialen Geschwin-
digkeit der Bildung von 19 gegen die Substratkonzentration war erkennbar, dass hier ab einer Kon-
zentration von 1 mM 16 eine Substratinhibition auftrat (Abbildung 93Aiv). Die geschatzte maximale
Geschwindigkeit Vmax flr beide Prenylierungen von 16 zu 19 tiber 17 betrug 356 nmol min'* mg! mit
einer geschatzten halbmaximalen Substratkonzentration von 0,084 mM.

Wurde 16a als Substrat verwendet, konnte sowohl die Bildung des diprenylierten Isoechinulin A
(17a), als auch des triprenylierten Produkts (héchstwahrscheinlich 19a) beobachtet werden (Abbil-
dung 93Bi-iii). Mit steigender Substratkonzentration stieg die Geschwindigkeit der Bildung von 17a
leicht und glich anndhernd einer Michaelis-Menten-Kinetik, wahrend die von 19a liber 0,2 mM fast
konstant blieb (Abbildung 93Biv).

Wie auch beim Umsatz von Preechinulin (16) wurde das Produkt der ersten Prenylierung von 16a,
Isoechinulin A (17a), von EchPT2 erneut als Substrat fir eine zweite Prenylierung benutzt, sodass
auch hier die Bestimmung der kinetischen Parameter nicht exakt erfolgen konnte. Die geschatzte
Vmax flir beide Prenylierungen betrug mit 86,9 nmol mint mg? nur 24 % der Maximalgeschwindigkeit
des Preechinulin (16)-Umsatzes. Die halbmaximale Substratkonzentration dagegen war mit 0,15 mM
ca. 1,8-mal so hoch.
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Abbildung 93: HPLC-Analyse substratkonzentration-abhangiger EchPT2-Assays und Abhangigkeit der Reaktionsge-
schwindigkeit von der Substratkonzentration
Abgebildet werden HPLC-Analysen der EchPT2-Assays mit einer Substratkonzentration aus dem niedrigen, mittleren und
hohen Bereich, um die unterschiedliche Bildung der di- oder triprenylierten Produkte 17a und 19a* zu verdeutlichen.
Daneben sind die anfanglichen Reaktionsgeschwindigkeiten abhangig von der initialen Konzentration des jeweiligen Sub-
strats aufgetragen. Die Daten daflir wurden aus mindestens drei unabhangigen Messungen gewonnen und die Fehlerbal-
ken reprasentieren den Standardfehler. EchPT2-Assay mit unterschiedlicher Konzentration des Substrats 16 (A). EchPT2-
Assay mit unterschiedlicher Konzentration des Substrats 16a (B). EchPT2-Assay mit unterschiedlicher Konzentration des
Substrats 17a (C).
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Wenn das diprenylierte 17a allein als Substrat fiir EChPT2 benutzt wurde, wurde das triprenylierte
Derivat 19a als Hauptprodukt gebildet (Abbildung 93Ci-iii). Ab einer Substratkonzentration von 0,5
mM oder héher wurde wieder eine Hemmung der Reaktion beobachtet (Abbildung 93iv). Die abge-
lesene Maximalgeschwindigkeit und halbmaximale Substratkonzentration betrugen jeweils 76,0
nmol mint mg* und 0,081 mM. Scheinbar wird die Enzymaktivitdt eher durch das diprenylierte 17a
gehemmt als durch das monoprenylierte 16a. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Inkuba-
tion von EchPT2 mit 16, 16a und 17a in verschiedenen Konzentrationen die Substratpraferenz gegen-
Uber Preechinulin (16) bestatigt.
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5 Diskussion

5.1 Untersuchungen zur Flavoglaucinbiosynthese

5.1.1 Flavoglaucinanaloga in Aspergillus ruber QEN-0407-G2 und die heterologe Expression des
fog-Clusters in Aspergillus nidulans LO8030

Alle drei getesteten Pilze A. ruber QEN-0407-G2, A. cristatus CGMCC 3.6083 und A. glaucus NRRL 116
sind in der Lage Substanzen der Flavoglaucin-Familie zu produzieren (Kapitel 4.1.1). Es konnte fest-
gestellt werden, dass in A. ruber und A. glaucus die Menge der Substanzen mit steigender Anzahl an
Doppelbindungen sinkt und Flavoglaucin (1a) mit seiner komplett gesattigten Heptylseitenkette das
Hauptprodukt darstellt. A. cristatus jedoch produziert eine deutlich héhere Menge aller Substanzen
unabhangig von der Anzahl und dem Muster der Doppelbindungen im Heptylrest. Die bisherigen Er-
kenntnisse der Flavoglaucinbiosynthese lassen noch nicht eindeutig darauf schlieBen, wodurch die
Einfihrung der Doppelbindungen gesteuert wird, sodass keine genaue Aussage bezliglich der unter-
schiedlichen Verhaltnisse an Flavoglaucinanaloga in A. ruber und A. cristatus oder dem kompletten
Fehlen von 1g moglich ist. Die hohere Ausbeute der Salicylaldehyde in A. cristatus konnte moglicher-
weise auf hohere Expressionslevel der fog-Gene oder eine hohere Verfligbarkeit von Vorstufen wie
Acetyl-CoA oder Malonyl-CoA zuriickzufiihren sein.

Trotz der geringeren Produktion der Flavoglaucinanaloga wurde A. ruber QEN-0407-G2 aus mehreren
Grinden zur Untersuchung des fog-Clusters ausgewahlt. Erstens waren zum Zeitpunkt der Arbeits-
aufnahme fir dieses Projekt die A. cristatus oder A. glaucus Stamme noch nicht im Besitz der Arbeits-
gruppe, zweitens wurden die kompletten bioinformatischen Analysen des fog-Clusters mit den Ge-
nomdaten von A. ruber ausgefiihrt und basierend darauf schon Primer fiir Gendeletionen designt
und drittens wurden in unserer Gruppe schon zuvor Untersuchungen mit A. ruber durchgefiihrt, so-
dass ein gewisser Erfahrungswert mit diesem Organismus gegeben war. Nichtsdestotrotz konnte
A. ruber nicht erfolgreich genetisch modifiziert werden. Auch durch Anwendung der Split-Marker-
Methode zur Deletion von Genen in Organismen, deren Fahigkeit zur nicht-homologen Endverkniip-
fung nicht deaktiviert wurde, konnte kein Erfolg erzielt werden (Kapitel 4.1.3). Erwartungsgemal war
die Gesamtanzahl an Transformanden mit der Split-Marker-Methode sehr gering, weil dadurch die
zuféllige Integration der Hygromycin B-Resistenzkassette ins Genom erschwert wurde. Dennoch ist
diese Moglichkeit nicht komplett ausgeschlossen, was die negativen Transformanden von A. ruber
nach Transformation mit pJNOO8 und pJNOQ9 zeigten. Durch die Nutzung der Split-Marker-Methode
nimmt die Frequenz der DNA-Reparatur durch homologe Rekombination an sich nicht zu, sodass sich
nach dem Wegfallen des GroRteils falsch-positiver Transformanden die Netto-Anzahl richtiger Klone
nicht wirklich erhéht. Wie zuvor erwéahnt ist die erfolgreiche gezielte Integration auch vom genomi-
schen Lokus, der Lange der homologen Bereiche und moglicherweise von der Trennung des Marker-
gens an sich abhanging.#17:423
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Durch die unterschiedliche Effizienz homologer Rekombination in verschiedenen Organismen ist es
moglich, dass die genetische Modifikation von A. cristatus oder A. glaucus zur Untersuchung des fog-
Clusters unter Einsatz der Split-Marker-Methode erfolgreich gewesen ware. Alternative Methoden
zur gezielten genetischen Modifikation waren z.B. der Einsatz des CRISPR/Cas9 Systems, wie es schon
erfolgreich fiir andere Ascomyceten wie P. chrysogenum, A. fumigatus oder A. niger eingesetzt wurde
oder die Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation, durch die nicht nur ungezielte In-
tegration moglich ist, sondern wodurch auch eine hohe homologe Rekombinationseffizienz erreicht
werden kann.476-480 Stand April 2021 wurden noch keine Studien veréffentlicht, in denen eine erfolg-
reiche genetische Manipulation von A. ruber beschrieben wurde.

Die mangelnde genetische Manipulierbarkeit von A. ruber QEN-0407-G2 konnte durch die heterologe
Expression des fog-Clusters in A. nidulans LO8030 umgangen werden (Kapitel 4.1.4). Dadurch war es
moglich zu bestatigen, dass dieser fir die Biosynthese von Flavoglaucin und seinen Analoga verant-
wortlich ist. Wie im urspriinglichen Produzenten wurden im fog-Clusterexpressionsstamm A. nidu-
lans JNOO4 die Substanzen 1a — 1f und 1h gebildet. 1g konnte auch hier nicht beobachtet werden,
doch im Gegensatz zu A. ruber wurde 1h nur in Spuren gefunden. Uber die Kontrolle der Einfiihrung
von Doppelbindungen in die Heptylseitenkette der Flavoglaucinanaloga ist noch immer wenig be-
kannt.

Die heterologe Expression kann in einigen Fallen zur Umsetzung von heterologen Enzymprodukten
durch endogene Enzyme des Expressionsorganismus flihren.#3148%482 Djes wird u.a. durch Ergebnisse
einer Studie unterstrichen, in der die heterologe Expression des fls-Genclusters aus Micromonospora
rosaria SCSIO N160 in vier verschiedenen Expressionsorganismen zu unterschiedlichen Produkten
fuhrte.*® Die Verstoffwechslung der Intermediate 6a und 6b in den fogE-Deletionsstammen durch
ein Enzym des Expressionsorganismus A. nidulans wurde auch wahrend dieser Arbeit beobachtet
(Kapitel 4.1.5.4 und 4.1.6.1). Dariliber hinaus kénnen regulatorische Elemente des Wirtsorganismus
Auswirkungen auf die Produktion von exogenen Produkten haben.®? Méglicherweise beeinflusst
eine wirtseigene Reduktase das Muster der Doppelbindungen in der Heptylseitenkette, sodass aus-
gerechnet das Sattigungsmuster von 1h in A. nidulans nicht bestehen bleibt.

5.1.2 Identifikation von fog-Cluster Homologen in anderen Organismen

ErwartungsgemaR konnten in den bisher verfligbaren genomischen Daten von Pilzen der A. glaucus-
Gruppe Homologe des fog-Clusters aus A. ruber identifiziert werden (Abbildung 33). Besonders inte-
ressant im Hinsicht auf die Detektion eines analogen BGCs ist die Isolierung von Flavoglaucinanaloga
aus phylogenetisch weiter entfernten Organismen wie Penicillium charlesii oder sogar aus dem Ac-
tinobakterium Streptomyces atrovirens PK288-21.°3°* Aufgrund fehlender Daten konnten die Ge-
nome dieser Organismen noch nicht bioinformatisch auf die Anwesenheit eines homologen Clusters
untersucht werden. Die Entdeckung eines dhnlichen Genclustersin S. atrovirens ware allerdings tber-
raschend. Ein horizontaler Gentransfer zwischen Vorfahren von S. atrovirens und Pilzen der
A. glaucus-Gruppe ware eine mogliche Erklarung fir das Vorfinden von Flavoglaucinanaloga in solch
unterschiedlichen Organismen. Es ist bekannt, dass horizontaler Gentransfer nicht nur innerhalb der
Domanen Bacteria und Fungi stattfindet, sondern auch zwischen Bakterien und Pilzen.*84-%8 Dagegen
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spricht allerdings, dass bisher nur einzelne Gene oder kurze Genabschnitte aus Prokaryoten eindeutig
in Pilzen identifiziert wurden. Darlber hinaus wurde 1f in S. atrovirens PK288-21 als einziges
Flavoglaucinanalog isoliert und bisher wurden auch in keinen weiteren Streptomyceten ahnliche Sub-
stanzen gefunden, was die Wahrscheinlichkeit ein nahes Homolog des fog-Clusters in seinem Genom
vorzufinden enorm verringert.

Die Beteiligung einer HR-PKS wurde auch fir die Biosynthese des alkylierten Salicylaldehyds Pyriculol
in Magnaporthe oryzae berichtet.*®” Spater wurde ein homologer (srd-) Cluster fiir die Biosynthese
des Pyriculol-d3hnlichen Sordarial entdeckt.*®® Erst kurz vor der Beendigung der Arbeiten zur
Flavoglaucinbiosynthese im Rahmen dieser Dissertation wurde die Funktion des (vir-) Clusters aus
Trichoderma virens durch heterologe Expression in A. nidulans A1145 aufgeklart. Dieser Gencluster
ist fur die Produktion des Epoxycyclohexenols Trichoxid Gber eine Salicylaldehydvorstufe verantwort-
lich und offenbart mit 7 homologen Genen eine groRe Ahnlichkeit zum fog-Cluster.?** Die Identitit
zwischen den homologen Proteinen, kodiert durch die srd-, vir- und fog-Cluster, betragt groRtenteils
Uber 40%. Dabei sind Homologe zur HR-PKS FogA (SrdA, VirA), den kurzkettigen Dehydrogenasen/Re-
duktasen FogB (SrdC, VirB), FogD (SrdE, VirD) und FogG (VirG), sowie dem Cupin FogC (SrdD, VirC)
und dem Cytochrom P450 Enzym FogE (VirE) zu finden (Abbildung 94). Im Kontext der aus diesen
Studien gewonnen Daten kdnnen u.U. weitere Riickschliisse auf die Flavoglaucinbiosynthese gezogen
werden, besonders im Hinblick auf die Bildung des ersten aromatischen Intermediaten. Dariber hin-
aus werden im weiteren Verlauf dieser Diskussion neben den Ahnlichkeiten auch die Unterschiede
der Produktion von Flavoglaucin zur Sordarial- bzw. Trichoxidbiosynthese herausgearbeitet.

O H
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N. 6’3333 1. 8% 53. s% 57 4% 9. 0% L .376% Sordarial

s ) 5 ) TJEFNV
A. rUberSG 7% 51.6% 56 4% 71. 9% 53. 9% 38 9% 54 9% HO
e e e e SRS Gt
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Abbildung 94: Vergleich des fog-Clusters aus A. ruber mit dem srd-Cluster in N. crassa und dem vir-Cluster in T. virens
Die Wiedergabe der Identitdt in Prozent bezieht sich auf die Aminosduresequenz der kodierten Proteine

5.1.3 Biosynthese des ersten aromatischen Intermediaten

Typischerweise synthetisieren HR-PKS hoch-reduzierte Produkte, wahrend partiell- oder nicht-redu-
zierende PKS Substanzen mit phenolhaltigen Gruppen wie z.B. 2,4-Dihydroxybenzol oder Salicylsaure
produzieren kénnen.*®? Einer unserer fritheren Hypothesen zu Folge konnte angenommen werden,
dass zur Flavoglaucinbiosynthese eine HR-PKS ein Polyketid aus drei Ketideinheiten partiell oder voll-
standig reduziert, welches als Startereinheit fir eine separate NR-PKS dient. Diese NR-PKS erweitert
das Polyketid um vier weitere Ketideinheiten bevor durch ihre Produkttemplat (PT)-Domane die C2-
C7-Zyklisierung und die Bildung des Aromaten veranlasst wird. In dhnlicher Art und Weise werden
Asperfuranon, Chaetoviridin und Resorcylsaure-Lactone wie Lasiodyplidin, Hypothemycin, Radicicol
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oder Zearalenon gebildet.170,215241,243,430-492 Daher kam die vollstandige Bildung der Flavoglaucinana-
loga durch den fog-Cluster mit nur einer kodierten HR-PKS FogA, wie durch die Expression des Clus-
ters in A. nidulans bestatigt wurde, iberraschend. Die parallel untersuchten Cluster der Pyriculol-,
Sordarial- und Trichoxidbiosynthese zeigten, dass dies kein Einzelfall war und in verschiedenen Asco-
myceten alkylierte Salicylaldehyde in einer dhnlichen Art und Weise produziert werden.

Die Uberexpression der HR-PKS FogA in A. nidulans LO8030 fiihrte nicht zu einem zyklisierten, aro-
matischen Produkt sondern resultierte in der Bildung der offenkettigen (8E,10E,12E)-3,5,7-Trihydro-
xytetradeca-8,10,12-Triensaure (2d), die spontan unter Wasserelimination zu 3d oder 5d lactoni-
sierte bzw. ein Tetrahydropyran (4d) ausbildete (Kapitel 4.1.5.1). Dies stimmt mit der Beobachtung
Uberein, die bei der heterologen Expression von virA in A. nidulans A1145 gemacht wurde und auch
dort die Notwendigkeit weiterer Enzyme zur korrekten Zyklisierung impliziert. Das Produkt von VirA
(8E,10E,12E)-3,5,7-Trihydroxyoctadeca-8,10,12-Trienal, das in Lésung durch Ring-Ketten-Tautomerie
hauptsachlich als ein Paar von Hemiacetalen vorlag, wurde allerdings unabhangig von weiteren En-
zymen schon als Aldehyd von der PKS freigesetzt.?** VirA weist die gleiche Domanenarchitektur auf
wie FogA und besitzt keine explizite Reduktasedomane die diesen Schritt erméglichen sollte. Aller-
dings konnte beobachtet werden, dass die Produktausbeute in Koexpression mit dem Cupin VirC
(FogC-Homolog) deutlich erhoht ist, was bei der Trichoxidbiosynthese zumindest auf eine enge Ko-
operation weiterer Enzyme mit der PKS hinweist.

Die Deletion von fogB, fogC oder fogD in A. nidulans JNOO4 fiihrte dazu, dass Flavoglaucin oder seine
Analoga nicht mehr im UV-Chromatogramm der Extrakte detektiert werden konnten (Kapitel
4.1.5.3). Auch Intermediate der Flavoglaucinbiosynthese wurden in diesen Stimmen nicht gefunden.
Offensichtlich werden alle drei Proteine benétigt, um zusammen mit FogA ein erstes korrekt zykli-
siertes und aromatisches Intermediat zu bilden. Diese Annahme wurde durch die Koexpression von
fogA mit fogB, fogC, fogD und fogl im Stamm A. nidulans JNO29 bestatigt, wobei Fogl als Transkrisp-
tionsfaktor keine biosynthetisch relevante Rolle einnimmt (Kapitel 4.1.5.5). Der besagte Stamm pro-
duzierte die 2-Alkyl-Salicylalkohole 6a — 6d. Diese Beobachtungen decken sich mit der Sordarialbio-
synthese, bei der die Koexpression von SrdACD (FogABC-Homologe) in A. nidulans A1145 allein noch
nicht zu einem Produkt flihrten. Erst nachdem auch SrdE (FogD-Homolog) mit anwesend war, konnte
ein zyklisiertes, aromatisches Produkt isoliert werden.*®® Im Gegensatz zur Uberexpression von fogA
wurden in den AfogB-, AfogC- und AfogD-Stammen nur in der Masse geringe Mengen des offenket-
tigen Polyketids 2d detektiert. In dem Uberexpressionsstamm A. nidulans JNOO1 wurde die Transkrip-
tion des Gens fogA vom starken konstitutiven gpdA-Promotor kontrolliert, der die Expression dauer-
haft und nahezu unabhingig von den Umweltbedingungen gewihrleistet.*®3 Alle fog-Gene im Clus-
terexpressionsstamm A. nidulans JNOO4 und seinen Deletionsmutanten stehen unter der Kontrolle
ihrer nativen Promotoren aus A. ruber. Einerseits konnte der Cluster so einfacher kloniert werden,
andererseits konnten durch Verwendung der nativen Promotoren auch die Auswirkungen des Tran-
skriptionsfaktors Fogl auf die Produktion von Flavoglaucin untersucht werden. Hier kénnen die Ex-
pressionslevel dieser Gene durch Abhangigkeit von Transkriptionsfaktoren oder Umweltbedingun-
gen geringer ausfallen. AuRerdem ist es denkbar, dass A. ruber-Promotoren von der Transkriptions-
maschinerie in A. nidulans unterschiedlich stark angesprochen werden. Es ist daher nachvollziehbar,
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dass der Uberexpressionsstamm JNOO1 eine gréRere Menge des FogA-Produkts 2d bildet als die fogB-
, fogC- und fogD-Deletionsstamme. Ausgehend von der geringen Akkumulation des offenkettigen Po-
lyketids 2d in diesen Stammen, der dennoch signifikanten Menge gebildeter Endprodukte im Clus-
terexpressionsstamm A. nidulans JNOO4 und dem Fakt, dass in den AfogB-, AfogC- und AfogD-Stam-
men keinerlei Intermediate akkumulierten, kann postuliert werden, dass die Modifikation des nas-
zenten Polyketids durch die zusatzlichen Enzyme FogB, FogC und FogD stattfinden, wahrend es noch
an FogA gebunden ist. Die Einwirkung von FogBCD auf das FogA-gebundene Polyketid resultiert in
seiner korrekten Zyklisierung, Aromatisierung und reduktiven Freisetzung als Alkohol. Die offenket-
tige Carbonsaure 2d scheint demnach ein Hydrolyseprodukt zu sein, welches aufgrund fehlender wei-
terer Modifikationen durch FogBCD nach einiger Zeit spontan vom ACP der PKS FogA abgespalten
wurde.

Wie schon zuvor erwihnt zeigte die Analyse von FogB mit der NCBI conserved domain database Ahn-
lichkeit zu 3-Oxoacyl-ACP-Reduktasen, die in der Lage sind B-Ketoacyl-ACP zu B-Hydroxyacyl-ACP zu
reduzieren.*3®43 Es ist wahrscheinlich, dass verwandte Enzyme statt der Reduktion eines Ketons zu
einem Alkohol stattdessen eine reverse Reaktion katalysieren. Durch Reoxidation des C7-Hydroxyls
zu einem Keton ware eine C2-C7-Zyklisierung des offenkettigen Polyketids moglich. Eine BLAST-Ana-
lyse von FogB ergab eine 69,34 %ige |dentitdt (bei einem Query Cover von 100 %) zur 2-(R)-Hydro-
xypropyl-CoM-Dehydrogenase aus Aspergillus saccharolyticus JOP 1030-1, die in der Lage ist die Oxi-
dation eines hydroxylierten Alkylthioesters zu einem Keton zu vermitteln. Dies macht FogB zu einem
wahrscheinlichen Kandidaten fiir die Reoxidation einer Hydroxygruppe des FogA-gebundenen 2d-
Thioesters zum Keton. In der Tat wurde fiir das FogB-Homolog VirB in in vitro-Enzymassays gezeigt,
dass dieses die Reoxidation der C7-Hydroxygruppe zum Keton katalysiert.?** In diesem Fall ist es VirB
allerdings moglich unabhangig von der PKS VirA die freigesetzte offenkettige Carbonsaure als Sub-
strat zu akzeptieren, was in Kontrast zu FogB steht, welches héchstwahrscheinlich das PKS-gebun-
dene Polyketid reoxidiert. Es ist zu erwarten, dass die Zyklisierung der offenkettigen Vorstufe bei der
Sordarialbiosynthese analog zur Produktion von Flavoglaucin ablduft, da die Ergebnisse der Koex-
pression von SrdA mit SrdCDE auch darauf hindeuten, dass die Modifikation des Polyketids in PKS-
gebundener Form stattfindet.

Eine genaue Funktion fiir das Cupin-Domane-enthaltende Protein FogC ist nicht vorherzusagen, da
die Funktionen von Cupinen liberaus vielzahlig sind. Monocupin-Domanen kénnen unter anderem in
Dioxygenasen, Phosphomannose Isomerasen, Germin-dhnlichen Proteinen (hauptsachlich Oxalat-
Oxidasen, Superoxid Dismutasen), Auxin-bindenden Proteinen (fiir die Signaltransduktion) oder auch
nuklearen Proteinen enthalten sein.**° Die Deletion von fogC (Kapitel 4.1.5.3) und die Expression zu-
sammen mit fogA, fogB und fogD (Kapitel 4.1.5.5) zeigten allerdings, dass es fir die Herstellung des
ersten Intermediaten in der Flavoglaucinbiosynthese essenziell ist. Genauso verhalt es sich fiir sein
Homolog SrdD bei der Produktion von Sordarial.?®® In der Trichoxidbiosynthese scheint VirC jedoch
nicht unbedingt notwendig zu sein, da die PKS VirA zusammen mit den SDRs VirB und VirD schon ein
2-Alkyl-Salicylaldehydprodukt synthetisieren kann.?** VirC beeinflusste die Produktion des offenket-
tigen Aldehyds durch VirA jedoch positiv, sodass lber die Koexpression beider Gene in A. nidulans
mehr Produkt gewonnen werden konnte als bei der Expression von virA allein.
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Eine BLAST-Analyse identifizierte das nachste, zu FogD homologe, Enzym mit einer bekannten Funk-
tion als 1-Acyl-Dihydroxyacetonphosphat-Reduktase aus Fusarium fujikuroi (70,0 %ige Identitat bei
einem Query-Cover von 98,0 %). Dieses Enzym ist aus der Produktion von Phosphatidsauren bekannt
und katalysiert dabei die Reduktion der Ketogruppe von 1-Acyl-Dihydroxyacetonphosphat zum 1-
Acyl-Glycerin-3-Phosphat.*** Abermals kann angenommen werden, dass verwandte Enzyme auch in
der Lage sind, reverse Reaktionen, also die Oxidation einer Hydroxygruppe zum Keton, zu katalysie-
ren. Die Aromatisierung des Ringsystems der Flavoglaucinvorstufe kdnnte moglicherweise durch
Reoxidation der C3- und spontaner Abspaltung der C5-Hydroxygruppe verlaufen. Es ware plausibel,
wenn FogD dafiir die Reoxidation der C3-Hydroxygruppe katalysiert. Wie auch VirB wurde das FogD-
Homolog VirD aus der Trichoxidbiosynthese in in vitro-Assays getestet. Dabei stellte sich heraus, dass
VirD nicht nur die erwartete Reoxidation des C3-Hydroxyls, sondern auch die Reduktion des endstan-
digen Aldehyds zu einem Alkohol katalysiert.?** Das bei der Oxidation der Hydroxygruppe entste-
hende NADH wurde als Reduktionsdquivalent fiir die Reduktion des Aldehyds zum Alkohol benutzt.
Basierend auf diesen Ergebnissen ist FogD ein plausibler Kandidat fiir die die Reoxidation des C3-
Hydroxyls, sowie die reduktive Freisetzung des Polyketids als Alkohol in der Flavoglaucinbiosynthese.

Neben dem Fakt, dass die Flavoglaucinbiosynthese einer der wenigen Falle darstellt, in dem eine HR-
PKS an der Bildung eines phenolhaltigen Produkts beteiligt ist, wirft auch die reduktive Freisetzung
des Polyketids mit Hilfe diskreter Oxidoreduktasen interessante Fragen beziiglich ihres Mechanismus
auf. Typischerweise enthalten sowohl NR-, PR- als auch in seltenen Fallen HR-PKS eine Reduktase (R)-
Domane fiir die Reduktion des Acyl-Thioesters zu einem freien Aldehyd- bzw. Alkoholpro-
dukt.?17,230495 Es st quch bekannt, dass Arylsduren als Produkte von NR-PKS von separaten NRPS-
ahnlichen Enzymen mit einer A-ACP-R-Domanenstruktur aktiviert und zu einem Benzolcarbaldehyd
reduziert werden.3234% Die meisten HR-PKS besitzen wie FogA, VirA oder SrdA jedoch keine dedi-
zierte Domane fiir die Freisetzung der Polyketidkette und es sind nur begrenzte Informationen tber
ihre Freisetzungsmechanismen bekannt.?'* In der Flavoglaucinbiosynthese erfordert die Reduktion
des Thioesters und die Freisetzung als Alkohol zwei diskrete 2-Elektron-Reduktionsschritte. Die Ex-
pression von VirA zeigte, dass die PKS allein in der Lage war, das Produkt in einer 2-Elektron-Reduk-
tion als Aldehyd freizusetzen, bevor es spater durch VirD weiter zu einem Alkohol reduziert wurde,
welches dabei allerdings als vermeidbares Nebenprodukt von VirD betrachtet wurde.?** Das wirft die
Frage auf, ob FogA durch Interaktion mit FogBCD moglicherweise auch in der Lage ist, die erste Re-
duktion zum Aldehyd zu katalysieren, bevor FogD in einer zweiten Reaktion das Aldehyd zum Alkohol
reduziert. Andernfalls miisste hier FogD allein beide Reduktionen durchfihren. Es sind Reduktasedo-
manen von NRPS bekannt, die 4-Elektron-Reduktionen (in zwei separaten Schritten) katalysieren kén-
nen. Die Reduktasedomane der NRPS LtxA aus Lyngbya majuscula z.B. gehort wie FogD zur kurzket-
tigen Dehydrogenase/Reduktase-Uberfamilie und besitzt deren klassische Rossmann-Faltung zur Bin-
dung von NAD,**7 weist aber in einem paarweisen Alignment zu FogD (durchgefiihrt mit EMBOSS
Needle) keine Ahnlichkeit auf dem Aminosiurelevel auf. Die Aufteilung der Reduktionsschritte auf
FogA und FogD ist damit das plausiblere Szenario.
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Abbildung 95: Postulierte Biosynthese des ersten aromatischen Intermediaten 6d

Die potenzielle Biosynthese des ersten aromatischen Intermediaten wurde basierend auf den Erkenntnissen mit den
FogABCD-Homologen VirABCD?** und den in dieser Arbeit gewonnen Daten postuliert. Das Schema zeigt die Biosynthese
des ersten aromatischen Intermediaten am Beispiel von 6d mit komplett ungesattigter Seitenkette, da noch unklar ist,
wie die Sattigung der Seitenkette kontrolliert wird.

Die Flavoglaucinanaloga sind von den hier besprochenen Salicylaldehyden die einzigen, die ein vari-
ierendes Muster oder Anzahl an Doppelbindungen in der Alkylseitenkette aufweisen. Die in Kapitel
4.1.5.1 prasentierten Ergebnisse deuten darauf hin, das FogA moglicherweise allein in der Lage ist
zumindest geringe Mengen an Produkten mit unterschiedlicher Sattigung der Seitenkette herzustel-
len. Die Koexpression von FogA, FogB, FogC, FogD und Fogl zeigt, dass die Menge an Produkten mit
mehrfach gesattigter Seitenkette in Anwesenheit von FogBCD drastisch erhéht und die vollstandige
Reduktion zum komplett gesattigten Heptylrest Giberhaupt erst ermdglicht wird (Kapitel 4.1.5.5). Soll-
ten FogB und FogD analoge Reaktionen zu ihren Homologen VirB und VirD katalysieren und FogC
aufgrund mangelnder Bindestellen fir reduktionsaquivalente Cosubstrate wie NADH oder NADPH als
reduzierendes Enzym wegfallen, bliebe nur noch FogA selbst fiir die komplette Sattigung der Seiten-
kette.

Schon friher wurde gezeigt, dass sich die Effizienz bzw. die Aktivitat von Enzymen durch Protein-
Protein-Interaktionen verandern kann.*%%4%° Wihrend die Interaktionen zwischen den Einzelprotei-

500-502 jst bisher noch keine Verande-

nen modularer Typ | PKS schon umfangreich untersucht wurden
rung der Aktivitat durch Protein-Protein-Interaktionen zwischen iterativen Typ | PKS und anderen
Enzymen bekannt. Méglicherweise induziert die Interaktion von FogB, FogC und/oder FogD mit FogA
eine Konformationsanderung, die die inherente Programmierung von FogA dahingehend verandert,
dass die ER wahrend der Prozessierung der ersten drei Ketideinheiten vermehrt zum Einsatz kommt.
Uber die genaue Funktion von FogB, FogC und FogD in ihrer Interaktion mit FogA, die von ihnen er-
moglichte Zyklisierung des Polyketids und die Kontrolle Gber die Sattigung der Seitenkette kann bis-
her basierend auf den Parallelen zur Trichoxidbiosynthese nur spekuliert werden und bedarf noch

weiterer Untersuchung.
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5.1.4 Hydroxylierung der 2-Alkyl-Salicylalkoholintermediate durch FogE

Die Deletion von fogE in A. nidulans JNOO4 fuhrte zur Akkumulierung von 6a — 6d, den gleichen 2-
Alkyl-Salicylalkoholen, die nach der Koexpression von FogABCDI beobachtet werden konnten (Kapitel
4.1.5.4 und 4.1.5.5). Das deutet darauf hin, dass das Cytochrom P450 Enzym FogE wie erwartet eine
Monooxygenase-Funktion Ubernimmt und die C3-Hydroxlierung der Intermediate katalysiert. Dies
stimmt mit der Funktion seines Homologs VirE tberein, was durch eine vergleichbare Hydroxylierung
Virensol B zu Virensol A umsetzt.?** Der srd-Cluster und der Cluster fiir die Pyriculolbiosynthese wei-
sen keine Homologe zu fogE auf und ihre Produkte besitzen auch keine analoge Hydroxygruppe.*87:488
Die Hydroxylierung der Intermediate 6a und 6b kann in der Deletionsmutante A. nidulans JNOO7
scheinbar teilweise durch ein endogenes Wirtsenzym ersetzt werden, was zur Bildung von 7a und 7b
fihrt, die von den restlichen Enzymen des fog-Pathways zu den Endprodukten 1a und 1b weiter kon-
vertiert werden. Das gleiche Phanomen wurde auch in den Stammen A. nidulans JN020 und JN029
beobachtet, in denen fogE und jeweils zwei bzw. drei weitere Gene deletiert wurden. In diesen Stam-
men fand allerdings kein weiterer Umsatz von 7a und 7b statt, weil die nachsten relevanten Enzyme
des Stoffwechselwegs fogH und fogF fehlten. Eine BLAST-Analyse mit der Aminosauresequenz von
FogE gegen annotierte Proteine von A. nidulans offenbarte ein CYP, das diese Rolle mdglicherweise
erflllt: die Aminosauresequenz des Cytochrom P450 Enzyms AN8358.4 von A. nidulans weist eine
48,96 %ige Sequenzidentitat mit einem Query-Cover von 97 % zu FogE aus A. ruber auf.

5.1.5 Spontane Oxidation der 2-Alkyl-3,6-Dihydroxybenzylalkoholintermediate zu Chinonen und
vice versa

Die Produkte des CYP-Enzyms FogE 7a bzw. der Prenyltransferase FogH 9a waren in der Lage spontan
von Hydrochinonen zu den Benzochinonen 8a bzw. 10a zu oxidieren (Kapitel 4.1.6.2). Es ist bekannt,
dass die Autoxidation von Hydrochinonen mit Luftsauerstoff tiber ein Semichinonanion zur Chinon-
form fiihren kann. Dabei werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Hyperoxid-Anionen (0;*),
Wasserstoffperoxid (H,02) oder Hydroxyl-Radikale (*OH) gebildet.>%3>%4 Diese setzen Organismen un-
ter enormen oxidativen Stress und kénnen Zellbestandteile schidigen.>® 7a und 9a besitzen einen
Hydrochinon (1,4-Dihydroxybenzol)-Kern und sind Derivate von Gentisylalkohol (2,5-Dihydroxy-
benzylalkohol). 1,4-Dihydroxybenzol und Gentisylalkohol wurden ROS-vermittelte oxidative Mutage-
nitat nachgewiesen.>%®>%” Organismen haben diverse Schutzmechanismen entwickelt, die hauptsich-
lich darin bestehen, diese ROS enzymatisch zu detoxifizieren (z.B. durch Superoxid-Dismutasen und
Katalasen).”%8°%° Es jst daher nicht verwunderlich, wenn Organismen, die solche reaktionsfreudigen
Substanzen herstellen, Bedingungen schaffen, unter denen die Autoxidationsrate vermindert wird.
In Extrakten der fogH-Deletionsmutante A. nidulans JNOO6 (Kapitel 4.1.6.1) und nach Zufittern des
prenylierten Hydrochinon-Benzylalkohols 9a zu Pilzkulturen (Kapitel 4.1.7.2) wurde beobachtet, dass
hauptsachlich die Hydrochinonform vorlag und die Autoxidation nur zu einer geringen Menge des
Chinon-Benzylalkohols 10a fiihrte. Die durch den Pilz geschaffenen physiologischen Bedingungen
schienen die Autoxidationsrate der Hydrochinone und damit auch die Bildung von schadlichen ROS
niedrig zu halten. Die Autoxidationsrate von Hydrochinonen sinkt mit dem pH, kann aber durch An-
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wesenheit seines Chinonprodukts oder redox-aktiver Metalle gesteigert werden.>1® Ungliicklicher-
weise wurde der pH der Kulturen nicht verfolgt, um dies zu bestatigen. Es ist aber auch denkbar, dass
der Autoxidation des Hydrochinons durch Reduktion des entstehenden Chinons mit einem A. nidu-
lans Enzym wieder entgegengewirkt wurde. Dafilir sprache auch die fast vollstandige Umwandlung
des Benzochinons 10a zum Hydrochinon 9a, nach Zugabe zur Pilzkultur. In den Medienkontrollen der
gleichen Futterungsexperimente lag, unabhangig von der Zugabe des Hydrochinons 9a oder des Chi-
nons 10a, hauptsachlich die Chinonform vor. Die Stabilitatstests der Hydrochinone 7a und 9a in wass-
riger LOsung hingegen zeigten eine geringere Menge der oxidierten Produkte 8a und 10a (Kapitel
4.1.6.2). Es ist moglich, dass die Bedingungen im Medium ohne den Pilz eine Oxidation des Hydrochi-
nons zum Chinon favorisierten. Der Unterschied zwischen der Mediumkontrolle und dem Stabilitats-
test in Wasser ist damit zu erklaren, dass die Stoffe im Rahmen der Fltterungsexperimente zum einen
viel langer inkubiert wurden (4 Tage vs 4 h) und zum anderen, dass das benutzte Komplexmedium
PDB (durch Zugabe der Spurenelementlésung) mit Sicherheit redox-aktive Ubergangsmetalle wie Ei-
sen, Kupfer oder Mangan enthielt, was die Autoxidationsrate von Hydrochinonen erhéht.>1->16 Ay-
Rerdem kann es sein, dass die unterschiedlichen Bedingungen das Reaktionsgleichgewicht entweder
in Richtung des Hydrochinons oder des Chinons verschieben.

Unabhdngig davon, ob die Autoxidation des Hydrochinons in Anwesenheit des Pilzes verlangsamt
oder das entstandene Chinon durch ein Enzym wieder reduziert wird, konnte sowohl in wassriger
Lésung als auch dem Medium beobachtet werden, dass die spontane Reduktion der Benzochinone
8a und 10a zu den Hydrochinonen 7a und 9a ebenso moglich ist. Dabei wurden aber neben den Hyd-
rochinonformen der Benzylalkohole 7a oder 9a auch Hydrochinonmolekiile gebildet, deren Benzylal-
koholfunktion zu einem Aldehyd oxidiert war (11a bzw. 1a). Diese Produkte entstanden in einem
ungefahr gleichen Verhaltnis. Basierend auf diesen Daten kann postuliert werden, dass die Benzochi-
none 8a und 10a in einer Art Disproportionierung sowohl als Reduktions- als auch als Oxidationsmit-
tel agieren konnen (Abbildung 96). Ein Molekil des Benzochinon-Alkohols (8a / 10a) kénnte ein an-
deres durch Aufnahme zweier Elektronen zu einem intermediaren Benzochinon-Aldehyd oxidieren,
wahrend es selbst zum Hydrochinon-Benzylalkohol (7a / 9a) reduziert wird. Der intermediare Alde-
hyd wird durch Aufnahme zwei weiterer Elektronen von einem anderen Benzochinon-Alkohol zu ei-
nem stabilen Hydrochinon-Benzaldehyd (11a / 1a) oxidiert. Dabei entsteht ein weiteres Molekiil des
Intermediats, das mit einem weiteren Benzochinon-Alkohol weiter reagieren kann. Durch diese
Selbstkatalyse entstiinden theoretisch gleiche Mengen der Hydrochinon-Benzylalkohole (7a / 9a)
und -aldehyde (11a / 1a).
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Abbildung 96: Postulierte Redoxreaktionen zwischen den Chinonformen der Intermediate

Es ist denkbar, dass die Chinon-Alkohole selbst als Elektronendonor und -akzeptor fungieren. Uber ein instabiles Ben-
zochinon-Aldehyd Intermediat konnten sowohl die Hydrochinonfromen der Benzylalkohole als auch der Benzaldehyde
gebildet werden.

5.1.6 Prenylierung der 2-Alkyl-3,6-Dihydroxybenzylalkoholintermediate durch FogH und Bedeu-
tung der Hydroxymethylgruppe am Aromaten

Nach der Deletion des Gens fogH akkumulierten in A. nidulans JNOO6 die 2-Alkyl-3,6-Dihydroxy-
benzylalkohole 7a — 7d (Kapitel 4.1.6.1). Die Menge der akkumulierten Intermediate mit mehrfach
ungesattigter Seitenkette 7c und 7d war hier im Vergleich zu denen des AfogE-Stamms JNOO6 6¢ und
6d reziprok. Dieser Fakt ist noch immer Gegenstand der Diskussion und es besteht noch keine poten-
zielle Erklarung dafiir. In vitro-Assays mit FogH und 7a fihrten zur Prenylierung an C5 und bestatigten
damit die Funktion von FogH als aromatische Prenyltransferase in der Flavoglaucinbiosynthese (Ka-
pitel 4.1.6.2). Das zum Chinon oxidierte 8a wurde von FogH auch prenyliert. Die Reaktionskinetik von
FogH mit beiden Substraten zeigte, dass das Hydrochinon 7a effizienter umgesetzt wird. Das ergibt
Sinn, da im Pilz hauptsachlich das Hydrochinon vorliegt, um aber eine vollstdndige Prenylierung der
Intermediate des Pathways zu gewdhrleisten ist FogH auch dem Chinon 8a gegenliber promiskuitiv.

Die Disproportionierungsreaktion des Chinons 8a fiihrte, wie zuvor gezeigt, nicht nur zum Hydrochi-
non des Benzylalkohols 7a, sondern auch zu seinem Benzaldehyd 11a. In vitro-Assays von FogH mit
11a zeigten, dass dieses nicht prenyliert wird. Das erklart, warum die ersten aromatischen Interme-
diate in zwei Reduktionsschritten als 2-Alkyl-Salicylalkohole von der PKS freigesetzt werden, obwohl
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sie final wieder zu Aldehyden reoxidiert werden miissen. Das unterscheidet den fog-Pathway deut-
lich von anderen bekannten Biosynthesewegen: Typischerweise setzen aromatische PTs Benzoesau-
rederivate, Lactone oder Aldehyde um.>'’-%° Im Falle der Ascofuranonbiosynthese in Acremonium
egyptiacum z.B. wird Orsellinsdure zuerst prenyliert, bevor die Reduktion zum Aldehyd llicolin B er-
folgt.322 Genauso verhalt es sich bei der Herstellung von LL-Z1272B durch Stachybotris bisbyi: Die
Reduktion der Carbonsdure zum Aldehyd LL-12728 findet erst nach der Prenylierung von Orsellin-
saure zu Grifolsdure statt.323

Die Wahrscheinlichkeit ist hoch, dass die Hydroxymethylfunktion auch fir die Reaktion des CYP En-
zyms FogE essenziell ist, da in der Trichoxidbiosynthese das aromatische Salicylaldehydintermediat
erst durch das FogG-Homolog VirG zu einem Salicylalkohol reduziert wird, bevor die CYP VirE die
Hydroxylierung vornimmt.24

5.1.7 Reoxidation der prenylierten 2-Alkyl-3,6-Dihydroxybenzylalkoholintermediate zu den fina-
len Aldehyden durch FogF

Durch Deletion des Gens fiir die FAD-abhangige Oxidoreduktase FogF in A. nidulans JNOO4 akkumu-
lierten im resultierenden Stamm JNO10 die prenylierten 2-Alkyl-3,6-Dihydroxybenzylalkoholinterme-
diate 9a — 9d. Eine moderate Menge der finalen Aldehydprodukte konnte auch detektiert werden,
die hochstwahrscheinlich durch besagte Disproportionierungsreaktion der Chinone entstanden. Da
aber sowohl im Ursprungsorganismus A. ruber QEN-0407-G2 als auch im Clusterexpressionsstamm
A. nidulans JNOO4 keine dieser prenylierten Benzylalkoholintermediate detektiert wurden, deutete
dies darauf hin, dass FogF in der Tat fir die Reoxidation der Hydroxymethylgruppe zu einem Aldehyd
verantwortlich war. Diese Annahme wurde durch Fiitterungsexperimente mit dem fogF-exprimieren-
den Stamm A. nidulans JNO25 bestatigt. Im Vergleich zur Negativkontrolle wurde beinahe das kom-
plette Substrat 9a zu den finalen Aryl-Aldehyden umgesetzt. Auch nach Zufiittern des Chinons 10a
wurde die vollstandige Konversion zum Aldehyd beobachtet. Allerdings ist zu vermuten, dass die in
Kapitel 5.1.5 besprochenen, durch den Pilz geschaffenen Bedingungen, eine Reduktion zum Hydro-
chinon 9a bewirkten, welches anschlielend von FogF umgesetzt wurde.

Das FogF-Homolog Srdl katalysiert wahrend der Sordarialbiosynthese auch die Oxidation der Hydro-
xymethylgruppe zu einem Aldehyd. Basierend auf dem Aldehyd-Endprodukt wird vermutet, dass
diese Oxidation vor der weiteren Modifikation des Polyketids durch das Cupin SrdB stattfindet und
es wurde nie nachgewiesen, ob dieses Enzym auch das Intermediat mit der Hydroxymethylgruppe
akzeptiert. Dadurch postulieren die Autoren dieser Studie, dass das durch die Expression der essen-
ziellen Gene srdACDE in A. nidulans entstandene Polyketid nicht als observierter Salicylalkohol son-
dern als Aldehyd freigesetzt wird, der direkt von einer endogenen A. nidulans-Reduktase zum Sa-
licylalkohol reduziert wird.*®® Das ist im Falle des fog-Pathways allerdings auszuschlieBen, da nur der
Salicylalkohol von FogH prenyliert werden kann. Das FogF-Homolog aus der Trichoxidbiosynthese
scheint keine offensichtliche Funktion vorzuweisen. Wie zuvor erwadhnt katalysiert hier VirG eine Re-
duktion des Salicylaldehydintermediats zum Salicylalkohol, bevor dieses weiter modifiziert wird. Im
Gegensatz dazu scheint FogG in der Flavoglaucinbiosynthese keine Funktion auszuliben (Abbildung
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55E und Abbildung 61C). Trichoxid, das Endprodukt des vir-Pathways, weist noch immer die redu-
zierte Hydroxymethylgruppe auf und wird nicht wie in der Flavoglaucinbiosynthese reoxidiert.?4

Durch Zufittern des unprenylierten Intermediats 7a zum fogF-Expressionsstamm JNO25 wurde ge-
zeigt, dass die Prenylgruppe an C5 fiir die Reoxidation des Polyketids durch FogF essenziell ist (Abbil-
dung 72A). Damit wurde die Reoxidation der Hydroxymethylgruppe zum Aldehyd als finaler Schritt
der Flavoglaucinbiosynthese bestatigt.

Wahrend der Isolierung der prenylierten 2-Alkyl-3,6-Dihydroxy-Benzylalkohole aus dem AfogF-
Stamm A. nidulans JNO10 stellte sich heraus, dass 9b — 9d nicht nur zu den Chinonen 10b — 10d oxi-
dieren, sondern durch ihre Doppelbindung zwischen C2' und C3'in der Seitenkette anschlieend eine
intramolekulare Zyklisierung durchlaufen. Daraus resultierten Produkte mit einem Benzofurankern
12b — 12d. Aus A. ruber wurden ebensolche Derivate 14b — 14d isoliert, allerdings besalRen diese
anstelle der Hydroxymethylgruppe schon den Aldehyd.?? Da die finalen Aldehydprodukte mit der A?-
Doppelbindung 1b — 1d auch aulRerhalb des Pilzes stabil vorlagen konnte angenommen werden, dass
die Oxidation zum Aldehyd nach der Bildung des Benzofurankerns stattfindet. Aus diesem Grund
wurde auch 12b als potenzielles Substrat von FogF in einem Fitterungsexperiment mit A. nidulans
JNO25 getestet (Abbildung 72B). Die Bildung des erwarteten Aldehyds 14b blieb aus, stattdessen ent-
stand ein anderes Produkt, welches bisher noch nicht identifiziert wurde. Da nur eine geringe Menge
des Substrats 12b vorhanden war, konnte das Fiitterungsexperiment zur Isolierung des neuen Pro-
dukts nicht kurzfristig hochskaliert werden, um es in ausreichender Menge fiir die Strukturaufklarung
zu isolieren.

5.1.8 Aktuelles Verstindnis der Flavoglaucinbiosynthese in A. ruber

Basierend auf den Ergebnissen aus den Gendeletionen im heterologen Expressionsstamm A. nidulans
JNOO4 in Kombination mit FogH-in vitro-Assays und Flitterungsexperimenten mit der fogF-Expressi-
onsmutante A. nidulans JN0O25 kann folgender Weg fiir die Biosynthese von Flavoglaucin und seinen
Analoga vorgeschlagen werden (Abbildung 97):

Die HR-PKS FogA (EYE95336) synthetisiert aus einem Molekiil Acetyl-CoA und sechs Molekiilen Ma-
lonyl-CoA ein Ci1s-Polyketid. Die Aromatisierung und reduktive Freisetzung dieses Polyketids als erstes
Intermediat erfolgt nur in Anwesenheit von FogB (5 Teil von EYE95337), FogC (3 Teil von EYE95337)
und FogD (EYE95338) (Kapitel 4.1.5). Ohne diese zusatzlichen Enzyme entsteht nur eine offenkettige
Carbonsaure 2d, die als Shuntprodukt durch spontane Hydrolyse von FogA abgespalten wird (Abbil-
dung 46). Das Polyketid wird nicht wie erwartet als 2-Alkyl-Salicylsaure oder 2-Alkyl-Salicylaldehyd
von der PKS abgespalten, sondern als 2-Alkylsalicylalkohole 6a — 6d freigesetzt (Abbildung 61). Das
CYP Enzym FogE (EYE95339) hydroxyliert die Intermediate an C3 und bildet damit die 2-Alkyl-3,6-
Dihydroxybenzylalkohole 7a — 7d (Kapitel 4.1.5.4). Durch die Prenylierung an C5, katalysiert durch
FogH (EYE95342), entstehen 9a — 9d (Kapitel 4.1.6). Die Hydroxymethylgruppe der Intermediate ist
in diesem Fall essenziell fiir die Prenylierung durch FogH und unterstreicht die Notwendigkeit der
reduktiven Freisetzung des Polyketids als 2-Alkyl-Salicylalkohol. In einem letzten Schritt wird diese
Hydroxymethylgruppe von der FAD-abhdngigen Oxidase FogF (EYE95340) zu Aldehyden oxidiert und
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liegen damit als Flavoglaucin und seine Analoga 1a — 1h vor (Kapitel 4.1.7). FogG (EYE95341) scheint
in der Flavoglaucinbiosynthese keine offensichtliche Funktion zu erfiillen (Abbildung 55E und Abbil-
dung 61B). Die genaue Interaktion von FogA mit FogBCD, die zur Aromatisierung und zu den verschie-
denen Verhaltnissen der Produkte mit unterschiedlicher Sattigung der Cs-Seitenkette fuhrt, bedarf
noch weiterer Untersuchung.

FogB, FogC, HoO
@ @ _FogD
HO

1 Acetyl-CoA FOgA R FogE
6 Malonyl-CoA - ”
6a-f
R (0]
OH OH
HO HO
HO R _FogH  HO _FogF HO
74
7a-f
1a,6a,7a,9a R= " " 1d, 6d,7d, 9d R= NN
e Y ayg NN
1b, 6b, 7b,9b R = ™ 1e,6e,7e,9¢ R= %
/\/\/\/
1c,6¢c,7¢c,9¢ R= = NS 1% 6f 7f, 9f R= %

Intermediate der e und f Serie wurden nicht isoliert

Abbildung 97: Vorgeschlagener Biosyntheseweg von Flavoglaucin und seinen Analoga.
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5.2 Untersuchungen zur Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie

5.2.1 Heterologe Expression und Erweiterung des ech-Cluster in Aspergillus nidulans

Die Substanzen der Echinulin-Familie stellen die Hauptmetabolite in A. ruber QEN-0407-G2 dar. Die
gebildeten Produkte umfassen dabei sowohl Molekiile der Echinulin-, der Neoechinulin A-, als auch
der Neoechinulin B-Serie. Diese Produkte unterscheiden sich auRerdem noch in der Anzahl und Posi-
tion ihrer Prenylierungen.

Die Gene des ech-Clusters wurden im Rahmen einer zuvorigen Studie identifiziert.!'® Diese Studie
fokussierte sich hauptsachlich auf die Prenylierungsreaktionen, die von EchPT1 und EchPT2 kataly-
siert werden und lieferte keine experimentellen Daten zum Rest des Clusters. Die eindeutige Zuord-
nung des Clusters zu den Indolalkaloiden der Echinulin-Familie blieb damit noch aus.

Zur zweifellosen Bestatigung, dass dieser Cluster fiir die Biosynthese der Echinulin-Metabolite ver-
antwortlich ist, wurde erin A. nidulans LO8030 heterolog exprimiert. Dabei stellte sich jedoch heraus,
dass in Extrakten des ech-Clusterexpressionsstamms JNO19 nur Substanzen der Echinulin- und der
Neoechinulin A-Serie gebildet wurden (Abbildung 80). Neoechinulin B und seine mehrfach prenylier-
ten Derivate konnten in Extrakten dieses Stamms nicht detektiert werden. Dies wies darauf hin, dass
das CYP-Enzym EchP450 nur die Doppelbindung zwischen C10 und C11 aulRerhalb des Diketopipera-
zinkerns einfihrt. In der zuvor zitierten friiheren Studie wurde postuliert, dass EchP450 auch die De-
hydrierung zwischen C14 und C17 katalysiert, aber da der ech-Clusterexpressionsstamm JNO19 keine
Substanzen der Neoechinulin B-Serie produzierte, konnte diese Hypothese als unwahrscheinlich be-
trachtet werden.

Der ech-Cluster wurde damit zwar experimentell der Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-
Familie zugeordnet, allerdings schien ein weiteres Gen notwendig zu sein, um Substanzen der
Neoechinulin B-Serie zu produzieren. Wie in Kapitel 4.1.2 schon naher erlautert wurde, ist die Vo-
raussage der Grenzen eines BGC nicht immer korrekt, sodass Gene, die in der Nahe des vorgeschla-
genen Clusters liegen moglicherweise auch noch an der Biosynthese desselben Metaboliten beteiligt
sind. Die Analyse der umgebenden Gene ergab, dass drei weitere Gene stromaufwarts von echPT2
eine mogliche Oxidoreduktasefunktion aufweisen kdnnten. Laut automatischer Annotation durch
NCBI kodiert das Gen EURHEDRAFT 409077 fir eine NADH-abhangige Flavinoxidoreduktase. Diese
Enzyme gehdren zur Uberfamilie der Old-Yellow-Enzyme und katalysieren typischerweise die Reduk-
tion einer Doppelbindung.>?° Damit ist die Einfiihrung einer Doppelbindung zwar unwahrscheinlich,
allerdings sind auch Falle bekannt, in denen diese Art von Enzymen eine Dehydrogenase-Funktion
Ubernehmen und eine Doppelbindung einflihren. Substrate fiir diese Oxidationen sind allerdings
meistens zyklische Ketone oder Tetralone.??%>22 EURHEDRAFT_374803 weist laut der NCBI conserved
domain database eine fur Enoyl-Reduktasen typische Doméanenarchitektur auf. Eine BLAST-Analyse
ergab u.a. Ahnlichkeiten zu Chinon-Oxidoreduktasen oder Alkohol-Dehydrogenasen. Jedoch kataly-
siert keine dieser Enzymtypen typischerweise die Einfiihrung einer Doppelbindung. Das durch EU-
RHEDRAFT_400000 kodierte Enzym ist laut der NCBI conserved domain database einer Acyl-CoA-Oxi-
dase ahnlich, die in der Regel die B-Oxidation von Fettsduren durch Dehydrogenierung der Bindung
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zwischen dem a- und B-Kohlenstoff einleitet.>?3 Basierend auf den genannten Ahnlichkeiten zu an-
deren Proteinen waren alle drei putativen Oxidoreduktasen keine wahrscheinlichen Kandidaten, um
die notwendige Dehydrogenierung eines zyklischen Dipeptids zu katalysieren, allerdings lief8 sich
diese Option nicht komplett ausschlieBen und in der Ndahe des ech-Kernclusters konnte kein vielver-
prechenderer Kandidat gefunden werden. Zur Uberpriifung, ob nicht doch eines der genannten
Oxidoreduktasegene die fehlende Reaktion zur Bildung der Neoechinulin B-Serie katalysiert, wurde
der in A. nidulans JNO19 eingebrachte Cluster um die Gene EURHEDRAFT_528589 bis EURHED-
RAFT_400000 aus A. ruber erweitert.

Der Extrakt des Stammes mit dem erweiterten ech-Cluster A. nidulans JN044 glich dem von JNO19,
abgesehen von der leicht erhéhten Produktion der Echinulinderivate (Abbildung 82). Keines der zu-
satzlich exprimierten Enzyme schien in der Lage zu sein, die A'*-Doppelbindung einzufiihren. Das da-
fir verantwortliche Gen scheint separat vom Rest des ech-Clusters im A. ruber-Genom vorzuliegen.
Ein bemerkenswertes Merkmal von Pilzgenomen ist, dass Gene, die an sukzessiven Schritten eines
Stoffwechselweges beteiligt sind, haufig physikalisch verkniipft oder geclustert sind.*?’ Fur diese Re-
gel gibt es auch Ausnahmen. In die Biosynthese von prenylierten Xanthonen in A. nidulans sind so-
wohl zehn geclusterte, als auch drei separate, auf anderen Chromosomen gelegene, Gene invol-
viert.}’> Gene fir die Biosynthese von Dothistromin sind auf sechs verschiedene Loki des Chromo-
soms 12 in Dothistroma septosporum verteilt.>?* Es ist daher plausibel auch auRerhalb des unmittel-
baren genetischen Umfelds des ech-Kernclusters nach einem Kandidaten fiir die Dehydrogenierung
zu suchen.

5.2.2 Heterologe Expression von echP450 in Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae

Die heterologe Expression von echP450 in E. coli flihrte nicht zur Produktion von funktionellem Pro-
tein. Aufgrund der Transmembrandomaéane war zu erwarten, dass das unmodifizierte CYP nicht ohne
weiteres zu produzieren war, aber auch die durchgefiihrten Modifikationen des N-Terminus fiihrten
nicht zum Erfolg. Trotz vieler gelungener Expressionen eukaryotischer CYP Enzyme mit abgetrennter
Transmembrandomane®*®*! wurde allerdings auch schon gezeigt, dass diese Deletionen zum Ver-
lust der Proteinfunktion fiihren kénnen.>2°

Vor einiger Zeit wurde eine Serie von Chimaren aus pilzlichen CYP Enzymen mit N-terminalen Doma-
nen von anderen CYPs geschaffen, mit dem Ziel ihr Potenzial fiir eine effiziente Produktion in E. coli
zu ermitteln. Dabei erwies sich der Austausch der N-Terminalen Domane komplett bis zur Prolin-
reichen Region durch die Aminosauren 8 — 26 von CYP5144C1 aus Phanerochaete chrysosporium als
eine der erfolgreichsten Modifikationen.>265%7 Teilweise wurde neben N-terminalen Modifikationen
auch Chaperon/Chaperonin-Koexpression oder Gensynthese zur Optimierung der Codon-Usage an-
gewandt, um die Expression von CYPs verschiedener Organismen in E. coli zu verbessern.>?°2° Auch
die Erschaffung eines kiinstlichen Fusionsproteins aus CYP und einer CPR fiihrte schon zum Erfolg.>3°
Kirzlich erbrachte die Expression der Him-Bindedomane eines CYPs funktionelles Protein, wohinge-
gen die Produktion des kompletten Proteins nicht erfolgreich war.>3! Wie durch die angefiihrten Bei-
spiele deutlich wird, reagieren verschiedene CYPs unterschiedlich gut auf bestimmte Modifikationen
und eine pauschale Aussage Uber den Erfolg einer Modifikation ist nicht moéglich. Es ist denkbar, dass
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eine der genannten Modifikationen zur erfolgreichen Produktion von EchP450 in E. coli geflihrt hatte.
Ein weiteres Hindernis in der rekombinanten Produktion von CYPs ist die mangelnde Verfligbarkeit
von Ham als Kofaktor. Die Biosynthese von Protoporphyrin IX spielt bei der Bildung des CYP-Ho-
loenzyms eine entscheidende Rolle und die Produktion der Vorstufe 5-Aminolavulinsdure ist der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt in diesem Prozess.”®? Diese Einschrankung kann durch Zugabe
von 5-Aminoldvulinsdure und Eisen(l1)/Eisen(lll) ins Produktionsmedium umgangen werden.>33°34

Die Biotransformationsexperimente mit S. cerevisiae zeigten trotz der Vorteile gegenliber der Expres-
sion in E. coli keinen Umsatz, unabhangig vom eingesetzten Substrat (Abbildung 88). Das lasst darauf
schlieBen, dass EchP450 nicht funktionell produziert wurde. Falls nur geringe Mengen EchP450 funk-
tionell hergestellt wurden, hatte die Isolierung der mikrosomalen Fraktionen moglicherweise dafir
gesorgt, dass ausreichend Enzym angereichert wird, um Umsatz mit dem passenden Substrat zu be-
obachten. AuRerdem ist es moglich, dass die biologische Verfligbarkeit von extern zugegebenen Sub-
stanzen in Biotransformationsexperimenten mit ganzen Zellen nicht unbedingt gegeben ist, sodass
direkter Kontakt der Mikrosomen mit potenziellen Substraten die Chance auf Umsatz erhoht hatte.

5.2.3 EchP450 katalysiert nur die Einfiihrung der A°-Doppelbindung in Preechinulin

Nach den erfolglosen Expressionsversuchen in E. coli und S. cerevisiae wurde echP450 in A. nidulans
LO8030 exprimiert und durch Fitterungsexperimente auf seine Funktion Gberprift. Dabei stellte sich
heraus, dass EchP450 nur das C2-revers-prenylierte zyklische Dipeptid Preechinulin (16) umsetzt (Ab-
bildung 90). Die reverse Prenylierung an C2 schien dafiir essenziell zu sein, da keine Produktbildung
mit cyclo-L-Trp-L-Ala (15) stattfand. Weitere Prenylierungen am Tryptophansubstituenten, wie z.B.
an C5 bei Tardioxopiperazin A (17) fihrten dazu, dass keine Konversion durch EchP450 mehr statt-
fand (Abbildung 91). Durch Zugabe von Neoechinulin A zu dem echP450-Expressionsstamm A. nidu-
lans JN042 konnte nun auch zweifellos bestatigt werden, dass EchP450 die A'*-Doppelbindung nicht
einfuhrt. Wie die Expressionsergebnisse vermuten lassen, liegt das dafiir zustandige Gen mit hoher
Wahrscheinlichkeit an anderer Stelle im Genom von A. ruber vor.

Neben dem in dieser Arbeit untersuchten echP450 gibt es noch ein weiteres Beispiele fiir eine a,B-
Dehydrogenierung von zyklischen Dipeptiden durch CYP-Enzyme in einem Pilz. Das CYP Pc21g15470
katalysiert die Bildung der exo-Doppelbindung des cyclo-L-His-L-Trp-Derivats Roquefortin D zu Roque-
fortin C in Penicicllium chrysogenum.*?® Die naheliegendste Alternative fiir die Bildung der A*-Dop-
pelbindung bei der Biosynthese von Molekiilen der Neoechinulin B-Serie ware ein anderes Cy-
tochrom P450 Enzym. Eine BLAST-Analyse von EchP450 gegen das A. ruber-Genom zeigte mehr als
47 weitere kodierte, putative CYP Enzyme. Davon kann FogE (EYE95339) ausgeschlossen werden, da
dieses in die Biosynthese der Flavoglaucinanaloga involviert ist. Es ist denkbar, dass ein CYP-Enzym,
das eine a,B-Dehydrogenierung eines zyklischen Dipeptids katalysiert EchP450 dhnlicher ist, als ein
CYP-Enzym mit Monooxygenasefunktion. Daher kénnte ein moéglicher Kandidat unter den ahnlichs-
ten Enzymen zu finden sein. Das nachste ahnliche Enzym zu EchP450 ist das CYP EYE91288 (40,67
%ige ldentitdt bei einem Query-Cover von 94 %), dessen Gen ungeclustert vorliegt. Es folgen vier
weitere dhnliche Proteine mit Identitdaten zwischen 30 und 37 % bei einem Query-Cover Uiber 85 %
(EYE91096, EYE92370, EYE90618, EYE90112), bevor die Monooxygenase FogE als Hit (30,66 %ige
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Identitdt bei einem Query-Cover von 91 %) angegeben wird. Es ist moglich das komplette CYPom von
A. ruber unter Verwendung von Datenbanken wie der Fungal Cytochrome P450 Database
(http://p450.riceblast.snu.ac.kr/) oder den International P450 Nomenclature Committee Databases
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html) basierend auf Ahnlichkeiten in der Aminosiu-
resequenz weiter zu organisieren und zu kategorisieren, um andere potenzielle Kandidaten zu finden
oder auszuschlieRen.>3>7>37

In anderen Organismen wie Actinobakterien wird die a,B-Dehydrogenierung zyklischer Dipeptide
durch Cyclodipeptidoxidasen (CDOs) katalysiert. Im Falle der Biosynthese von Albonoursin (Dide-
hydro-cyclo-L-Phe-L-Leu) in Streptomyces noursei besteht die CDO aus einem Enzymkomplex der Un-
tereinheiten AlbA und AlbB, die beide fiir die a,B-Dehydrogenierung benétigt werden.>3#-40 Die CDO
bindet den Kofaktor FAD kovalent und nutzt molekularen Sauerstoff unter Bildung von Wasserstoff-
peroxid als Elektronenakzeptor. Im Gegensatz zur EchP450 ist AIbA/AIbB in der Lage sequenziell Dop-
pelbindungen an beiden Substituenten des 2,5-Diketopiperazin-Grundgerists einzufiihren.”** Der
ahnliche CDO-Enzymkomplex bestehend aus NDAS_1146 und NDAS_1147 ist an der Biosynthese von
verschiedenen Nocazinen (basierend auf cyclo-L-Tyr-L-Phe) in Nocardiopsis dassonvillei subsp. das-
sonvillei DSM 43111 beteiligt und katalysiert die Dehydrogenierung von phenylalanin- und tyrosin-
haltigen zyklischen Dipeptiden.>*? Eine vergleichende Studie mit den bekannten und dem neuen En-
zymkomplex CDO_Np aus Nocaridopsis prasina zeigte, dass CDOs eine breitgefacherte Akzeptanz ge-
genuber zyklischen Dipeptiden mit aromatischen Aminosauren aufweisen.>* Eine BLAST-Analyse der
Aminosauresequenzen von AlbA/AlbB und Ndas_1146/ 1147 gegen die kodierten Proteine des A.
ruber-Genoms blieb ergebnislos.

Einige Vertreter der vielseitigen a-Ketoglutarat-abhangigen mononuklearen nicht-Ham Eisen-En-
zyme (aKG-NHFe) sind ebenso in der Lage eine a,B-Dehydrogenierung von zyklischen Dipeptiden zu
katalysieren.>**>%> Wahrend der Bicyclomycinbiosynthese fiihrt das bifunktionale Enzym BcmB eine
Doppelbindung am Leucin-Substituenten des mehrfach hydroxylierten Intermediats ein, bevor es die
Bildung eines Epoxids verursacht. Im letzten Schritt dieses Pathways katalysiert ein anderes aKG-
NHFe BcmF die Einflihrung einer anderen Doppelbindung, was zur Bildung von Bicyclomycin fihrt.
Auch zu diesen Enzymen konnten in A. ruber keine Homologe entdeckt werden, sodass wie ange-
nommen wahrscheinlich ein CYP die Dehydrogenierung der Bindung zwischen C14 und C17 in
Neoechinulin A (16a) durchfihrt.

5.2.4 EchPT2 prenyliert bevorzugt Substrate ohne A°-Doppelbindung

Die weitere Metabolisierung von Preechinulin (16) stellt einen Verzweigungspunkt in der Echinulin-
biosynthese dar. Entweder wird 16 direkt von EchPT2 weiter prenyliert oder durchlduft die Installa-
tion der Doppelbindung A'° durch EchP450, was zu Neoechinulin A (16a) fiihrt. 16a wird von EchPT2
ebenfalls weiter prenyliert. Dabei verhalt sich EchPT2 anders als bei der Prenylierung von 16. EchPT2-
in vitro-Assays mit den beiden Substraten 16 und 16a zeigten, dass das Substrat ohne Doppelbindung
16 besser akzeptiert wird und mit einer hheren Regioselektivitat konsekutiv erst an C5 und anschlie-
Bend and C7 zum Hauptprodukt der Echinulin-Serie Echinulin (19) umgesetzt wird (Abbildung 92).
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16a hingegen wurde in geringerem MaRe umgesetzt. Dabei schien, verglichen mit 16, neben der Um-
satzrate auch die Regioselektivitat der Prenylierungen nachzulassen. Statt 16a Gberwiegend erst an
C5 und anschlieflend an C7 zu prenylieren, sodass hauptsachlich 19a entsteht, fand die zweite Pre-
nylierung durch EchPT2 auch haufiger an C4 statt, was in der Bildung von 20a resultierte.

Bekannte PTs des DMATS-Typs wie z.B. FtmPT1,3*8 CdpC2PT,3>? AnaPT,>*¢ FgaPT2,34’ 5-DMATS,** 6-
DMATSs,>* oder 7-DMATS** katalysieren in der Regel eine einzige regiospezifische Prenylierung des
Indolrings von Tryptophanderivaten oder tryptophanhaltigen zyklischen Dipeptiden. Wahrend diese
PTs in vielen Fallen auch unterschiedliche Substrate regiospezifisch prenylieren dandert sich die Regi-
oselektivitat der katalysierten Reaktion héchstens bei der Verwendung von unnatirlichen DMAPP-
Analoga als Prenyldonor.>*® Die CTrpPT hingegen prenyliert den Indolring von cyclo-L-Trp-L-Trp und
anderen tryptophanhaltigen zyklischen Dipeptiden sowohl an C7, als auch an N1 und stellt damit
bezlglich der Regioselektivitat neben der EchPT2 eine Ausnahme dar.3*3

Durch Bestimmung der Enzymkinetik von EchPT2 sollte der effizientere Umsatz von 16 gegeniber
dem von 16a quantifiziert werden. Die weitere Konversion des Produkts nach der ersten Prenylierung
verhinderte jedoch die exakte Bestimmung der kinetischen Parameter, sodass diese nur ndherungs-
weise bestimmt werden konnten. Nach der ersten Prenylierung von 16 an C5, folgte umgehend die
nachste Prenylierung an C7 zu 19, sodass 17 wahrenddessen nicht akkumulierte. Die Beobachtung
der Bildung des Produkts beider Reaktionen, 19, zeigte eine Hemmung der Umsatzgeschwindigkeit
bei hoheren Substratkonzentrationen. Beim Umsatz von Neoechinulin A (16a) akkumulierte das Pro-
dukt der ersten Prenylierung 17a deutlich und wurde weniger effizient zu 19a weiterprenyliert. Die
Bildungsrate von 17a schien beinahe einer Michaelis-Menten-Kinetik zu folgen, wohingegen die Pro-
duktionsgeschwindigkeit des triprenylierten 19a mit steigender 16a-Konzentration auch eine Hem-
mung aufzeigte. 17a als alleiniges Substrat fiir EChPT2 fiihrte in hoheren Konzentrationen auch zur
Inhibition des Umsatzes. Die kinetischen Parameter wurden nur anhand der angepassten Kurve ab-
gelesen, machten aber auch dabei schon deutlich, dass 16 wesentlich effizienter umgesetzt wird als
16a. Der Mechanismus der Substratinhibition oder die moégliche Kooperativitat der Bindung von meh-
reren Substratmolekilen ans Enzym ware ein Uberaus interessanter Gegenstand weiterer Studien,
wird aber durch die Verwendung des ersten Produkts als Substrat fir eine zweite Prenylierung er-
schwert.

5.2.5 Aktuelles Verstdndnis der Echinulinbiosynthese in A. ruber

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten liefern neue Einsichten in die Biosynthese von Indolalkaloi-
den der Echinulin-Familie, speziell flr die Schlisselrollen der EchP450 und der EchPT2 in Bezug auf
die strukturelle Diversifikation ihrer Produkte. Zusammen mit den Daten fiir beide Prenyltransfera-
sen aus einer vorherigen Studie kann das aktuelle Verstdandnis der Echinulinbiosynthese in A. ruber
folgendermaRen zusammengefasst werden (Abbildung 98).118

Die initiale Kondensation zwischen den Aminosduren L-Tryptophan (L-Trp) und L-Alanin (L-Ala) zum
zyklischen Dipeptid cyclo-L-Trp-L-Ala (15) wird durch die dimodulare NRPS EchPS (EYE98744) kataly-
siert. EchPT1 (EYE98744) libertragt einen Dimethylallylrest in reverser Manier auf C2 des Indolrings
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und verursacht so die Bildung von Preechinulin (16). Dieser Schritt ist Voraussetzung fir die weitere
Metabolisierung, da 15 nicht durch EchP450 (Abbildung 90B) oder EchPT2 als Substrat akzeptiert
wird.'8 Die weitere Modifikation von 16 reprasentiert einen Verzweigungspunkt in diesem Stoff-
wechselweg. Preechinulin (16) durchlauft entweder (ber die EchPT2 (EYE98746) weitere Prenylie-
rungsreaktionen, was zu Molekilen der Echinulin-Serie fihrt, oder wird durch das CYP Enzym
EchP450 (EYE98745) oxidiert, was in der Bildung der Doppelbindung A'® und damit den Substanzen
der Neoechinulin A-Serie resultiert. EChPT2 prenyliert 16 hauptsachlich an C5 oder in geringerer Rate
an C7. Die C7-Prenylierung fiihrt zur Akkumulierung des Nebenprodukts Tardioxopiperazin B (18),
was von der EchPT2 nicht weiter umgesetzt werden kann. Im Gegenzug dazu kann das C5-prenylierte
Tardioxopiperazin A (17) erneut von EchPT2 prenyliert werden: entweder iberwiegend an C7, um
das Hauptprodukt der Echinulin-Serie Echinulin (19) zu bilden oder in signifikant geringerem MaRe
auch an C4, was in Variecolorin L (20) resultiert.*'8 In Konkurrenz mit EchPT2 katalysiert EchP450 die
Dehydrogenierung von 16 zwischen C10 und C11, aber nicht zwischen C14 und C17 (Abbildung 90A
und Abbildung 91A). Das daraus entstehende Produkt Neoechinulin A (16a) ist das Hauptprodukt der
Neoechinulin A-Serie und auch der dominanteste Metabolit im urspriinglichen Produzenten A. ruber
(Abbildung 77) sowie den heterologen A. nidulans Expressionsstammen (Abbildung 80 und Abbildung
82). Der Grund dafir ist die niedrigere Konversion von 16a durch EchPT2. Geringe Mengen 16a wer-
den durch EchPT2 zu unterschiedlich prenylierten Derivaten umgesetzt. Dabei ist die Effizienz und
die Regioselektivitat der Prenylierungen aber deutlich geringer als bei den Substanzen der Echinulin-
Serie ohne die Doppelbindung A'°. Nach der C5-Prenylierung von 16a kann das Produkt Isoechinulin
A (17a) an C7 erneut prenyliert werden, wodurch Dehydroechinulin (19a) gebildet wird. Durch die
geringere Regioselektivitat von EchPT2 gegeniiber Substanzen der Neoechinulin A-Serie findet die
zweite Prenylierung in hoherem Malie auch an C4 statt, sodass mehr Dehydrovariecolorin L (20a)
gebildet wird, als es im Vergleich dazu flr 20 der Fall ist (Abbildung 92). Wie auch 18, ist Variecolorin
G (18a) ein Nebenprodukt und wird nicht weiter von EchPT2 akzeptiert. Fiir die Bildung von Metabo-
liten der Neoechinulin B-Serie wird ein weiteres, unbekanntes Enzym bendtigt, was die Doppelbin-
dung zwischen C14 und C17 installiert. Dieses Enzym konnte in dieser Arbeit nicht identifiziert wer-
den. Es ist wahrscheinlich, dass dieses Enzym 16a zu Neoechinulin B (16b) konvertiert. Davon wird
ein geringer Teil von EchPT2 weiter prenyliert. Es ist denkbar, dass dieses unbekannte Enzym im Ge-
gensatz zur EchP450 auch multiprenylierte Substrate akzeptieren kann, was die hohere Akkumulie-
rung von Metaboliten der Neoechinulin B-Serie, speziell 18b und 20b, im Vergleich zu ihren Pendants
mit nur einer Doppelbindung, 18a und 20a, in A. ruber erklaren wiirde (Abbildung 77).
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Abbildung 98: Vorgeschlagener Biosyntheseweg von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie
Die Produkte 20, 20a und 20b, die aus der zweifachen Prenylierung von 16, 16a und 16b an C4 und C5 hervorgehen sind

aus Platzgriinden nicht mit abgebildet.
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6 Perspektiven zur Weiterfiihrung der Projekte

6.1 Biosynthese von Flavoglaucinanaloga

Obwohl grundsatzliche Schritte in der Biosynthese von Flavoglaucin und seinen Analoga durch die

Arbeiten zu dieser Dissertation aufgeklart wurden, gibt es noch immer einige offene Fragen, deren

Aufklarung fur ein detaillierteres Verstandnis des Pathways sorgen wiirde.
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Interaktionen zwischen der HR-PKS FogA und FogBCD:

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente konnten das genaue Zusammenspiel zwi-
schen diesen vier Enzymen nicht naher beleuchten. Zur Produktion des ersten aromatischen
Intermediaten konnen zwar Parallelen zur Trichoxidbiosynthese gezogen werden, allerdings
fehlen zur Bestatigung oder Widerlegung der in der Diskussion vorgeschlagenen Hypothese
noch experimentelle Daten. Da vermutet wird, dass FogBCD die Modifikationen an FogA-ge-
bundenem Polyketid vornimmt musste zur Untersuchung der einzelnen Proteinfunktionen die
Bindung potenzieller Substrate an eine PKS simuliert werden. Es ist bekannt, dass Acyl-Thio-
ester konjugiert mit N-Acetylcysteamin (SNAC) von verschiedenen PKS-Komponenten als Er-
satz fur ACP-gebundene Zwischenprodukte akzeptiert werden.>>° Daher kénnten in vitro-As-
says mit rekombinantem FogB, FogC und FogD mit SNAC-Konjugaten moglicher offenkettiger
oder schon zyklisierter Substrate einen naheren Einblick in die Reoxidation, reduktive Freiset-
zung und Sattigung der Seitenkette liefern.

Notwendigkeit der Hydroxymethylgruppe fiir die Hydroxylierung durch FogE:

Durch in vitro-Assays wurde schon nachgewiesen, dass die Hydroxymethylgruppe der Inter-
mediate essenziell fur die Akzeptanz als Substrat der Prenyltransferase FogH ist. Das unter-
streicht die Notwendigkeit der reduktiven Freisetzung des ersten aromatischen Intermediats
als 2-Alkyl-Salicylalkohol. Es ware interessant herauszufinden, ob auch das CYP-Enzym FogE
ausschlieBlich Intermediate mit Hydroxymethylgruppe akzeptiert oder ob es auch 2-Alkyl-Sa-
licylaldehyde umsetzt. Die einfachste Méglichkeit zur Uberpriifung der FogE-Aktivitit wiren
Flitterungsexperimente, wie sie mit dem echP450-Expressionsstamm A. nidulans JNO42
durchgefihrt wurden. Dabei wiirde sich auch zeigen, ob zugefiitterte 2-Alkyl-Salicylaldehy-
dintermediate von einer endogenen Reduktase aus A. nidulans zu den Alkoholen reduziert
werden, wie es fur die Sordarialbiosynthese postuliert wurde.*88

Funktion von FogG:

Die fir diese Arbeit durchgefiihrten Arbeiten konnten keine konkrete Funktion fiir die SDR
FogG in der Flavoglaucinbiosynthese nachweisen. In der Trichoxidbiosynthese katalysiert sein
Homolog VirG die Reduktion eines 2-Alkyl-Salicylaldehydintermediats zu einem Alkohol.?%*
Dieser Schritt scheint im fog-Pathway auf den ersten Blick nicht notwendig zu sein. Durch in
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vitro-Assays mit rekombinantem FogG kdnnte gezeigt werden, ob nicht eine vergleichbare
Reduktion von Aldehyden zur Hydroxymethylgruppe katalysiert wird. Das ware ein Hinweis
auf die Reduktion eines als 2-Alkyl-Salicylaldehyd freigesetzten Intermediats durch ein endo-
genes A. nidulans-Enzym, was zur Beobachtung der Alkoholintermediate in den A. nidulans-
Deletionsstammen in dieser Arbeit gefiihrt hatte. In Kombination mit den oben beschriebe-
nen Fltterungsexperimenten eines fogE-Expressionsstamms lieRe sich so auch die Reihen-
folge der Reduktion und der Hydroxylierung bestimmen.

Regulation durch Fogl:

Bisher wurde nur nachgewiesen, dass Fogl als positiver Regulator der Flavoglaucinbiosynthese
wirkt. Es ware interessant herauszufinden, welche Bedingungen dazu fliihren, dass dieser den
fog-Pathway mehr oder weniger stark aktiviert. AuBerdem kdnnte z.B. durch einen Electro-
phoretic Mobility Shift Assay (EMSA) detaillierter herausgefunden werden, an welchen Pro-
motoren bzw. DNA-Sequenzen Fogl agiert und durch Transktriptomanalyse kénnte gezeigt
werden, welche Expressionslevel der Gene des fog-Clusters von Fogl unter welchen Bedin-
gungen hochreguliert werden.

6.2 Biosynthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie

Mit den in dieser Arbeit gezeigten Daten ist mittlerweile schon die zweite Publikation {iber die Bio-

synthese von Indolalkaloiden der Echinulin-Familie erschienen. Nichtsdestotrotz bleiben auch dabei

noch einige Details ungeklart.

Auffinden des unbekannten Enzyms fiir die Einfiihrung der A*-Doppelbindung:

Das im ech-Kerncluster kodierte CYP Enzym EchP450 katalysiert nur die Einflihrung der Dop-
pelbindung A und damit die Bildung von Molekilen der Neoechinulin A-Serie. Das verant-
wortliche Enzym fiir die zweite Doppelbindung A am Alanylsubstituenten ist noch immer
unbekannt. In der Diskussion wurde naher erldutert, warum der potenzielle Kandidat mit ho-
her Wahrscheinlichkeit ein anderes CYP ist, dessen Gen auf einem anderen Lokus im A. ruber-
Genom vorliegt. Durch bioinformatische Analyse und Gruppierung aller in A. ruber kodierten
CYPs kann vermutlich ein gewisser Teil der Enzyme fiir diese Reaktion ausgeschlossen werden.
Uber heterologe Expression der putativen Kandidaten in A. nidulans und Fiitterungsexperi-
mente mit Neoechinulin A (16a) bzw. Preechinulin (16) kann das verantwortliche Enzym mog-
licherweise aufgedeckt werden. Sollte die genetische Manipulation in den nahen verwandten
Organismen A. glaucus oder A. cristatus effizienter funktionieren, konnten Deletionsexperi-
mente das Auffinden des verantwortlichen Gens beschleunigen.

192



Perspektiven zur Weiterfliihrung der Projekte

193

Mechanismus der konsekutiven Prenylierungen durch EchPT2:

Die substratkonzentrationsabhangigen in vitro-Assays mit EChPT2 haben bezlglich seines Re-
aktionsmechanismus und in Bezug auf die genaue Funktionsweise der Substrathemmung ei-
nige Fragen aufgeworfen. Moglicherweise wiirde die Aufklarung der Kristallstruktur von
EchPT2 im Komplex mit den Substraten weitere Erkenntnisse des Reaktionsmechanismus und
der Anderung der Regiospezifitit, abhdngig von der A°-Doppelbindung liefern. Um den direk-
ten oder weiteren Umsatz zu verhindern kénnten die Substrate beispielsweise an C5 oder
anderer Position am Indolring mit einem Methylsubstituenten blockiert werden bzw. kénnte
als Cosubstrat Dimethylallyl-Thioldiphosphat (DMSPP) benutzt werden. Ein Modell der
EchPT2-Struktur auf Basis bekannter Strukturen von DMATS kdonnte moglicherweise schon
zuvor hilfreiche Hinweise auf den Mechanismus geben.
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Anhang 1: 'H-NMR-Spektren der isolierten Substanzen der Echinulin-Familie
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Abbildung 99: 'H-NMR-Spektrum von 16a in DMSO-ds (500 MHz)
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Abbildung 100: *H-NMR-Spektrum von 17 in DMSO-ds (500 MHz)
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Abbildung 101: *H-NMR-Spektrum von 17a in DMSO-ds (500 MHz)
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Abbildung 103: *H-NMR-Spektrum von 19 in DMSO-ds (500 MHz)
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Anhang 2: LC-MS Analysen von Substanzen der Echinulin-Familie
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Abbildung 104: LC-MS Analysen von 15 — 19 mit UV- und Massenspektren
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Anhang 3: HPLC-Analysen der Substanzen 16, 19, 16a und 17a als Standards
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Abbildung 106: HPLC-Analysen der Substanzen 16, 19, 16a und 17a als Standard fiir die in vitro-Enzymassays mit EcChPT2

221



Lebenslauf

"Die Seite 222 (Lebenslauf) enthalt personliche Daten. Sie ist deshalb
nicht Bestandteil der Online-Veroffentlichung."

222



Danksagungen

Danksagungen

Ein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Shu-Ming Li fiir seine Rolle als Doktorvater, die Bereitstellung
dieses sehr interessanten Themas und die groRe Hilfsbereitschaft bei Fragen und Diskussionsbedarf.
Ich konnte mich jederzeit mit Problemen, Erfolgen oder zur Fiihrung wissenschaftlicher Diskussionen
an ihn wenden. Er war stets an meinem Fortschritt interessiert und gab mir viele hilfreiche Tips. Dabei
lieR er mir aber immer noch die Freiheit eigene Ideen zu entwickeln und eigenen Losungsansatzen
fir Probleme zu folgen. AuBerdem mochte ich ihm fir die Gelegenheit danken auf den Irseer Natur-
stofftagen 2019 einen Teil meiner Forschung zu prasentieren und in der wissenschaftlichen Commu-
nity Kontakte zu knlpfen. Ich bin Herrn Prof. Li zutiefst dankbar, dass ich im Rahmen eines wissen-
schaftlichen Austauschs die Moglichkeit bekam China, seine Kultur und dadurch viele nette Men-
schen kennen zu lernen. Aus diesem Grund gilt mein Dank auch Herrn Prof. Dr. Wen-Bing Yin, der
meinen Kollegen Basti und mich wahrend dieser Zeit in seiner Arbeitsgruppe willkommen hiel8. Wah-
rend unserer Arbeit in Peking haben wir sehr viel gelernt und hatten sehr viel Spass.

Bei Herrn Prof. Dr. Michael Keusgen bedanke ich mich ganz herzlich fiir die Ubernahme des Zweit-
gutachtens.

My heartfelt gratitude goes especially to Dr. Huomiao Ran who was the perfect collaborateur. | could
not have wished for a better partner to join forces with to work on the flavoglaucin project. Her
experience and knowledge in natural product chemistry and -isolation complemented my biological
know-how and after a while we formed an optimal synergy. Thank you, Miao.

Bei Frau Viola Wohlgemuth und Herrn Dr. Florian Kindinger bedanke ich mich fiir die praktische und
teils auch theoretische Einarbeitung ins Labor. Beide haben mir viel beigebracht und ihre bioinfor-
matische oder praktische Erfahrung mit A. ruber und den PTs des ech-Pathways haben viel zu den
Erfolgen dieser Arbeit beigetragen.

Ich danke Frau Rixa Kraut und Frau Lena Ludwig-Radtke fir die Aufnahme der LC-MS-Daten und fir
die Einarbeitung in deren Auswertung. Aullerdem mochte ich ihnen fir diverse chemische Synthesen
danken, ohne die ich teilweise keine Substrate zum Testen meiner Enzyme oder zum Flttern meiner
Pilze gehabt hatte. Bei Herrn Stefan Newel und Frau Dr. Regina Ortmann bedanke ich mich fiir die
Aufnahme der NMR-Spektren.

Des Weiteren danke ich Herrn Prof. Dr. Johann Heider fir die Beratung beim Curve-Fit flr die Sub-
stratinhibition von EchPT2.

Ein groRes Dankeschon geht an Bastian Kemmerich, mit dem ich (ber viele Jahre ein Biiro, ein Labor
und fur unseren Aufenthalt in China auch ein Hotelzimmer teilte. Florian Kindinger mochte ich an
dieser Stelle nochmals danken. Mit Basti und Flo hatte ich sowohl im Labor als auch auRerhalb der
Arbeit eine Menge Spass. Ohne euch beide ware diese Zeit nur halb so schon gewesen.

223



Danksagungen

AulRerdem danke ich Johanna ,JoJo” Schiafer, deren Freundschaft mir schon einige finstere Tage im
Labor erhellte. Ohne ihr Organisationstalent und ihre Bereitschaft sehr oft auch ,,in den sauren Apfel
zu beiBen” ware wahrscheinlich nicht nur ich schlechter dran gewesen. In diesem Zusammenhang
danke ich auch Lena ,Len” Mikulski, die mich zusammen mit Johanna durch ihre Besuche in unserem
Labor immer wieder davor bewahrt hat zu tief in der Arbeit zu versinken.

Herrn Dr. Lennart Poppe und Frau Dr. Julia Wohl mochte ich auch fir die schéne Zeit danken, die
schon am ersten Arbeitstag mit dem Essen einer Orange begann.

Des Weiteren danke ich all meinen damaligen und gegenwartigen Kollegen Alex, Peter, Kirsten, Julia,
Nina, Katja, Elisabeth, Kristin, Lindsay, Pan, Liujuan, Huili, Jie, Kang, Linus, Ge, Jinlin, Jing, Jenny, Lau-
ritz, Sina, Daniel J., Daniel O., Andi, Marlies, Haowen, Wen, Yiling, Daisy und Yu fiir die entspannte
Arbeitsatmosphare und die groRartigen individuellen Momente.

Natdirlich bedanke ich mich auch bei meinen Korrekturlesern Lukas K., meinem Bruder Lukas, Bastian
Kemmerich und Johanna Schéfer, die sich extra dafilir Zeit genommen haben, einen wesentlichen
Beitrag dazu zu leisten, dass diese Arbeit textlich so fehlerfrei wie moglich ist.

Zuletzt mochte ich mich aus tiefstem Herzen bei meinen Eltern, GroRReltern und meinem Bruder be-
danken, die mich fortwahrend unterstiitzten und immer fiir mich da waren. Vielen vielen Dank euch
allen, ihr seid groRartig!!

224



Einverstandniserklarung

Einverstandniserklarung

Ich erkldre mich damit einverstanden, dass die vorliegende Arbeit

,yuntersuchungen zur Biosynthese von Flavoglaucin, Echinulin und ihren
Analoga im Ascomyceten Aspergillus ruber”

in Bibliotheken allgemein zugdnglich gemacht wird. Dazu gehort, dass sie

= von der Bibliothek der Einrichtung, in der ich meine Arbeit angefertigt habe, zur Benutzung
in ihren Rdumen bereitgehalten wird;

= in konventionellen und maschinenlesbaren Katalogen, Verzeichnissen und Datenbanken ver-
zeichnet wird;

= der UB fir lokale Nutzung und fiir Fernleihe zur Verfiigung steht;

= im Rahmen der urheberrechtlichen Bestimmungen fiir Kopierzwecke genutzt werden kann.

Marburg, den 21.04.2021

(Unterschrift der Autorin/des Autors) (Unterschrift der betreuenden Hochschullehrerin
bzw. des betreuenden Hochschullehrers)

225



