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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Bakterien und insbesondere Actinobacteria gehdren zu den wichtigsten Produzenten von
strukturell sehr unterschiedlichen und biologisch aktiven Naturstoffen, welche fir die
pharmazeutische Anwendung von Relevanz sind. Viele dieser Sekundarmetabolite werden von
Bakterien produziert, welche in Assoziation mit einem hoheren Organismus leben. Dazu zahlen
unter anderem manche marine Schwamme, welche haufig eine reichhaltige mikrobielle
Gemeinschaft beherbergen.

Ziel dieser Arbeit war es, Actinomyceten (im Weiteren als Synonym fur die Ordnung
Actinomycetales oder die Klasse Actinobacteria benutzt), isoliert aus dem Schwamm
Halichondria panicea, sowie ein paar weitere marine und terrestrische Actinomyceten bezlglich
ihrer Fahigkeit zur Produktion von Sekundarmetaboliten zu untersuchen, um deren Potential fir
die Synthese von neuen Naturstoffen ndher zu charakterisieren.

Fir den ersten Teil der Arbeit wurde zunéachst eine phylogenetische Einordnung der von H.
panicea isolierten Actinomyceten vorgenommen. Die Stdmme konnten den Gattungen
Actinoalloteichus, Micrococcus, Micromonospora, Nocardiopsis und Streptomyces zugeordnet
werden. Anschlielend wurden das Sekundarmetabolitprofil, das Vorhandensein von NRPS- und
Typ Il PKS-Genfragmenten sowie die Bioaktivitdt der Rohextrakte aller Stdmme untersucht. Es
zeigte sich, dass die Schwamm-assoziierten Actinomyceten, und gerade jene mit einem NRPS-
oder PKS-Genfragment, ergiebige Produzenten von biologisch aktiven Naturstoffen waren.

Im Anschluss daran wurden drei der untersuchten Stamme einer Reihe von Kultivierungs-
bzw. Stimulierungsexperimenten unterzogen, um so ihr chemisches Profil noch naher zu
untersuchen. Zwei dieser Actinomyceten, Streptomyces sp. HB202 und Nocardiopsis sp. HB383,
waren durch Variation der Kultivierungsbedingungen besonders beeinflussbar und besal3en ein
enorm grof3es Potential zur Synthese von Substanzen. Mittels HPLC-UV/MS und NMR-
Spektroskopie wurde das aromatische Polyketid Mayamycin aus Streptomyces sp. HB202 sowie
die y-Pyrone Nocapyron A - D aus Nocardiopsis sp. HB383 isoliert und aufgeklart. Die
biologische Aktivitat dieser Substanzen wurde ermittelt und die Biosynthese des Nocapyron A
mithilfe von Fitterungsexperimenten untersucht.

Ferner wurden die bereits erprobten molekularbiologischen Untersuchungsmethoden auf das
Vorhandensein von NRPS- und Typ Il PKS-Genfragmenten durch ein zusatzliches Primersystem
zur Amplifizierung von Phenazingenfragmenten erweitert werden. Die Relevanz dieser
genetischen Informationen wurde durch Kultivierung und chemische Analyse von ausgewahlten,
phylogenetisch diversen Stammen Uberprift. Dabei stellte sich heraus, dass das etablierte
molekularbiologische System besonders gut bei marinen Actinomyceten funktionierte.

AuBerdem wurde das gesamte Spektrum der in dieser Arbeit erprobten Methoden bei der
Untersuchung von Nocardia jejuensis DSM 44959" angewendet. Durch ein zuséatzliches

Klonierungsexperiment konnten NRPS sowie Typ Il PKS-Genfragmente identifiziert werden. In



Zusammenfassung

anschlieBenden Kultivierungsversuchen wurden neben bekannten Substanzen zwei neue
Mycobactine, Brasilibactin C und D, produziert. Die Analyse der biologischen Aktivitat zeigte,

dass Brasilibactin C antibakteriell sowie zytotoxisch aktiv war.



Abstract

2 ABSTRACT

Bacteria, especially Actinobacteria, are one of the most important producers of structurally
diverse and biologically active natural products, which are of great significance for pharmaceutical
applications. Many secondary metabolites are synthesized by bacteria living in association with a
macroorganism. Among others, marine sponges shelter a rich community of microorganisms.

Actinomycetes (in the following used as synonym for the order Actinomycetales or the class
Actinobacteria) isolated from the marine sponge Halichondria panicea as well as other marine
and terrestrial Actinomycetes were investigated according to their ability to produce well-
established and unknown secondary metabolites to characterize bacterial capability of producing
natural products.

A phylogenetic classification of Actinomycetes isolated from H. panicea was completed within
the first part of this thesis. Strains were assigned to the genera Actinoalloteichus, Micrococcus,
Micromonospora, Nocardiopsis and Streptomyces. Subsequently, the secondary metabolite
pattern, the presence of NRPS and type Il PKS gene fragments as well as the biological activity
of raw extracts of all strains were investigated. In conclusion, sponge associated Actinomycetes
and particularly those with an NRPS or PKS gene fragment, were effective producers of
biologically active natural products.

Subsequently, with three of the investigated strains, cultivation and stimulation experiments
were carried out to provide detailed chemical profiles. Two of these, Streptomyces sp. HB202 and
Nocardiopsis sp. HB383, were notably affected by different culture conditions and showed an
enormous potential to produce known as well as novel substances. Using HPLC-UV/MS and
NMR-spectroscopy, mayamycin, an aromatic polyketide, of Streptomyces sp. HB202, and four
new y-pyrones, of Nocardiopsis sp. HB383, nocapyrones A-D, were isolated and structually
characterized. Their biological activity was determined and the biosynthesis of nocapyrone A was
investigated by feeding experiments.

In the second part of this thesis, the genetic analysis regarding the presence of NRPS and
type Il PKS gene fragments was extended by an additional primer system amplifying a phenazine
gene fragment. The relevance of the genetic information was validated by cultivation experiments
and chemical analysis of selected, phylogenetically diverse, strains. As a result, marine
Actinomycetes seem to be ideal for investigations using the designed molecular biological system

The wide range of proven methods was applied by investigating Nocardia jejuensis DSM
44959". Using further cloning experiments, NRPS and type Il PKS gene fragments were
identified. Subsequent cultivation approaches reveal among known metabolites two novel
mycobactines, brasilibactin C and D. After the structural characterization of the investigated

products, biological activities of the metabolites were tested.
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3 EINLEITUNG

1942 wurde zum ersten Mal ein Mensch durch Verabreichung des Antibiotikums Penicillin von
einer bakteriellen Infektion geheilt. Infektionskrankheiten galten fortan als besiegt. Leider hielt
diese Siegesgewissheit nur etwas mehr als ein halbes Jahrhundert an. 66 Jahre nach dem
groBen Triumph verstarb der erste Mensch an einer Infektion mit Vancomycin-resistenten

Enterococcen [Arias & Murray 2009]

und hinterlie die Mediziner erneut so hilflos wie im pre-
antibiotischen Zeitalter. Schon Alexander Fleming wies bereits 1945 bei der Entgegennahme
seines Nobelpreises auf dieses Problem hin: ,The time may come when antibiotics can be bought
by anyone in the shops. Then there is the danger that the ignorant man may easily underdose

himself, and by exposing his microbes to non-lethal quantities of the drug, make them resistant”
[Fleming 2009]

Bedauerlicherweise gibt es bis heute keine Wunderwaffe gegen multiresistente Erreger, denn
Bakterien sind wahre Meister der Evolution und héaufiger, unsachgemafer Gebrauch von
Antibiotika verstarkt diese Entwicklung hin zur Multiresistenz zusétzlich. Einige von ihnen haben
sich bereits so gut angepasst, dass sie zu einer klinischen Herausforderung geworden sind. Als
grof3e Bedrohung gelten vor allem der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) und
der Vancomycin-resistente Enterococcus faecium (VRE) [@ser etal. 2010]

Um bei dem evolutionaren Wettkampf gegen infektiose Mikroorganismen auf Augenhthe
bleiben zu kdnnen, werden heutzutage dringend strukturell neuartige Antibiotika bendtigt, welche

n Welsh 2003 " Hierbei ist es vor allem

dann wiederum auch auf neue Wirkorte abzielen kdnne
notwendig, kontinuierlich nach passenden Wirkstoffen zu suchen [/ ¢t a- 20081 ) aider jst es nur
eine Frage der Zeit bis gegen neue Antibiotika ebenfalls die ersten Resistenzen auftreten.

Speziell Naturstoffe stellen bei der Suche nach neuen Leitstrukturen eine besonders potente
Substanzgruppe dar, der eine Vielzahl heute gebrauchlicher antibiotischer Wirkstoffe entspringt.
75 % aller antibakteriell wirksamen Substanzen sind Naturstoffe oder von ihnen abgeleitete
Derivate Newman et al. 2003 - Kpplich hohe Anteile haben Naturstoffe auch hinsichtlich anderer
Indikationen, wie zum Beispiel bei der Krebstherapie. Naturstoffe sind strukturell
vielversprechender als synthetische Substanzen, da sie erfolgreich aus der Evolution
hervorgegangen sind und somit anzunehmen ist, dass jeder Metabolit eine Funktion bzw. eine
verwandte Zielstruktur in der Natur besitzt. Durch ihre bereits erfolgte Anpassung erreichen
Naturstoffe ihren Wirkort haufig besser. Dieses flhrt dazu, dass Naturstoffe sich 6fter durch
biologische Aktivitat auszeichnen als Synthetika.

Allerdings birgt die Naturstoffforschung auch einige Schwierigkeiten. Die Isolierung und
Charakterisierung von Naturstoffen ist ein aufwendiger Prozess. Zusétzlich verlangt der Umgang
mit der biologischen Quelle Erfahrung und eine spezielle Ausriistung. Aul3erdem ist es in vielen
Fallen schwierig oder sehr kostenintensiv, einen ausreichenden Nachschub an Substanzen —

entweder durch Isolierung aus der natirlichen Quelle oder durch Totalsynthese — sicherzustellen.

4
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Damit ist es ein teures und langwieriges Unterfangen, neue Naturstoffe zur pharmazeutischen
Anwendung zu bringen [Thomsen et al- 2004l qhne die Garantie, den Markt ausreichend beliefern zu
kénnen, gibt es fir den besten Wirkstoff keine Zulassung als Medikament. Dieses alles fihrt
dazu, dass die Pharmaindustrie bei der Wirkstoffentwicklung lange auf synthetische Substanzen
aus dem Feld der kombinatorischen Chemie gesetzt hat [“/"e 20031,

Es gibt allerdings Naturstoffproduzenten, die einige der oben genannten Probleme nicht teilen.
So lassen sich z. B. Bakterien und Pilze gut in groBen Mengen und unter definierten
Laborbedingungen kultivieren und eignen sich dadurch besonders fir die Wirkstoffproduktion.
Dariiber hinaus werden haufig durch Variation der Kulturbedingungen nach dem sogenannten
OSMAC- (one strain many compounds) [Bo% ¢ a- 20021 prinzin weitere biologisch interessante
Derivate entdeckt. Zuséatzlich kann durch Anwendung molekularbiologischer Methoden und durch
biologische Regulation die Substanzprodukion optimiert werden [Bode & Maller 2005] “Fina komplette
Genomsequenzierung ist mittlerweile recht ginstig und liefert weitere Informationen fir die
Wirkstoffsuche. Die Gene fir die Sekundarmetabolit-Produktion sind Uberwiegend in Genclustern
angeordnet oder stehen unter zentraler regulativer Kontrolle [Bod¢ & Miller 20031 - gayterien haben
dabei den Vorteil, dass sie keine Introns besitzen, welche bei der Durchfilhrung von
Expressionsversuchen stéren wirden. Auch die Expression in anderen Wirten wird durch die
kompakte Anordnung der Gencluster erleichtert. Aus den genannten Griinden lebt die Suche

nach Wirkstoffen aus der Natur - vor allem aus Mikroorganismen - langsam wieder auf [©&® et @

2098 Dennoch tritt immer haufiger das Problem der ,Doppelisolierung® auf, besonders bei
terrestrischen mikrobiellen Naturstoffproduzenten. Trotzdem stehen mittlerweile wieder
altbekannte und bewdahrte Quellen, wie die Actinomyceten, im Fokus, da sie immer noch
genlgend Potenzial fir strukturelle Neuentdeckungen bieten. Haufig werden daftr allerdings
Actinomyceten aus besonderen Habitaten oder Stamme besonderer phylogenetischer Herkunft
untersucht [Clardy et al. 2006].

Von den etwa 1 Million bis heute entdeckten Sekundarmetaboliten stammt der grof3te Teil aus
Pflanzen. Nur 5 % dieser Naturstoffe sind mikrobiellen Ursprungs. Allerdings produzieren
Mikroorganismen die Halfte, etwa 22.500, aller Naturstoffe, fir die eine biologische Aktivitat
nachgewiesen wurde. Die Gruppe der Actinomycetales hat hierbei mit 45 % den gré3ten Anteil
unter den bakteriellen Vertretern B4 2091 \viederum tragt die Gattung Streptomyces innerhalb

[Watve et al. 2001

dieser Ordnung den groR3ten Teil zur Naturstoffproduktion bei 1. Es gibt Schatzungen,

nach denen Streptomyceten das Potential haben, insgesamt bis zu 100.000 antimikrobielle
Substanzen zu produzieren MWave etal- 2001

Die ersten Naturstoffe aus der Ordnung der Actinomycetales wurden in den 1940er Jahren in
dem Labor von Selman Abraham Waksman entdeckt. 1940 entdeckte er das Actinomycin A,
dessen Derivat Actinomycin D heute als Chemotherapeutikum eingesetzt wird W& Yun9 19941 1944
folgte das Antibiotikum Streptomycin Pones © @ 1944 1949 das Breitbandantibiotikum Neomycin
[Waksman & Lechevalier 19491 ¢ schlieRlich 1953 das antifungische Candicidin [MVaksman et a 19651 - jiarays

lasst sich bereits das enorme Potential dieser Gruppe erahnen.
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Die Ordnung der Actinomycetales gehort zur Klasse der Actinobacteria. lhre Vertreter sind
Gram-positive, sporenbildende Bakterien mit einem hohen GC-Gehalt und bilden haufig ein
Mycel aus Filamenten [Lechevalier & Lechevalier 1967, Goodfellow & Williams 1983] Die Actinomycetales kommen
beinahe Uberall vor. Sie wurden in den Polarregionen, in Wisten, in Rohdl, in Schwermetall-
verseuchten Bdden, in verschiedensten Sedimenten sowie im SURB- und im Salzwasser

nachgewiesen [Goodfellow & Williams 1983; Jensen et al. 1991]

. Sie sind normalerweise nicht extremophil,
zeigen jedoch breite Toleranzen gegeniber alkalischen Bedingungen und hohen Salzgehalten.
Sie sind meistens Saprophyten, kénnen aber auch parasitar oder symbiotisch mit Tieren und
Pflanzen zusammenleben.

In terrestrischen Habitaten sind sie pradominant [Geodellow & Willams 1983] hre erteilung,
Diversitat und ihre 6kologische Rolle im Ozean sind jedoch bis heute wenig erforscht. Dass
Vertreter der Actinomycetales in marinen Habitaten vorkommen W& 19691 st ajlerdings seit
Langem bekannt. Sie besiedeln dabei die gesamte Wassersaule und verschiedene Sedimente in
kustennahen Gebieten sowie die Tiefen der Ozeane. Au3erdem kommen diese Bakterien unter
anderem in Vergesellschaftung mit unterschiedlichen marinen Makroorganismen vor [Fenical & Jensen
2006; Pathom-Aree et al. 2006] ' F st bis heute nicht geklart, inwieweit Bakterien durch Einwaschung vom
Festland zu marinen Vertretern wurden oder ob terrestrische Vertreter lediglich zuerst untersucht
wurden und die urtiimlichsten Actinomyceten marinen Ursprungs waren, denn es werden immer
wieder typische ,terrestrische* Actinomyceten aus marinen Proben isoliert [Feneal & Jensen 2006]
Immerhin ist heutzutage klar, dass es obligat marine Gruppen gibt [Heimke & Weyland 1984; Han et al. 2003; Yi

et al 2004 " garunter die Gattung Salinospora, welche die spezielle Salzzusammensetzung des

Meerwassers fiir ihr Wachstum benotigt Maldonado etal. 2005

Das Hauptaugenmerk bei der Erforschung mariner Actinomyceten liegt auf der Suche nach
unbekannten Naturstoffen. Da zwei Drittel der Erdoberflache vom Meer bedeckt sind, die Ozeane
die grofRte Biodiversitat beherbergen und schatzungsweise weniger als 1 % der 20 Millionen

marinen Mirkoorganismen bis heute bekannt sind [Feca! & Jensen 2006; Qiu 2010]

, ist davon auszugehen,
dass ein enormes pharmazeutisches Potential in den Meeren schlummert. Schon heute zeigen
marine Naturstoffe aus Actinomyceten ein groBes Spektrum biologischer Aktivitdten, wie
antivirale, antitumorale, antiparasitische, anti-HIV, antibakterielle, antifungische und
entzindungshemmende Aktivitat sowie Aktivitdt gegen Algen und Beeinflussung der

Renner et al. 1999; Lam 2008] ' parijber hinaus sind sie auch strukturell sehr divers.

Zelldifferenzierung !
Beispielsweise wurden aus marinen Actinomyceten bereits Substanzen aus der Gruppe der

Polyketide, der Peptide, der Alkaloide, der Terpene sowie der Phenazine isoliert [Fiedier et al 2005,
Mitova et al. 2008]

Um neue, biologisch aktive Substanzen aus marinen Actinomyceten isolieren zu kénnen, gibt
es eine Reihe von verschiedenen, miteinander kombinierbaren Strategien. Dazu gehéren:

e das High-Throughput-Screening von groBen  Stammsammlungen nach

ungewodhnlichen chemischen Strukturen, welche sich stark von den gangigen

Wirkstoffen unterscheiden
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e die Suche nach interessanten biologischen Aktivitaten in Rohextrakten

¢ die Anzucht von seltenen oder sehr langsam wachsenden Stammen

e neue Anreicherungsmethoden bei der Suche nach aul3ergewthnlichen Isolaten

e die kombinatorische Biosynthese

e die Genomanalyse, um sogenannte stille Gencluster zu identifizieren und
anschlieend heterolog zu exprimieren

e die Suche nach vielversprechenden Genclustern in Metagenomen, um diese ebenfalls
in einem passenden Wirt zur Expression zu bringen

e die Variation der Kulturbedingungen bei der Anzucht der Stamme sowie Stimulation
durch verschiedene Einflisse, um dadurch das sekundarmetabolische Profil zu
erweitern

Obwohl marine Actinomyceten mittlerweile ein viel untersuchtes Forschungsfeld darstellen,
sind weiterhin etliche Fragen offen und ihre Rolle im 6kologischen Kontext noch recht unklar.
Daher sollten in der vorliegenden Arbeit vor allem Vertreter der Actinomycetales und im
Besonderen marine Stamme auf ihr genetisches Potential zur Bildung von Sekundarmetaboliten
hin untersucht sowie anschliel3end Kultivierungsversuche zur Analyse des chemischen Profils
durchgefiihrt werden. In Abbildung 1 ist das immer wieder verwendete Schema zur Ubersicht
aufgefuhrt. Die allgemeine Struktur der Arbeit schlagt sich in drei groRen Kapiteln nieder, welche
sich jeweils nach einer Einleitung in einen Material und Methoden-, einen Ergebnis- sowie einen
Diskussionsteil gliedern.

Zur Untersuchung wurden bekannte molekularbiologische Systeme verwendet sowie ein
neues System zur Identifizierung des Phenazinbiosyntheseweges entwickelt. Mit dem marinen
Schwamm Halichondria panicea assoziierte Actinomyceten wurden mit diesen genetischen
Systemen untersucht und zusétzlich in Bezug auf ihr Sekundarmetabolitprofil charakterisiert, um
so erste Einblicke in deren 6kologische Bedeutung zu gewinnen.

Ausgewahlte Stamme wurden im Weiteren auf die Variabilitdt ihres chemischen Profils hin
untersucht, um auf diese Weise eine Idee ihrer biosynthetischen Kapazitat zu erhalten. Neue
Substanzen wurden mit geeigneten Methoden aufgeklart und ihre biologische Aktivitat wurde
untersucht. Nach Etablierung der Genetik, der Kultivierung und der Chemie sollte zusétzlich ein

weiterer Actinomycet auf das Vorkommen von neuen Substanzen hin analysiert werden.
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Actinomyceten aus Halichondria panicea

4 ACTINOMYCETEN ASSOZIIERT MIT DEM SCHWAMM
HALICHONDRIA PANICEA

4.1 SCHWAMME UND IHRE ASSOZIIERTEN MIKROORGANISMEN — HALICHONDRIA PANICEA,
EIN BEISPIEL AUS DER OSTSEE

Schwamme gehdren im Reich der Tiere zu den Metazoa, den vielzelligen Tieren. Sie werden
zu der Gruppe der niederen Metazoa (auch als Hohltiere oder Coelenterata bezeichnet) gezahilt,
welche im Gegensatz zu den Bilateria nur zwei Keimblatter aufweist [S10ch & Welsch 2009 ' gepyyamme
besitzen keine echten Organe oder echtes Gewebe. Im evolutionaren Sinne sind sie einer der
urspriinglichsten Tierstamme. Schon vor 635 bis 750 Millionen Jahren im Precambrium lebten

n [Love et al. 2009]

erste urtimliche Arte . Der Grofteil der Uber 10.000 rezenten Arten kommt in

marinen Lebensraumen vor [EPenbeck &van Soest2007] 7, finden sind Schwamme haufig in tropischen

Gebieten, aber auch in geméaRigten und polaren Regionen sowie in Seen oder Flissen [Beravst

1978 " sje weisen eine sessile Lebensweise auf und koénnen jeden Tag das 20.000fache ihres
eigenen Korpervolumens an Wasser filtrieren. Dazu dient das charakteristische komplexe
Kanalsystem (Abb. 2), welches sich von der AuR3enflache mit zahlreichen kleinen Poren (Ostien)
bis in den inneren Hohlraum erstreckt. Dieser ist wiederum mit sogenannten Choanocyten
(Kragengeil3elzellen) ausgekleidet und fuhrt schlieBlich durch das Osculum (Ausstromoffnung)
nach aufRen. Das Kanalsystem dient der Nahrungsaufnahme in Form von Mikroorganismen und
organischen Makromolekiilen, der Exkretion und als Geschlechtsweg [S1rch & Welsch 2009

Schwamme weisen drei verschiedene Bauplane auf, den Ascon-, den Sycon- und den
Leucon-Typ, wobei der letzte Typ (Abb. 2) der haufigste ist. Auch der Brotkrumenschwamm
Halichondria panicea gehotrt mit der Klasse der Hornschwéamme (Demospongiae) zur letzten
Gruppe.

Geiﬂq!kammern

Ausfuhrender Kanal

"@Yéﬂ kg@

Zufuihrender Kanal ki} @Oép

Abb. 2: Bauplan eines Schwammes des Leucon-Typs. Pinakoderm: diinne, schwarze Linien;
Mesogloea: griunlich; Choanocytenverband: dicke, schwarze Linien. Die blauen Pfeile geben die
Richtung des Wasserstroms an. Modifiziert nach [Storch & Welsch 2009].

Mit 95 % stellt die Klasse der Demospongiae den gré3ten Teil aller lebenden Schwammarten
dar [Hentschel & Bringmann 20101 4 7ejchnet sich durch kieselige, intrazellular gebildete, tetraxone oder

monaxone Megaskleren (Skelettnadeln) und eine Vielfalt verschiedener Mikroskleren (die
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manchmal fehlen konnen) aus [EPenbeck & van Soest 20071 pja Klasse der Hornschwamme besteht aus
14 Subtaxa, von denen Halichondria eines darstellt. Vertreter dieser Gattung sind Schwamme
ohne typische Mikroskleren. lThre monaxonen Megaskleren kommen in ungeordneten Mustern
vor. Die Art Halichondria panicea hat eine durchschnittliche Grof3e von etwa 15 cm, ist meistens

Besiedler von Steinen, Felsen oder Molluskenschalen und kommt sowohl im Mittelmeer wie auch

im Nordatlantik und in der Ostsee vor [ErPenbeck & van Soest 2007)

Dem Schutz vor Raubern dienen diesen sessilen Wirbellosen (Invertebraten) weniger die

Skelettnadeln, sondern vor allem eine chemische Verteidigungsstrategie [FPenbeck & van Soest 2007)

Schwamme sind daflr bekannt, eine grof3e Vielfalt an biologisch aktiven Naturstoffen zu
produzieren, welche speziell wegen ihrer pharmazeutischen Relevanz im Mittelpunkt des
Interesses stehen.

Mit etwa 29 % haben sie den gréRten Anteil an der Gesamtheit der marinen Naturstoffe

[Hentschel & Bringmann 2010] - \1apr gls 1.000 verschiedene Metabolite wurden in den letzten Jahren aus

Schwammen identifiziert [Blunt et al. 2003; Blunt et al. 2004; Blunt et al. 2005; Faulkner 2001; Faulkner 2002] AuUS der

Gattung Halichondria wurden bis heute einige vielversprechende Substanzen isoliert,
beispielsweise die Peptide Halicylindramid A - E mit antifungischer sowie zytotoxischer Wirkung

[Letal. 1995; Lietal 1996 ain neues Glykosphingolipid N29' © 8- 1992 ynq der Polyether Halichondrin B

[Bai et al. 1991

mit starker zytotoxischer Wirkung und in vitro Aktivitat gegen Tumore 1 welcher sich zur

Zeit in der klinischen Phase Ill gegen Krebserkrankungen befindet.
Viele neuere Untersuchungen zeigten immer wieder Ahnlichkeiten zwischen biologisch aktiven
Schwammmetaboliten und solchen, die aus Bakterien isoliert wurden. Dieses lasst vermuten,

dass in vielen Féllen eher Schwamme-assoziierte Mikroorganismen als der Schwamm selbst die

wahren Produzenten der Sekundarmetabolite sind [Jensen & Fenical 1994; Faulkner et al. 2000; Proksch et al. 2002;

Hildebrand et al. 2004; Piel et al. 2004; Hochmuth & Piel 2009] BeISpIe|SW8ISG hat S|Ch herausgeste"t daSS e|ne

Micromonospora Art verantwortlich fir die Produktion des zunachst als Schwammmetabolit

t [Romero et al. 1997 i Biomasse vieler mariner Schwamme

n [Scheuermayer et al. 2006; Vogel 2008

beschriebenen Peptides Thiocoralin is
besteht zu 40 bis 60 % aus Mikroorganisme | Dieser Anteil ist weitaus
hoher als der Anteil der Bakterien in der Wasserséaule. Dennoch wird der Begriff der Symbiose in
diesem Zusammenhang nur sehr vorsichtig verwendet, da es bis heute kaum Informationen
dartiber gibt, in welcher Beziehung Schwamm und Bakterien zueinander stehen. Besser eignen
sich die Begriffe Assoziation oder Vergesellschaftung, um die Beziehung zwischen diesen
raumlich nahen Organismen zu beschreiben.

Die mikrobielle Gemeinschaft im Schwamm ist phylogenetisch komplex, hochgradig
Schwamme-spezifisch und wird vertikal Uber die reproduktiven Stadien (Embryos/Larven) an die
nachste Schwammgeneration weitergegeben B¢ &t a 20081 Assnzjierte Mikroben kommen sowohl
auf der &uflReren Schicht des Schwammes als auch im Mesohyl und intrazellular vor. Es wird
angenommen, dass im gewissen Mal3e eine stabile Assoziation zwischen dem Schwamm und
[Thiel et al. 2007

seiner mikrobiellen Gemeinschaft besteht und diese eine 6kologische Bedeutung hat

Ganz unterschiedliche Mikroorganismen kénnen mit einem Schwamm assoziiert sein. Dazu

10
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gehoren Dinoflagellaten, selten Pilze, Cyanobakterien sowie andere Bakterien wie auch
beispielsweise die Actinomyceten. Aus Schwammen sind heute 16 verschiedene bakterielle

t [Fleseler et al. 2004; Siegl & Hentschel 20091 15 gchwamme zu den dltesten Tierstammen

Phyla bekann
gehdren, ist es interessant anzumerken, dass auch die Assoziation zwischen Mikroorganismen
und Schwammen extrem alt zu sein scheint Wnso" 1984 Fossilien von Schwammen, welche auf
580 Millionen Jahre datiert werden, zeigen Bakterien-ahnliche Mikrokugeln '™ & G20 20001 gq
wurden viele Untersuchungen zur komplexen Diversitdt von Schwamm-assoziierten
Mikroorganismen durchgefiihrt, allerdings ist die metabolische Interaktion zwischen dem
Schwamm und den assoziierten Mikroben bis heute nahezu unerforscht Bae" & a- 20081 - Ayfgrund
der Unmengen von Wasser und den darin enthaltenen diversen Mikroorganismen, die der
Schwamm  taglich filtriert, muss er zwischen Nahrungspartikeln/-mikroben  und
vergesellschafteten Mikroorganismen unterscheiden kénnen, da diese haufig vorteilhaft beziglich
des Nahrstoffbezuges, der Stabilisation des Schwammskelettes, der Verarbeitung von
Stoffwechselendprodukten, des Schutzes vor UV-Licht und des chemischen Schutzes, des
Einbaus von geldsten organischen Stoffen aus dem Umgebungswasser, des Transports von
Metaboliten durch das Mesohyl, der Kohlenstofffixierung und des Schutzes vor Aufwuchs sind
[Paul & Ritson-illams 2008] ' pyje Beziehung zwischen Mikroorganismen und Schwamm kann durch
mikrobiell produzierte biologisch aktive Substanzen, welche dem Schwamm nitzen (und ihm
nicht schaden), gefordert werden. Fir diesen chemischen Schutz toleriert bzw. unterstitzt der
Schwamm wiederum jene bestimmten Mikroorganismen im/auf dem Schwammgewebe [Faukner et
al. 2000].

Es wird angenommen, dass besonders eine phylogenetische Gruppe, die Actinobacteria, eine
grolRe Bedeutung bei der Schwamm-Mikroorganismen-interaktion hat. Diese Bakterien sind

Fiedler et al. 2005

allgemein als vielversprechende Naturstoffproduzenten bekannt | ! und sind vermutlich

Teil der chemische Verteidigungsstrategie des Schwammes. Mindestens sieben verschiedene

Gattungen wurden bis heute in diesem Zusammenhang identifiziert: Streptomyces [mamura et al

1993 a [Liu 2005 a [Montalvo 2005 Montalvo 2005]

1 Gordoni 1 Micrococcus ! ,

Kim 2005]

1 Micromonospora, Saccharopolyspor

[Montalvo  2005] Sal|n|sp0ra [

Bradybacterium Mithilfe molekularbiologischer Methoden
konnten in Schwammen Actinomyceten als stetig, divers und manchmal als eine der
Hauptkomponenten der bakteriellen Gemeinschaft ausgemacht werden [Hensehel et al. 2002 Hentschel et
al. 2006; Wehrl et al. 20071 'annoch bleibt die 6kologische Rolle der Actinomyceten in Schwammen bis

heute eher unklar und die durchgefiihrten Arbeiten eher deskriptiv.
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4.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE UND CHEMISCHE UNTERSUCHUNG DER
SEKUNDARSTOFFPRODUKTION IN MIT DEM SCHWAMM H. PANICEA ASSOZIIERTEN
ACTINOMYCETEN

4.2.1 EINLEITUNG

Schwamme stehen mittlerweile besonders aufgrund der diversen mit ihnen assoziierten
Mikroorganismen im Fokus des Interesses. Darlber hinaus stellen sie eine Quelle
unterschiedlichster Sekundarmetabolite dar ™' @ 2007 " \ye|che eine enorme Bandbreite an
biologischen Aktivitaten aufweisen. Inzwischen wurden viele unterschiedliche Studien zum
Thema Schwamm-Bakterien-Assoziation durchgefuhrt, bei denen aber bisher nur einzelne
Aspekte dieser Lebensgemeinschaft untersucht wurden. So gibt es Untersuchungen zur
mikrobiellen Diversitat (meistens molekularbiologisch), zur biologischen Aktivitat (basierend auf
kultivierungsabhéangigen Methoden) und zur Biosynthese von Sekundarmetaboliten (chemische

und molekularbiologische Analysen) der assoziierten Bakterien [Mhoff & Stohr 2003; Wichels et al. 2006; Chelossi

et al. 2007; Jiang et al. 2007; Thiel et al. 2007; Zhang et al. 2008; Kennedy et al. 2009]. DennOCh glbt es bislang keine
Studien, welche versuchen, die gesammelten Informationen in einen gréReren Kontext beziglich
einer Schwamme-Bakterien-Interaktion zu bringen. Aus diesem Grund sollte die vorliegende Arbeit
das Auftreten von Sekundarmetaboliten in Actinobacteria assoziiert mit dem marinen Schwamm
Halichondria panicea sowie die antimikrobielle Aktivitat ihrer Rohextrakte und einiger
Reinsubstanzen untersuchen.

Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Schwamm Halichondria panicea Pallas (Porifera,
Demospongia, Halichondrida, Halichondriidae) kommt weltweit in kiistennahen Bereichen vor
[Barthel & Wolfrath 19891 - \/orherige Untersuchungen haben gezeigt, dass in Assoziation mit diesem
Schwamm eine grof3e phylogenetische Diversitéat bakterieller Vertreter vorkommt: Alpha-, Beta-
und Gammaproteobacteria, Cytophaga/Flavobacteria, Vertreter der Deinococcus-Gruppe sowie
Gram-positive Bakterien mit einem niedrigen GC-Gehalt, Actinobacteria und Planctomycetales
[Imhoff & Stéhr 2003; Wichels et al. 2006].

Die Actinobacteria reprasentieren mit 3 bis 20 % nicht den grof3ten Teil der bakteriellen
Gemeinschaft des Schwammes, stellen aber durch ihr grol3es Potential zur Produktion von
Sekundarmetaboliten den pharmazeutisch interessantesten dar. Unter den vielen chemisch und
biologisch vielversprechenden Substanzen aus marinen Actinobacteria B e & 2004; Salomon et al. 2004,
Fiedler et al. 2005; Jensen et al. 2005] gjng hisher nur zwei aus H. panicea assoziierten Actinobacteria
bekannt [Perovic et al. 1998 Wicke etal. 2000 papai handelt es sich um die antimikrobiell aktiven Metabolite
2,4,4'-Trichloro-2'-hydroxydiphenylether  und  Acyl-1-(acyl-6'-mannobiosyl)-3-glycerol  aus
Micrococcus luteus [Bultel-Poncé et al. 1998].

Da es bei der effektiven Wirkstoffsuche Strategien bedarf, bei denen eine groRe Anzahl von
Mikroorganismen gezielt auf die Produktion von Sekundarmetaboliten hin geprift werden kann,
sollte in dieser Arbeit ebenfalls das Potential einer genetischen Vorauswahl untersucht werden.

Die Suche nach Genfragmenten der nicht-ribosomalen Peptid-Synthetase (NRPS) und der
12
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Polyketid-Synthase (PKS) stellt, besonders in der Gruppe der Actinobacteria, eine solche
Maoglichkeit dar.

Das Wissen uber die zwei untersuchten Biosynthesesysteme NRPS und PKS ist enorm.
Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen und Polyketid-Synthasen  sind  sogenannte
Multienzymkomplexe und kommen teilweise als Hybride vor. Die verschiedenen Typen dieser
beiden Multienzymkomplexe sind an der Herstellung einer ganzen Reihe von Klinisch relevanten

Frankel & McCafferty 2004]

Naturstoffen beteiligt ! . Beide Enzymklassen bringen eine grof3e strukturelle

Vielfalt an Produkten hervor, die wiederum eine enorme Bandbreite biologischer Aktivitaten

aufweisen. Vertreter der nicht-ribosomalen Peptide und der Polyketide wirken beispielsweise

gegen Bakterien, Viren, Pilze und Tumore oder unterdriicken die Immunreaktion [©'Hagan 199%; Sieber &

Marahiel 2003] ' Einige dieser Substanzen sind als Medikament auf dem Markt verfiigbar. Hierzu zahit

das actinobakterielle Vancomycin (Abb. 3), welches von Streptomyces orientalis (mittlerweile als

[Mootz et al. 2002]

Amycolatopsis orientalis klassifiziert) produziert wird Vancomycin ist ein

Glykopeptidantibiotikum, welches zurzeit eine wirksame Alternative gegen den Methicillin-

resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) darstellt Vo Nussbaum et al. 2006]
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Abb.3: Das nicht-ribosomal synthetisierte Vancomycin aus Amycolatopsis orientalis.

Beide Systeme basieren auf einer einfachen biosynthetischen Logik: Jeder einzelne
Reaktionsschritt wird von einer sogenannten Domane des Enzymkomplexes tbernommen. Diese
Doménen sind wiederum in Modulen zusammengefasst, welche meistens in der vorliegenden
Reihenfolge genutzt werden.

Nicht-ribosomale Peptide (NRPs) werden vor allem von filamentdsen Pilzen und Bakterien
gebildet [Poske! & Marahiel 2001 jhre Komplexitat wird durch die Art der multimodularen und
multifunktionalen Biosynthese besonders verstandlich. Im Gegensatz zu den ribosomal
synthetisierten Peptiden nutzten NRPSs neben den proteinogenen Aminosauren auch hunderte
von ungewshnlichen Bausteinen [Grinewald & Marahiel 20061 'paqyrch weisen diese Sekundarmetabolite
einzigartige Struktureigenschaften wie beispielsweise D-Aminosduren, N-terminale angefugte
Fettsaureketten, N- und C-methylierte Reste, N-formylierte Reste, heterozyklische Elemente und
glycosylierte Aminosauren sowie phosphorylierte Reste auf [6Tinewald & Marahiel 20061 i ene Module
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und ihre Doménen sorgen bei jeder Syntheserunde fir die Verlangerung des Produktes vom
aminoterminalen zum carboxyterminalen Ende (Abb. 4). Die Doménen katalysieren die einzelnen
Reaktionsschritte wie die Aktivierung der ausgewdahlten Aminosauren, deren Bindung an das
Zwischenprodukt sowie deren anschlie3ende Modifikationen. Ein Modul ist mindestens aus einer
Adenylierungsdomane (A-Doméne), einem Peptidyl-Carrier-Protein (PCP; auch
Thiolierungsdomane genannt) und einer Kondensationsdoméane (C-Domane) [Fnking & Marahiel 2004]
aufgebaut. Modifikationen kénnen beispielsweise durch die Epimerisierungdoméane (E-Domane),
die Zyklisierungsdoméane (Cy-Domaéane), die Oxidoreduktasedomane (Ox-Domane), die
Methyltransferasedomane (M-Domane) oder die Reduktasedomane (R-Domé&ne) vorgenommen
werden. Um die Freisetzung des Produktes von der NRPS zu gewahrleisten, befindet sich am

carboxyterminalen Ende des letzten Moduls eine Thioesterase-Doméne (TE-Domane).

_ Modull _ Modu2 _ Modd3d _ Modu4

N \ HN N —N SH N-Me-L-Cys

:< OH 0:8 F_g:o
NN HS I\I-l HN HS —  N-Me-L-Cys

8 S o
N Hs MM HN aly
o OH ﬁg:o
N3 NH  DCys
0 OH
N

Abb.4: Organisation des NRPS-Genclusters von Thiocoralin aus einem marinen Actinomyceten
modifiziert nach [Lombd et al. 2006]. L = AMP-Ligase, PCP = Peptidyl-Carrier-Protein, C
Kondensationsdomane, A = Adenylierungsdomdne, E = Epimerisierungsdomane, M
Methyltransferasedoméane, TE = Thioesterasedoméane.

Neben der hier ausfiihrlicher beschriebenen linearen (Typ A) NRPS (Abb. 4), bei der die
Anordnung und Anzahl der Module mit der Primarsequenz des Peptides Ubereinstimmt und somit
die Synthese colinear vom N-terminalen zum C-terminalen Ende verlauft [Crinewad & Marahiel 2006]
kommen zwei weitere Typen in der Natur vor: Die iterative (Typ B) NRPS und die nichtlineare
(Typ C) NRPS.

Wie die nicht-ribosomalen Peptide gehoren auch die Polyketide zu den Sekundarmetaboliten,
welche eine unglaubliche strukturelle und funktionelle Diversitat aufweisen. Sie sind bekannt fr
eine Bandbreite an pharmakologischen Aktivitaten — antibakteriell, antifungisch, antiparasitisch,
antitumoral, cholesterinsenkend oder immunsuppressiv 292" 19911

Bei der Biosynthese von Polyketiden werden grundséatzlich einfache Biosynthesebausteine
wie Acetat, Propionat und Butyrat, vorliegend als Acetyl-CoA, Propionyl-CoA und Butyryl-CoA,
durch die PKS miteinander verknlpft. An der Bildung sind eine -Ketoacylsynthasedoméane (KS-
Doméne), eine optionale (Malonyl-) Acyltransferasedomane (AT-Doméne) sowie ein
phosphopantetheinyliertes Acyl-Carrier-Protein (ACP) beteiligt [Hertweck 2009: Hochmuth & Piel 2009] - \jach
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jedem Kettenverlangerungsschritt nehmen Ketoreduktasedomane (KR-Doméne),
Dehydratasedomane (DH-Doméane) und Enoylreduktasedoméne (ER-Doméane) weitere
Reduktionen an dem Acyl-Rickgrat vor. Die Thioesterasedoméne (TE-Domaéane) ist fur die
Fertigstellung der Kettenverlangerung verantwortlich MWeissman &Mller 2008]

Auch bei bakteriellen Polyketid-Synthasen sind unterschiedliche Typen bekannt. Die modulare
(Typ I) PKS ist aus aufeinander abgestimmten, linear angeordneten Modulen, die wiederum aus
einzelnen Domanen zusammengesetzt sind, aufgebaut He™ek 2099 - gje jst fiir die Synthese
komplexer, manchmal auch aromatische Polyketide verantwortlich Messman & Muller 2008]

Vom Typ | gebildete Polyketide werden héaufig im klinischen Alltag angewendet. Ein Beispiel
ist das von Saccharopolyspora erythraea gebildete Erythromycin (Abb. 5), welches als

Antibiotikum in Gebrauch ist [Pingermann etal. 2002]

Erythromycin O

Abb.5: Ein Beispiel fur ein von der Typ | PKS gebildetes Polyketid: Erythromycin.

Der zweite und in dieser Arbeit untersuchte PKS Typ ist die aromatische auch iterativ
genannte Typ Il PKS (Abb. 6). Dieser Typ ist fur die Synthese von aromatischen und

h [Hertweck 2009]

polyzyklischen Polyketiden verantwortlic . Die aromatische Polyketid-Synthase ist

ausschlief3lich in Bakterien und dort hauptsachlich in der Gruppe der Actinobacteria anzutreffen
[Hertweck 2009)

Die Typ Il PKS ist aus einem dissoziierbaren Komplex aus monofunktionellen Enzymen
zusammengesetzt Hemweck 20090 pieser jst mindestens aus einer ,minimalen PKS* aufgebaut, die
wiederum aus zwei Ketosynthasedomanen, der KS,-Doméne und der KSg-Domaéne, auch ,chain
length factor* (CLF) genannt, sowie einem ACP aufgebaut ist He™eck 2009 7satzliche Doméanen

wie die KR-, die CYC- und/oder die ARO-Domaéane bestimmen die Modifizierung des Produktes.

ey
bl

0o o0 0
HOMSCOA R

‘ Wiederhalung ‘

Abb.6: Mechanismus der aromatischen (Typ Il) Polyketid-Biosynthese modifiziert nach [Hertweck et
al. 2007] KS = Ketosynthasedoméne, ACP = Acyl-Carrier-Protein.
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Auch aromatische Polyketide sind als Medikamente auf dem Markt verfiigbar. Zu ihnen zahlt
beispielsweise das von Streptomyces peucetius produzierte Doxorubicin (Abb. 7), welches bei

der Chemotherapie zum Einsatz kommt " 1993

O OH 5 O
CLUCU
O O OH O0_oO0

Doxorubicin OH
NH,

Abb.7: Ein Beispiel fur ein von der Typ Il PKS gebildetes aromatisches Polyketid: Doxorubicin.

Der dritte PKS Typ, die Chalcon-ahnliche PKS, war eine ganze Zeit lang nur aus Pflanzen
bekannt Moore & Hopke 2001] - njitierweile wurde sie auch in einigen Bakterien und Pilzen entdeckt
[Austin & Noel 2003; Gross et al. 20061 e erste bakterielle Typ Il PKS, die Tetrahydroxynaphthalin-
Synthase, wurde 1995 im Labor von Horinouchi (V8% € a- 1991 i streptomyces griseus und etwas
spater in Streptomyces coelicolor beschrieben [Fu"@ # & 1991 Gewgshnlich werden durch die Typ 1lI
PKS kleine Benzol- oder Naphthalinringe gebildet.

Die Gene, der in der vorliegenden Arbeit als genetische Marker dienenden zwei
Biosynthesesysteme sind normalerweise im actinobakteriellen Genom gebiindelt, in sogenannten

Genclustern, angeordnet [cundiffe 2006]

. Diese Gencluster sind aus 10 bis 50 Genen aufgebaut.
Durchschnittlich nimmt ein Biosynthesegencluster im Genom eines Actinomyceten mindestens
1 % in Anspruch [©undife 20081 'pag Genom von Streptomyces avermitilis besteht beispielsweise
aus einem 9,0 MB grofRen, linearen Chromosom und einem zuséatzlichen kleinen Plasmid. Das
Chromosom beinhaltet mindestens 30 Gencluster fiur die Biosynthese von verschiedenen
Sekundarmetaboliten (271 Gene; 6,6 % des Genoms). Diese sind involviert in die Synthese von
Melanin, Karotinoiden, Siderophoren, Polyketiden und Peptiden. Uber die Halfte dieser Cluster
sind in der subtelomeren Region angesiedelt. Cluster, die in vielen Streptomyceten-Arten
vorkommen, befinden sich meistens in inneren Abschnitten eines Chromosoms ©Omuraetal 2001 ;e
Analyse des Genoms beziglich sekundarmetabolischer Gencluster kann zur Isolierung neuer
Substanzen fuhren. So weist Streptomyces coelicolor A3(2) ein 8,6 MB groRRes, lineares

[Bentley et al. 2002]. Vielen dieser

Chromosom mit mehr als 20 Biosynthese-Genclustern auf
Gencluster konnten bekannte Substanzen zugeordnet werden. Dennoch bleiben einige
Gencluster bisher ohne zugehoriges Produkt. In silico war es schlie3lich mdglich, fir S. coelicolor
den Eisenchelator Coelichelin ausgehend von den Genomdaten vorherzusagen [C"ais & Ravel 2000]
und drei Jahre spater ebenfalls aus Kultur zu isolieren [-aut et al- 2005

Aufgrund der Tatsache, dass bei Genomanalysen von Bakterien mit bereits bekannnten
Sekundérmetaboliten und den dazugehdrigen Genclustern héaufig viele weitere Gencluster ohne

entsprechende bekannte Substanzen gefunden werden, lasst darauf schlieRen, dass die
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Anwesenheit von einzelnen Genclustern oder Abschnitten ein Indikator fur das Vorhandensein
einer ganzen Reihe weiterer Biosynthesegencluster ist.

Um ein besseres Verstéandnis des 6kologischen Zusammenhanges zwischen Actinomyceten
und dem Schwamm Halichondria panicea zu erhalten und auf der Suche nach neuen
Wirkstoffen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die aus H. panicea isolierten Stamme
phylogenetisch eingeordnet, ihr genetisches Potential zur Sekundarmetabolitbildung analysiert
sowie die gebildeten Substanzen untersucht und versucht, ihre Rolle in der Assoziation zu
definieren. Im Weiteren wurde die Stimulierbarkeit dreier unterschiedlicher Actinomycetales
Stamme aus diesem Habitat untersucht, um eine Aussage (ber das veranderliche
Metabolitmuster treffen zu kénnen. So sollten Anhaltspunkte fir das chemische Potential und
damit fur die mogliche Produktion von Sekundarstoffen in situ erhalten werden. Schlief3lich sollten
bei den vorausgegangenen Versuchsteilen neu entdeckte Substanzen aufgeklart und auf ihre
biologische Aktivitat hin untersucht werden.
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4.2.2 MATERIAL UND METHODEN
4.2.2.1 Schwammmaterial

Das Probenmaterial des Brotkrumenschwammes Halichondria panicea Pallas (Porifera,
Demospongiae, Halichondrida, Halichondriidae) (Abb. 8), aus dem unter anderem die
actinobakteriellen Isolate stammten, wurde im Zeitraum von November 2002 bis Juni 2004 in der
euphotischen Zone (etwa 6 m) der Kieler Férde Nahe Tonnenhof (54°22°N; 10°09°O) wahrend
mehrerer Tauchgédnge gesammelt (Abb. 9). Im Oktober 2009 wurde fur die Analyse des
Gesamtschwammextraktes erneut ein Exemplar des Schwammes H. panicea an diesem Ort

genommen.

© ManlLim

Abb. 8: Aufnahmen des Brotkrumenschwammes Halichondria panicea im Habitat mit anderen
marinen Organismen desselben Standortes.

e Kieler Forde ..

Nord-Ostsee-Kanal

Google

Abb.9: Karte der Kieler Forde (©Google maps Deutschland 2010). Der rote Punkt markiert die
Probenahmestelle nahe Tonnenhof.
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4.2.2.2 lIsolierung und Identifizierung antimikrobiell aktiver Actinomycetales Stdamme

Isolierung der Actinobacterien. Fir diesen Teil der Arbeit wurde eine Auswahl an
actinobakteriellen Stammen getroffen, welche zuvor von dem marinen Schwamm H. panicea
isoliert und als Reinkultur freundlicherweise von Frau Dr. J. Wiese zur Verfiigung gestellt wurden.
Fir die Isolierung der Bakterien wurde etwa ein Gramm des Schwammmaterials in sterilem
Umgebungswasser zerkleinert und die Suspension auf fiinf unterschiedlichen Medien nach M's¢
et al- 2009 gysgestrichen. Die Reinkulturen wurden durch anschlieBendes Ausstreichen auf Tryptic
Soy Broth- (TSB, Difco, VWR Hannover; Zusammensetzung aller Medien werden in Abschnitt 8.1
beschrieben) Medium A (mit 10 g/L NaCl) erhalten. Die Inkubation erfolgte tGber Nacht bei 22°C.
Alle Reinkulturen wurden bei -80°C mithilfe des Cryobank Systems (Mast Diagnostica GmbH,
Reinfeld, Deutschland) nach Anweisungen des Herstellers aufbewahrt. Eine erste Bestimmung
der antibiotischen Aktivitat der Isolate wurde von Frau Dr. J. Wiese mittels eines
Uberschichtungstests nach Standardprotokoll Mese ¢ @ 2009 g rehgefiihrt, indem die Bakterien
Bacillus subtilis (DSM 347), Escherichia coli K12 (DSM 498), Staphylococcus lentus (DSM 6672)
sowie die Hefe Candida glabrata (DSM 6425) verwendet wurden. Alle Isolate, welche in dieser
Arbeit verwendet wurden, zeigten bei diesen Uberschichtungstests eine antibiotische Aktivitét.
Fir die weiteren Analysen wurden alle 46 Reinkulturen zundchst auf GYM4-Platten angezogen.

DNA-Extraktion. Mit einer sterilen Impfése wurde das Bakterienmaterial aufgenommen und in
ein entsprechende Gefald (Precellys 24 Kit VK05, Peglab, Erlangen) mit 400 pul DNA-freiem
Wasser (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) Uberfiihrt. Im Anschluss wurden die Proben zweimal flr
45 s mit einer Pause von 20 s bei 6.500 rpm mechanisch mithilfe des Precellys24 (Peqlab,
Erlangen) aufgeschlossen. Die Proben wurden danach fir 10 min bei 8.000 x g zentrifugiert. Der
DNA-haltige Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR? tiberfiihrt und bis zu seiner weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

Zur Konzentrationsbestimmung der DNA sowie zur Uberprifung der Reinheit wurde eine
Absorptionsmessung mithilfe des Photometers GeneQuant Pro (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) durchgefihrt. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte bei einer Wellenlange
von 260 nm (Absorptionsmaximum der DNA). Dabei entspricht eine Extinktion von 1 50 pg/mL
doppelstréangiger DNA. Die Proteinkonzentration wurde bei einer Wellenlange von 280 nm
(Absorptionsmaximum von Proteinen) bestimmt. Mithilfe des Quotienten Exyeo/EX2g0 Wurde die
Reinheit des jeweiligen DNA-Extraktes Uberprift. Der ermittelte Wert sollte hierbei zwischen 1,8

Lottspeich & Zorbas 1998]

und 2,0 liegen ! . Die eingesetzte Menge DNA sollte fiir eine Polymerase-

Schrimpf 2002] - = \wurde darauf

Kettenreaktion (PCR) zwischen 1 pg und 500 ng pro pL liegen !
geachtet, dass die DNA-Menge zwischen 10 und 20 ng pro Ansatz lag.

16S rRNA-PCR. Die 16S rRNA ist Bestandteil der 30S-Untereinheit aller prokaryotischen
Ribosomen und daher ein idealer molekularer Marker fir die phylogenetische Klassifizierung. Fiir
die Einordnung der verwendeten Stamme wurde mittels PCR ein Abschnitt der 16S rDNA
amplifiziert (Abschnitt 8.2, Tabellen 24, 25 und 26). Um den Erfolg der PCR zu Uberprufen, wurde

eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Dazu wurde ein 1,5 %iges Gel aus Agarose und
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1x TBE-Puffer hergestellt. Eine Agarose-Konzentration von 1,5 % trennt lineare DNA-Fragmente
mit einer GréRe von 0,2 bis 3,0 kb optimal auf. In die Taschen des Gels wurde ein Gemisch aus
3,0 puL des PCR-Produktes, 2,0 uL des Ladepuffers und 2,0 uL des TBE-Puffers aufgetragen. Zur
Kontrolle und GroRenbestimmung wurde der DNA Molecular Weight Marker X (Roche,
Mannheim) aufgetrennt. Der Gellauf erfolgte bei 200 Volt fur 20 min. Um die DNA-Banden sowie
den Langenstandard im Gel sichtbar zu machen, wurde das Gel fur 25 min in einer
Ethidiumbromid-Losung (1,3 pM, Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz) angefarbt und
anschlieBend unter der Einstrahlung von UV-Licht mithilfe der Gel-Jet-lmager
Dokumentationsanlage (Intas, Géttingen) dokumentiert.

Sequenzierung. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden fur die Sequenzierung mit 80 uL DNA-
freiem Wasser verdinnt und jeweils 15 pL davon in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Zuséatzlich
wurde pro Sequenzieransatz 1 pL des jeweiligen Primers mit einer Konzentration von 3,2 uM
separat abgefillt. Die Proben wurden zur Sequenzierung an das Institut fir Klinische
Molekularbiologie am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (Kiel) gegeben. Dort wurden von
allen Proben 8 pL mit 0,075 pL Exonuklease | (20 U/uL), 0,3 pL SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) (1 U/uL) und 1,625 pL DNA-freiem Wasser fiir 15 min bei 37°C und anschlie3end
15 min bei 72°C enzymatisch aufgereinigt. Fur die Sequenzierung wurde in Verbindung mit
einem ABI PRISMA 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA) das Big Dye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Das
Sequenzierverfahren beruht auf der Kettenabbruchmethode nach 529" €t @8- 19771 pie erhaltenen
Elektropherogramme (AB1-Datei) wurden manuell mit ChromasPro (Version 1.33c; 2005)
bearbeitet und im Anschluss mithilfe der EMBL nucleotide database mittels des Basic Local
Alignment Search Tool (nblast) schuetal- 1991 nq des Ribosomal Database Projects (RDP) 11 [©%®

et 2007 quf den nachsten verwandten Typstamm hin untersucht.

4.2.2.3 Amplifizierung von NRPS und Type Il PKS Genfragmenten

Alle 46 actinobakteriellen Stamme wurden auf das Vorhandensein der NRPS A-Doméne
sowie der Typ Il PKS KS,-Domane hin untersucht, indem bereits beschriebene Primersysteme
verwendet wurden [Poeke! & Marahiel 2001; Metsa-Ketela et al. 1999] ‘e arhaltenen PCR-Produkte wiesen eine
Lange von 250 bis 270 bp (NRPS) sowie von 580 bis 620 bp (PKS) auf. PCR, Elektrophorese
und Sequenzierung erfolgten mit den jeweiligen NRPS- bzw. PKS-Primern (Abschnitt 8.2,
Tabellen 24, 25 und 26), wie im vorangegangen Abschnitt beschrieben. Die erhaltenen und
manuell bearbeiteten Sequenzen wurden mithilfe von blastx Aschv! et al 19900 it hekannten NRPS
und Typ Il PKS Sequenzen verglichen. Mit blastx kénnen Nukleotidsequenzen in alle Leseraster
translatiert und anschlieBend mit der Protein-Datenbank des EMBL verglichen werden. Eine
Homologiesuche fiir Biosynthesegene sollte, wenn mdglich, mit einer Aminoséuresequenz
durchgefiihrt werden, da mit Proteinsequenzen Verwandtschaftsbeziehungen besser dargestellt

werden kénnen.
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4.2.2.4 Kultivierung der Flussigkulturen

Um im Anschluss an die molekularbiologischen Untersuchungen einen Uberblick tber das
chemischen Profil der einzelnen Stdmme zu erhalten, wurden die Bakterien in 100 mL GYM4-
Medium in 300 mL Erlenmeyerkolben fir funf Tage bei 28°C und 120 rpm im Dunkeln
angezogen. Zur Herstellung der jeweiligen Hauptkultur wurde eine 1 cm? groBes Stiick einer
GYM4-Agarplatte, welche mit einem Kuigelchen aus der Kryokonservierung angeimpft wurde,

verwendet. Die Platten wurden zuvor flr etwa vier Wochen bei 28°C im Dunkeln inkubiert.

4.2.2.5 Extraktion der Fliussigkulturen und der Platten

Die 100 mL Flussigkulturen wurden mit einem Ultra Turrax-T25 basic (IKA-Werke GmbH und
Co, Staufen, Deutschland) bei 13.000 rpm fiir 30 s homogenisiert. AnschlieRend wurden jeweils
50 mL Ethylacetat dem Homogenisat zugefiigt, um so den Ubergang der Sekundarmetabolite
aus dem Medium bzw. den Zellen in die organische Phase zu gewdhrleisten. Der organische
Uberstand wurde von der wassrigen Kulturphase abgetrennt, vakuumgetrocknet und
anschlieBend in 200 pL Methanol (Carl Roth, Karlsruhe, D in HPLC grade) aufgenommen.

Zusatzlich wurde von jedem Stamm eine der zum Animpfen der Flissigkultur verwendeten
GYM4-Agarplatten aufgearbeitet, indem diese auf die gleiche Art homogenisiert und mit 100 mL
Ethylacetat extrahiert wurden. Um die organische Phase abzutrennen, wurde das Homogenisat
Uber einen Phasentrennfilter (1 PS, 185 mm, Whatman Schleicher & Schuell, Dassel) gegeben,
der Ethylacetatextrakt vakuumgetrocknet und wiederum in 200 pL Methanol aufgenommen. Die
hergestellten Rohextrakte wurden fir antimikrobielle Tests sowie fur die chemische Analyse
verwendet.

AulRerdem wurde von allen verwendeten Medien, flissig wie auch fest, ein methanolischer
Extrakt auf die gleiche Weise wie oben beschrieben hergestellt und ebenfalls mittels HPLC-
UV/MS analysiert, um durch die Medien verursachte Peaks von den bakteriell gebildeten

Substanzen in den Chromatogrammen unterscheiden zu kénnen.

4.2.2.6 Extraktion der Schwammprobe H. panicea

Zur Analyse des Gesamtschwammextraktes wurden etwa 100 g (Feuchtgewicht)
Schwammgewebe mit 500 mL Methanol mittels eines Ultra Turrax-T25 basic (IKA-Werke GmbH
und Co., Staufen, Deutschland) bei 13.000 rpm homogenisiert. Das Homogenisat wurde Uber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, der Uberstand anschlieBend von den Zellen getrennt,
vakuumgetrocknet und in 5 mL Methanol resuspendiert. Der Rohextrakt wurde fur die chemische

Analyse verwendet.

4.2.2.7 Chemische Analyse der bakteriellen Kulturextrakte und des Gesamtextraktes
von H. panicea sowie Isolierung ausgewahlter Reinsubstanzen

Um das chemische Profil der verwendeten Stamme untersuchen zu kénnen, wurden die

Extrakte mithilfe eines gekoppelten Verfahrens bestehend aus Hochleistungsflissigkeits-

21



Actinomyceten aus Halichondria panicea — Molekularbiologische und chemische Untersuchungen
Material und Methoden

chromatographie, Massenspektrometrie und einem Photodioden-Array-Detektor (DAD) zur
UV/VIS-Detektion (HPLC-UV/MS) auf das Vorhandensein und die Art ihrer Naturstoffe hin
untersucht. Fur die Analyse wurden von allen Proben 15 pyL des Rohextraktes eingespritzt. Die
Auftrennung der Extrakte erfolgte per monolithischer Umkehrphase (reversed phase; RP) an
einer unpolaren stationdren Phase, die als lipophile Alkylreste Octadecylgruppen (Cig,
Phenomenex Onyx Monolithic C;g, 100 x 3,00 mm) trug. Die HPLC-Experimente wurden mit
einem Gradientensystem bestehend aus Wasser (H,O, A) und Acetonitrii (MeCN, B), jeweils
versetzt mit 0,1 %iger Ameisensdure (HCOOH) (Gradient: 0 min 5 % B, 4 min 60 % B, 6 min
100 % B; Fluss 2 mL/min), auf einem VWR Hitachi Elite LaChrome System gekoppelt an einen
ESI-lonenfallen-Detektor (Esquire 4000, Bruker Daltonics, Bremen) durchgefiihrt (Abschnitt 8.3,
Tabelle 27). Die Detektion der Substanzen fand im positiven Modus statt. Dieses flihrte meistens
zur Bildung von Monomer-lonen ([M+H]", [M+Na]’), seltener zu Dimer-lonen ([2M+H],
[2M+Na]"). Fiir die Messung lag eine Spannung von 3500 V an. Als Vernebelungsgas wurde
Stickstoff mit einem Druck von 2,7 bar eingespriiht. Das Trockengas hatte eine Temperatur von
350°C und wurde mit einem Fluss von 9 L/min in das System eingeleitet. Die erhaltenen UV/VIS-
und Massen-Daten wurden mit dem Programm Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen)
ausgewertet und anschlieBend mit zwei Datenbanken, Antibase -2@°" 209 nd dem Dictionary of
Natural Products [Buckingham 2009 = ahaeglichen, um maoglichst viele Peaks bereits bekannten
Substanzen zuordnen zu kénnen und mégliche neue Substanzen fir weitere Untersuchungen zu
identifizieren. Ausgewaéhlte Extrakte wurden mittels zweier verschiedener praparativer HPLCs
(LaChrom Elite-System; Merck-Hitachi; Phenomenex Gemini-NX Cig 5 um 110A, Axia packed;
dimension 100 by 21.20 mm; Elutionsmittel: H,O (A)/MeCN (B); mit variierendem Gradienten)
(LaPrep-System; VWR; Phenomenex Gemini 10u C;g (100 A, Axia, 100 x 50.00 mm;
Elutionsmittel: H,O (A)/MeCN (B); mit variierendem Gradienten) weiter aufgetrennt (Abschnitt 8.3,
Tabelle 27). Die Auswahl der aufgefangenen Fraktionen erfolgte tber einen DAD- (mit einem
Spektrum von 200 nm bis 550 nm) bzw. einen UV/VIS-Detektor (mit einer einstellbaren
Wellenlange von 200 nm bis 650 nm). Die isolierten Substanzen wurden vakuumgetrocknet und
anschlieBend in Methanol resuspendiert. Die Uberprifung der Reinheit fand mittels HPLC-
Analyse statt. Im Anschluss wurden die Reinsubstanzen durch einen Stickstoffbegaser
getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C oder -20°C gelagert.

Fur die isolierten Substanzen hat zunachst eine *H NMR-Messung stattgefunden. Die NMR-
Spektren wurden entweder mit einem Bruker DRX500 mit Probenwechsler oder einem Bruker
Avance 600 mit Cryo-Probenkopf in der Spektroskopischen Abteilung des Institutes fir
organische Chemie der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel aufgenommen. Die verbleibenden
Lésungsmittelsignale wurden als Referenz verwendet (chemische Verschiebung &4 3,31 ppm fur
Protonen und 8¢ 49,0 ppm fur Kohlenstoffatome; NMR-Losungsmittel: [MeOH-d4]).

Um einen weiteren Anhaltspunkt fir die Bestimmung der Substanzen zu haben, wurde mithilfe
eines Benchtop Time-of-Flight Spektrometers (MicrOTOF II, Bruker Daltonics, Bremen) mit

positiver Elektrospray-lonisation von einzelnen Substanzen eine exakte Masse gemessen

22



Actinomyceten aus Halichondria panicea — Molekularbiologische und chemische Untersuchungen
Material und Methoden

(Abschnitt 8.3, Tabelle 27). Dadurch war es mdoglich, eine Aussage Uber die mdgliche
Summenformel zu machen. Fiur die Analyse wurden 0,1 pg in 10 uL methanolischem Extrakt in
die HPLC eingespritzt. Alle Molekile wurden mit einer Spannung von 4000 V positiv ionisiert. Als
Vernebelungsgas wurde Stickstoff mit einem Druck von 0,8 bar eingespriht. Das Trockengas
hatte eine Temperatur von 200°C und wurde mit einem Fluss von 5 L/min in das System geleitet.
Die Kalibrierung des Massenspektrometers erfolgte gegen einen Natriumformiat-Puffer (5 mM
NaOH, 0,2 % Formiat, 50 % Isopropanol). Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen).

Die Lagerung der Substanzen erfolgte entweder bei 4°C oder -20°C.

4.2.2.8 Antimikrobielle Aktivitat der Kulturextrakte und vereinzelter Reinsubstanzen

Alle in dieser Arbeit generierten Extrakte und Substanzen wurden freundlicherweise von Frau
A. Erhard auf ihre antibakterielle Aktivitat getestet.

Fur die antimikrobiellen Tests wurden folgende Stamme verwendet: Bacillus subtilis (DSM
347; B.s.), Escherichia coli K12 (DSM 498; E.c.), Staphylococcus lentus (DSM 6672; S.1.),
Pseudomonas syringae pvar. aptata (DSM 50252; P.s.), Pseudomonas fluorescens (NCIMB
10586; P.fl.), Xanthomonas campestris (DSM 2405; X.c.), Ralstonia solanacearum (DSM 9544;
R.s.), Candida glabrata (DSM 6425; C.g.) und Erwinia amylovora (DSM 50901; E.a.). 10 uL der
Rohextrakte bzw. der Reinsubstanzen (50 pg/mL) (Oxazolomycin aus HB100, verschiedene
Antimycine aus HB157 und HB288), geldst in Methanol, wurden in eine 96er Mikrotiterplatte
uberfuhrt und vakuumgetrocknet. Ubernachtkulturen (in TSB-Medium) der einzelnen Teststamme
wurden auf eine ODgg von 0,02 bis 0,05 verdinnt, um anschlieRend 200 uL dieser Losung in die
entsprechenden Wells zu pipettieren. Der gesamte Ansatz wurde fiir 15 Stunden bei 600 rpm und
28°C inkubiert, um schlie8lich 10 pL einer Resazurinldsung (0,2 mg/mL PBS) in jedes Well zu
gegeben. Die Platte wurde erneut bei 28°C inkubiert, bis der Farbumschlag der Negativkontrolle
von blau zu pink sichtbar wurde. Um die Zellvitalitat zu Gberprifen, wurde die Umwandlung von
Resazurin zu Resorufin und die damit entstandene Fluoreszenz bei 560 nm und die Anregung
bei 590 nm in einem Mikrotiterplattenlesegeréat (Infinite M200, Tecan, Mannedorf, Schweiz)
gemessen. Lebende Zellen weisen eine Dehydrogenaseaktivitat auf, durch welche der blaue,
nicht fluoreszierende Farbstoff Resazurin zu dem rosafarbigen, fluoreszierenden Resorufin
reduziert wird. Das Fluoreszenzsignal entspricht der Menge an gebildetem Resorufin und ist
direkt proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven Zellen. Extrakte, welche in diesem
Testsystem zu einer blauen Farbung der Testlésung fihrten, sind dementsprechend biologisch
aktiv gegenliber dem Testorganismus. Wohingegen Proben ohne Aktivitéat eine pinke Farbung im
Well hervorrufen. Die erhaltenen Werte wurden mit einer Positivkontrolle (100 pg/Well
Chloramphenicol fiir Bakterien und 200 pg/Well Cycloheximid fir Candida glabrata) abgeglichen.
Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle (ohne jegliche Substanz) auf derselben Platte
durchgefiihrt, welche als Vergleich zur Ermittlung der prozentualen Inhibition des Wachstums der

Testorganismen diente. Alle Extrakte bzw. Substanzen wurden im Doppelansatz getestet.
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4.2.2.9 Accession-Nummern der hinterlegten Nukleotidsequenzen

Fir alle in dieser Arbeit verwendet 46 actinobakteriellen Stimme wurden bei GenBank
Nucleotide Sequence Database die entsprechenden Sequenzinformationen hinterlegt:
GQ863900-GQ863929, GQB863931-GQ863933, GU213489-GU213493 und GU213495-
GU213502 (16S rRNA), GQB863946-GQ863965 (NRPS) und GQ863934-GQ863945 und
GU320045 (PKS).
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4.2.3 ERGEBNISSE
4.2.3.1 Isolierung und ldentifizierung von Actinomycetales Stdmmen aus H. panicea

Von dem marinen Schwamm H. panicea wurde eine grofRe Anzahl an unterschiedlichen
Bakterien isoliert, darunter 46 Stdamme, welche basierend auf der Analyse der 16S rRNA den
folgenden Gattungen der Actinobacteria zugeordnet wurden: Actinoalloteichus, Micrococcus,
Micromonospora, Nocardiopsis und Streptomyces, wovon die letzte Gruppe mit 39 Vertretern die

groRte vertretene Gattung darstellte (Tabelle 1).

4.2.3.2 Bestimmung der NRPS- und Typ Il PKS-Genfragmente

Alle 46 Actinomycetales Stamme wurden auf das Vorhandensein von NRPS- und Typ Il PKS-
Genfragmenten untersucht (Tabellen 1 und 2). In 16 Stdmmen (35 %) konnten weder
Genfragmente der NRPS noch der Typ Il PKS nachgewiesen werden. Ein NRPS-PCR-Produkt in
der erwarteten GroRe wurde aus 24 Stammen (52 %) amplifiziert. Bei 20 dieser 24 Stamme
konnten nach der Sequenzierung Ahnlichkeiten (40-96 % Sequenzahnlichkeit) zu bekannten
NRPS-Genen gezeigt werden. Bei den restlichen vier Stammen trat mehr als ein PCR-Produkt
der gleichen Lange im Elektropherogramm auf. Es kann davon ausgegangen werden, dass das
Genom des jeweiligen Stammes mehr als eine A-Domane enthielt, was mit dem modularen
Aufbau der NRPS einhergeht. Fur eine exakte Aussage missten allerdings die entsprechenden
NRPS-PCR-Produkte z.B. mittels einzelner Klonierungsexperimente getrennt werden.

Bei 13 (28 %) der Stamme wurde ein PCR-Produkt amplifiziert, welches Ubereinstimmung zu
bereits bekannten Typ 1l PKS-Genen aufwies (Tabelle 2). Die Ahnlichkeiten reichten von 47 %
bei Stamm HB328 zu der Ketosynthase aus Streptomyces felleus (BAF43343) bis zu 100 % bei
Stamm HB202 mit der PKS aus Streptomyces sp. (BAH68110).

Bei sieben Stammen (15 %) konnte sowohl ein NRPS- als auch ein Typ Il PKS-PCR-Produkt
amplifiziert werden.

Durch diese Korrelation kann eine Aussage uber das Vorhandensein eines NRPS- bzw. Typ Il
PKS-Gens getroffen werden, allerdings ist eine direkte Annotierung der Genfunktion und damit
eine spezifische Aussage Uber mdogliche nicht-ribosomale Metabolite bzw. aromatische
Polyketide aufgrund der kurzen Lange der PCR-Produkte sehr schwierig. Die Fragmente sind
unter 300 bp bzw. 700 bp lang und geben nur einen kleinen Abschnitt einer einzelnen A-Domaéane
bzw. KSe-Doméane wieder, wéhrend ein vollstdndiges NRPS-bzw. PKS-Gencluster eine Lange
von bis zu 70 kb erreichen kann. Hinzu kommt, dass nicht fir jedes NRP bzw. aromatische

Polyketid das zugehorige Gencluster bereits sequenziert wurde und umgekehrt.
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Tabelle 1:

Actinomycetales Stamme assoziiert mit H. panicea: Identifizierung, Nachweis von NRPS- und Typ Il PKS-Genfragmenten

sowie Ergebnisse der chemischen Analyse.

Stamm Nachster verwandter Typstamm?® 16S rRNA Gen Identifizierte(s) Chemisch Auftreten nicht-

Acc.-Nr.” Genfragment(e) identifizierte(s) identifizierter
Produkt(e)® Substanz(en)®

HB062 Streptomyces griseus ATCC 25497" D63872 NRPS und PKS  Weitere X

HB084 Streptomyces intermedius DSM 40372" 276686 - Weitere

HB094 Streptomyces sampsonii ATCC 25495" D63871 -

HBO095 Streptomyces rutgersensis DSM 40077 276688 - Weitere

HB096 Streptomyces rutgersensis DSM 40077 " 776688 - Weitere

HB099 Streptomyces griseus ATCC 25497' D63872 - X

HB100 Streptomyces platensis JCM 4662" AB045882 NRPS und PKS  Weitere

HB101 Streptomyces libani subsp. rufus LMG 20087" AJ781351 NRPS Pep

HB102 Streptomyces scabiei ATCC 49173' D63862 NRPS Weitere

HB105 Streptomyces sampsonii ATCC 25495" D63871 - Weitere

HB107 Streptomyces platensis JCM 4662" AB045882 NRPS Weitere, Pep X

HB108 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901 AJ781331 -

HB110 Streptomyces griseus ATCC 25497' D63872 -

HB113 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 NRPS® und PKS Weitere, Pep X

HB114 Streptomyces griseus ATCC 51928" AF112160 -

HB115 Streptomyces mediolani LMG 20093" AJ781354 - X

HB116 Streptomyces sampsonii ATCC 25495" D63871 - Weitere, arom PK

HB117 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 PKS Weitere

HB118 Streptomyces sampsonii ATCC 25495" D63871 - Weitere, arom PK

HB122 Streptomyces luridiscabiei S63" AF361784 - Weitere

HB132 Streptomyces atroolivaceus LMG 19306" AJ781320 NRPS® und PKS Weitere X

HB138 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 NRPS Weitere, Pep X

HB140 Streptomyces griseus ATCC 25497" D63872 NRPS Weitere, Pep

HB142 Streptomyces intermedius DSM 40372T" 276686 NRPS Weitere X

HB149 Streptomyces griseus JCM 4623" AB045872 NRPS X

HB156 Streptomyces koyangensis VK-A60" AY079156 NRPS Weitere

HB157 Streptomyces sampsonii ATCC 25495" D63871 NRPS Weitere, arom PK

HB181 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 NRPS Weitere, Pep X

HB184 Streptomyces mediolani LMG 20093" AJ781354 - Weitere

HB200 Streptomyces pulveraceus LMG 20322" AJ781377 NRPS und PKS  Weitere X

HB202 Streptomyces mediolani LMG 20093' AJ781354 NRPS und PKS  Weitere X
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Stamm Nachster verwandter Typstamm? 16S rRNA Gen Identifizierte(s) Chemisch Auftreten nicht-
Acc.-Nr.? Genfragment(e) identifizierte(s) identifizierter
Produkt(e)® Substanz(en)®
HB238 Micromonospora matsumotoense IMSNU 22003T" AF152109 NRPS PepT
HB241 Micrococcus luteus ATCC 4698" AF542073 - Weitere
HB243 Streptomyces mediolani LMG 20093" AJ781354 NRPS Weitere, Pep
HB253 Micromonospora matsumotoense IMSNU 22003T" AF152109 NRPS* X
HB254 Micromonospora matsumotoense IMSNU 22003T" AF152109 - X
HB272 Actinoalloteichus cyanogriseus C7654" AY094367 NRPS Weitere, Pep X
HB274 Streptomyces platensis JCM 4662' AB045882 NRPS X
HB288 Streptomyces odorifer DSM 40347T" 276682 NRPS Weitere, Pep
HB291 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 NRPS und PKS  Weitere X
HB298 Streptomyces coelescens ICSSB 1021" AF503496 PKS Weitere
HB320 Streptomyces sanglieri A5843" AY094363 PKS Weitere, arom PK X
HB328 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 PKS Weitere
HB375 Micromonospora aurantiaca DSM 43813" X92604 NRPS Weitere X
HB381 Streptomyces griseus ATCC 2549" D63872 PKS
HB383 Nocardiopsis alba DSM 43377" X97883 PKS X
: Die analysierten Sequenzen und die entsprechenden Typstamme zeigten Ahnlichkeit zueinander von 98,5 % oder mehr.

NCBI Accession Nummer.
Substanzen sind in Tabelle 3 und 4 aufgelistet.
darstellen.

Nachgewiesener NRPS Biosyntheseweg fiir das Produkt.

PCR-Produkt in der entsprechenden Lange wurde amplifiziert. Die Zuordnung der erhaltenen Sequenz zu bekannten Genen war nicht méglich.

Pep: Peptide; arom PK: aromatisches Polyketid; weitere: weitere Sekundarmetabolite neben aromatischen Polyketiden und Peptiden. Identifizierte

Zeigt das Vorkommen von Substanzen an, welche mithilfe der verwendeten Datenbanken nicht identifiziert wurden und eventuell neue Metabolite
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Tabelle 2: Mittels blastx oder blastn Analyse® identifizierte NRPS- und Typ Il PKS-Sequenzen aus den Actinomycetales Stammen assoziiert mit H. panicea.
Stamm  Gen- Ergebnis der blast Analyse; Enzym/Quelle Acc.-Nr. des Ahnlichkeit aa/bp®
fragment ahnlichsten
Gens
HB062 NRPS Calcium-dependent antibiotic peptide synthetase Il aus Streptomyces lividans ZP_05525571 24/39 (61 %)
PKS Ketosynthase aus Streptomyces sp. AB492015 169/176 (96 %)
HB100 NRPS Amino acid adenylation domain-containg protein aus Streptomyces roseosporus ZP_04712038 35/71 (49 %)
PKS Ketoacyl synthase alpha subunit aus Streptomyces lydicus ABM91087 192/199 (96 %)
HB101 NRPS nblast: partial nrps gene for putative NRPS aus uncultured bacterium AM287209 41/45 (91 %)
HB102 NRPS Pyoverdine synthetases | aus Pseuomonas fluorescens ABA73588 40/69 (57 %)
HB107 NRPS Non-ribosomal peptide synthetase aus Sorangium cellulosum CAN98427 26/48 (54 %)
HB113 PKS Ketosynthase aus Streptomyces nodosus subsp. asukaensis BAF43363 36/70 (51 %)
HB117 PKS SagA Saquayamycin aus Micromonospora sp. ACP19353 86/143 (60 %)
HB132 PKS Ketosynthase aus Streptomyces nodosus subsp. asukaensis BAF43363 169/185 (91 %)
HB138 NRPS Putative NRPS aus Streptomyces griseus subsp. griseus BAG23545 56/58 (96 %)
HB140 NRPS Amino acid adenylation domain protein aus Cyanothece sp. ACK73338 28/70 (40 %)
HB142 NRPS Amino acid adenylation domain aus Cyanothece sp. ACK73338 49/88 (55 %)
HB149 NRPS Amino acid adenylation domain aus Cyanothece sp. ACK73338 50/89 (56 %)
HB156 NRPS Pyoverdine synthetases | aus Pseudomonas fluorescens ABA73588 47/80 (58 %)
HB157 NRPS Amino acid adenylation domain aus Cyanothece sp. ACK73338 51/89 (57 %)
HB181 NRPS Pyoverdine synthetase | aus Pseudomonas flourescens ABA73588 25/29 (86 %)
HB200 PKS Ketosynthase Streptomyces nodosus subsp. asukaensis BAF43363 163/172 (94 %)
HB202 NRPS Putative non-ribosomal peptide synthetase aus Rhodococcus opacus BAH53136 18/29 (62 %)
PKS Polyketide synthase aus Streptomyces sp. BAH68110 191/191 (100 %)
HB238 NRPS blastn: Gramicidin synthetase subunit D aus Mycobacterium avium CP000479 77/102 (75 %)
HB243 NRPS blastn: Amino acid adenylation domain protein aus Delftia acidovorans CP000884 49/61 (80 %)
HB272 NRPS Amino acid adenylation domain aus Cyanothece sp. ACK73338 32/53 (60 %)
HB274  NRPS NRPS MbtE (Mycobactin) aus Mycobacterium marinum ACC42107 19/39 (48 %)
HB288 NRPS NRPS MtaG (Myxothiazol) aus Stigmatella aurantiaca AAF19815 32/46 (69 %)
HB291 NRPS Putative NRPS aus Streptomyces griseus subsp. griseus BAG23568 53/60 (88 %)
PKS Ketosynthase aus Streptomyces felleus BAF43343 191/191 (100 %)
HB298 PKS Polyketide synthase aus Streptomyces sp. BAH67656 143/148 (96 %)
HB320 PKS alnL Ketoacyl synthase alpha aus Streptomyces sp. CM020 ACI88861 119/151 (78 %)-
HB328 PKS Ketosynthase aus Streptomyces felleus BAF43343 89/187 (47 %)
HB375 NRPS Pyoverdine sidechain peptide synthetase Ill aus Pseudomonas syringae pv. AAZ36245 51/89 (57 %)
phaseolicola
HB381 PKS Ketoacyl synthase aus Streptomyces argillaceus CAA61989 94/102 (92 %)
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Stamm  Gen- Ergebnis der blast Analyse; Enzym/Quelle Acc.-Nr. des Ahnlichkeit aa/bp®
fragment ahnlichsten
Gens
HB383 PKS 3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase Il aus Nocardiopsis dassonvillei subsp. EEK37209 171/192 (89 %)

dassonvillei
Zusétzlich zu den Ergebnissen der blast Analyse wurden die Ahnlichkeiten der erhaltenen Sequenzen zu den entsprechenden Genen ermittelt, deren
Acc.-Nr. angegeben wurde.
aa: Anzahl der Aminoséauren; bp: Anzahl der Basenpaare.
PCR-Produkt in der entsprechenden Lange wurde amplifiziert. Die Zuordnung der erhaltenen Sequenz zu bekannten Genen war nicht mdglich.
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4.2.3.3 Chemische Analyse der bakteriellen Kulturextrakte

Die aus H. panicea isolierten Actinomycetales Stamme stellten sich als vielversprechende
Naturstoffproduzenten heraus. In Extrakten von 40 der 46 Stamme wurden Substanzen
nachgewiesen. Insgesamt konnten 122 unterschiedliche Sekundarmetabolite im chemischen
Profil der Stamme mittels HPLC-MS-, UV- und NMR-Techniken identifiziert werden (Tabellen 3
und 4). Das chemische Profil der Stamme wurde mit dem Auftreten von Typ Il PKS- und NRPS-
Genfragmenten in einen Zusammenhang gebracht. Dabei stellte sich heraus, dass die Diversitat
der Naturstoffe (Zahl und Verschiedenheit der Substanzen) in Stimmen mit einem positiven
PCR-Ergebnis viel hther war als die Diversitat in Stammen ohne Typ Il PKS- oder NRPS-PCR-
Produkt (23 vs. 7 unterschiedliche strukturelle Gruppen) (Abb. 10). In den 30 positiv getesteten
Stammen konnten insgesamt 108 unterschiedliche Substanzen nachgewiesen werden. Nur in
einem dieser positiv getesteten Stamme (3 %) waren gar keine Metabolite zu finden, wohingegen
17 Stamme (57 %) Substanzen produzierten, welche keine Ubereinstimmung mit Eintragen aus
den Datenbanken zeigten (insgesamt 88 Substanzen) (Tabelle 1) und somit neue Naturstoffe
sein konnten. Einige dieser Substanzen konnten im weiteren Verlauf der Arbeit als neue
Metabolite identifiziert (Abschnitt 4.4), andere durch weitere Analytik bekannten Substanzen
zugeordnet werden. Die Gruppe der PCR-negativen Stdmme produzierte nur ein kleines
Spektrum an unterschiedlichen Substanzen. Von den 16 Actinomycetales Stdmmen, die kein
PCR-Produkt aufwiesen, fand in vier Stammen (25 %) keine Substanzproduktion statt. In den
verbleibenden zwolf Stimmen wurden insgesamt 27 Substanzen identifiziert, hauptséchlich
verschiedene Antimycine. Nur bei drei dieser zwolf Stimme traten Peaks auf (insgesamt 11),
welche keine Ubereinstimmung zu Substanzen aus den Datenbanken zeigten (Tabelle 1).

Oproduziert ausschlieRlich unidentifizierte Substanzen

Eproduziert bekannte und unidentifizierte Substanzen

Oproduziert keine Substanzen
Obekannte Substanzen 108

O Substanzklassen

Stamme mit negativem PCR-Ergebnis Stdmme mit positivem PCR-Ergebnis

27 3 12

7
17

Substanzen

Abb. 10: Anzahl der Sekundarmetabolit-produzierenden Stamme (Tortendiagramme) und der daraus
resultierenden Substanzen (S&ulendiagramm) in Stdmmen mit einem negativen NRPS/PKS-PCR-
Ergebnis im Vergleich zu jenen mit einem positiven Ergebnis.
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Insgesamt konnten die identifizierten Sekundérmetabolite 23 strukturell unterschiedlichen
Gruppen zugeordnet werden (Tabellen 3 und 4 sowie Abb. 10). Zu den haufigsten Strukturen
gehorten Polyketide (35 Substanzen), Peptide (16 Substanzen), Phenazine (13 Substanzen) und
Aminoglykoside (13 Substanzen). Die anderen 19 Gruppen wurden nur durch einen oder wenige
(bis zu 8) Vertreter reprasentiert. Beispielsweise produzierte nur Stamm HB298 ein strukturell
bekanntes Pyron. Lediglich vier Glykoside konnten nachgewiesen werden, eines davon Heptakis-
(6-deoxy)-cyclomaltoheptose aus Stamm HB238.

31



Actinomyceten aus Halichondria panicea — Molekularbiologische und chemische Untersuchungen

Ergebnisse

Tabelle 3:

Identifizierte Substanzen aus mit dem Schwamm H. panicea assoziierten Actinomycetales Stammen, welche ein positives NRPS- bzw. Typ Il
PKS-PCR-Ergebnis aufwiesen.

Nr.  Stamm Substanzen Strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation
6"'-O-a-D- Mannopyranosylmann03|do- . . . .

1. HB062 streptomycin [leda t ol 1985] Aminoglykosid Antibakteriell MS, UV

2. HB100 Oxazolomycin [Kanzaki etal. 1998] B-Lakton, Polyen Phytotoxisch MS, UV,NMR

3.  HB100 Coproporphyrin [Fovaetal 1993 Porphyrin Zinkchelator, photosensiv MS, UV

4. HB101 Pepstatin AC #ovagietal. 1973] Peptid Pepsin-Inhibitor MS, UV, NRPS

5.  HB101 Pepstatin CU [Acvadi etal 1973] Peptid Pepsin-Inhibitor MS, UV, NRPS

6. HB102 Clavamycin D o et 1986] B-Laktam Antimykotisch MS, UV

7.  HB107 4-Thiouracil [P0k et 1977] Nucleosidanalogon  Antibakteriell, zytotoxisch MS, UV

8.  HB107 Bovinocidin A" & Suzuki 1960] Dipeptid Antibakteriell MS, UV, NRPS

9. HB107 Trihomononactinsaure [Rez2kaetal. 2004] Lakton Aktiv gegen Gram-positive MS, UV
Bakterien, aktiv gegen Artemia

10. HB113/HB272 Antibiotic NA 22598A, [Kuwaharaetal. 197) Peptid Zytotoxisch MS, UV, NRPS

11. HB113/HB140 3-0-(a-L-Mycarosyl)erythronolid B ™" €2 1973 \akrolid n.b.? MS, UV

12. HB113 Gualamycin [Tsuchivaetal 1995] Aminoglykosid Milbentttend MS, UV
Aktiv gegen Gram-positive

13. HB113 Antibiotic X 14931A MWestley etal. 1984] Polyether Bakterien und Protozoen, MS, UV

. antimykotisch

14. HB113 17-Methylenspiramycin | I & @- 199l Makrolid n.b.2 MS, UV
Antibakteriell, neuromuskular

15. HB113 Streptomycin Walkce etal. 1979] Aminoglykosid blockierend, Phospholipase D- ~MS, UV
Inhibitor

16. HB113 Antibiotic M-2846 1824k @ 1975 Makrolid Aktlv gegen Gram-positive MS, UV
Bakterien

17. HB113 1-Epimanzamin D "o et & 20001 Alkaloid Antibakteriell, zytotoxisch MS, UV

18. HB113 Antibiotic A 75943 [Morishita et al. 1998] 5-Lakton Hemmung des Knochenabbaus MS, UV

19. HB113 N-Didemethylallosamidin MNshmeto etal. 1991] Aminoglykosid Chitinase-Inhibitor, Insekiizid, o |y
antimykotisch

20. HB113 Methylallosamidin (52 etal- 19871 Aminoglykosid Chitinase-Inhibitor (Insekten) ~ MS, UV
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Nr.  Stamm Substanzen strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation
21. HB113 Allosamidin [S2kudaetal. 1987] Aminoglykosid Insektzid MS, UV
22. HB117/HB291 Dihydromaltophilin [raPner etal. 1997] Makrolaktam Antimykotisch MS, UV
23. HB117/HB181/HB291 Senacarcin A [Nakanoetal. 1982] Phenazin Antibakteriell, zytotoxisch MS, UV,
A Antibakteriell, antimykotisch,
24. HB117/HB328 Pyrocoll [Preteraetal- 2003] Alkaloid zytotoxisch, aktiv gegen MS, UV, NMR
Protozoen, antiparasitisch
25. HB117/HB291 Streptazon B [Puder etal- 2000] Alkaloid Zytotoxisch MS, UV
26. HB132 Venturicidin A [Rhodes etal. 1961] Makrolid Antimykotisch MS, UV
27. HB132 Irumamycin [Omuraetal 1982 Lakton Antimykotisch MS, UV
28.  HB138 Bundlin A [Uramoto et al. 1969] Makrolid Aktiv gegen G_ram—pc_)smve MS, UV
Bakterien, antimykotisch
29. HB138 Neoenactin B1 ey eta- 1987] Hydroxamsauren Antimykotisch MS, UV
30. HB138 Ashimycin A [rohmaetal 1989 Aminoglykosid Antibakteriell MS, UV
31. HB138 Validamycin D e etal- 1972 Aminoglykosid Antimykotisch MS, UV
32. HB138 N-Demethylstreptomycin [Fredericks & Heding 1971] Aminoglykosid Antimikrobiell MS, UV
33. HB138 Detoxin E, [Ctake eta- 1973] Depsipeptid Zytotoxisch MS, UV
34. HBL138 Antibiotic X 14873A [t eta- 1986] Polyether ggﬂ‘t’e?;%e” Gram-positive MS, UV
35. HB138 Valistatin [ et @- 2010l Tripeptid Aminopeptidase M-Inhibitor MS, UV, NRPS
36. HB140 Phencomycinethylester [Pusecker etal. 19971 Phenazin Antibakteriell, zytotoxisch MS, UV
37. HB140 Pepstatin BU a9 etal- 1973] Peptid Pepsin-Inhibitor MS, UV, NRPS
_ . . |Arulanantham et al. 2006;
38. HB140 Il‘iaﬁr?gegpélcgel){g 7I]clavam|nsaure B-Laktam B-Lactamase-Inhibitor MS, UV
Ao L] - 1 |Bltzer & Zeeck
39. HB142/HB156 O\ B e e EON e RLAE R e Glykosid n.b.2 MS, UV
40. HB156 Polyen mit etwa 8-9 Doppelbindungen Polyen Antimykotisch MS, UV
41. HB156 Galbonolid A [Fauth et al. 1986] Makrolid Antimykotisch MS, UV
5-Hydroxy-3-(1-hydroxy-2-methylpropyl)-4- Antibakteriell, Chitinase- und
42.  HB156/HB291 methyl-2(5H)-furanon Bran . 1965] Lakton Phosphatase-Inhibitor MS, UV
43. HB156 Albaflavenon [Gurter et al. 1994 Sesquiterpenketon Antibakteriell MS, UV
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Nr.  Stamm Substanzen strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation
3,4-Dimethyl-7-(methylamino)-5,8- . Aktiv gegen Gram-positive
44. HBIS7 isoquinolinedion Ma"moud 2004] Chinon Bakterien MS, UV
45. HB157/HB288 ey ety *-oxo-octyl)-SH-furan-2-on Lakton Zytotoxisch MS, UV, NMR
46. HB157 Polyen mit etwa 7-8 Doppelbindungen Polyen Antimykotisch MS, UV
47. HB157 Fredericamycin A [Warnick-Pickle et al. 1981] Aromatllsches Zy@otomsch, Erzeuger von MS, UV
Polyketid freien Radikalen
48. HB157/HB181 Antimycin A, [Bamow etal 1997] Makrolid ATP-Citratlyase-Inhibitor MS, UV, NMR
49. HB157/HB181/HB288 Antimycin A, Barow etal- 1997 Makrolid Zyieistadr, sl sres MS, UV, NMR
Citratlyase-Inhibitor
50. HB157/HB181/HB288 Antimycin A, [BaTow & a-1997] Makrolid ATP-Citratelyase-Inhibitor MS, UV, NMR
Antiviral, ATP-Citratlyase-
51. HB157/HB181/HB288 Antimycin A, [Bamowetal 1997) Makrolid Inhibitor, lchthyotoxin, MS, UV, NMR
Ubiquinol-Cytochrome C
Oxidoreductase-Inhibitor
52. HB157 Antimycin A, [Bamow etal- 1997] Makrolid Antimykotisch MS, UV, NMR
53. HB157 Antimycin Ag [Bamow etal. 1997] Makrolid n.b? MS, UV, NMR
54. HB181 Histidinomycin ['shmar etal. 1983] Peptid Antimykotisch MS, UV, NRPS
55. HB181 Nebramycin [Thompson & Presti 1967] Aminoglykosid Antimikrobiell MS, UV
56. HB181/ HB243 Antibiotic X 14873G [ tal 1286] Polyether ggﬂ‘t’e?i‘zae” Gram-positive MS, UV
57. HB181 Mycospocidin Nakamura et al. 1957] Nukleosid ggﬂ‘t’e?é%e” S-S MS, UV
58. HB181 5-Hydroxy-4-oxonorvalin [anazawa et al. 1960] Aminosaure Antimykotisch MS, UV
3-Formamido-2-hydroxy-N-[(2R,6S,7R,8R)-7-
59. HB181 hydroxy-2,6,8-trimet2|yl-4,9-dioxo-1,5-diox0nan- Makrolid (Antimycin)  n.b.® MS, UV
3-yllbenzamid et @ 2004]
N-[(2R,3S,6S,7R,8R)-8-Ethyl-7-hydroxy-2,6-
60. HB181 dimethyl-4,9-dioxo-1,5-di0xonan-3-yIJ-3- Makrolid (Antimycin)  n.b.® MS, UV
formamido-2-hydroxybenzamid 2@ et a- 2004]
61. HB181 Blastamycin (@ eta- 2004] Makrolid (Antimycin) ﬁ?}ti'gi% I?Ot'SCh' AP - MS, UV
62. HB181 Kitamycin A [Havashi & Nozaki 1999] Makrolid (Antimycin) Hemmung von MS, UV

Pflanzenwachstum
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Nr.  Stamm Substanzen strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation
5-[3-[(3-Formamido-2-hydroxybenzoyl)amino]-

63. HB181 2,6-dimethyl-8-octyl-4,9-dioxo-1,5-dioxonan-7- Makrolid (Antimycin)  n.b.2 MS, UV
yI]pentansaure [Hara etal. 2004]

64. HB181 Bafilomycin D [<etschmer et al. 1985] Makrolid Hemmung der membranen MS, UV

ATPases, Insektizid

65. HB200 Antibiotic BE 10988 1@ ¢t & 1991 Thiazolylindol ﬁﬁ%ﬁglrsm Topoisomerase ll- ;' NRPSP

66. HB200 I\Allvgr/letzeg?g/ll%rosyl -N-methyltyrosylleucylalanin Peptid nb.2 MS, UV

67. HB202 Streptophenazin A Miovaetal. 2008 Phenazin ggﬂ‘t’e?i‘;%e” Gram-positive MS, UV, NMR

68. HB202 Streptophenazin B [Miovaetal. 2008 Phenazin ggﬂ‘t’eﬂiﬂe” Gram-positive MS, UV, NMR

69. HB202 Streptophenazin C Mtova et & 2008] Phenazin ggﬂ\t/e?ii?len CllTHE RN MS, UV, NMR

70. HB202 Streptophenazin D Mtova et & 2008] Phenazin g;ﬂ\t/egrjizgr]]en Gram-positive MS, UV, NMR

71. HB202 Streptophenazin E Mitovaetal. 2008] Phenazin g:\tll\tle?izglen CIRITHEREIE MS, UV, NMR

72.  HB202 Streptophenazin F Miva et al. 2008] Phenazin g;ﬂ\t/e?ii%en Gram-positive MS, UV, NMR

73.  HB202 Streptophenazin G Miovaetal. 2008] Phenazin ggﬂ‘t’e?i‘z?‘e” SLEUHERIIE MS, UV, NMR

74.  HB202 Streptophenazin H Mievata 2008) Phenazin égﬂ‘t’eﬂiﬂe” Gram-positive MS, UV, NMR

75. HB238 Rotihibin B [Fukuchietal 1095] Peptid Eﬁgg"z'ggt CESWRESIMYEN  nos 17y WRES

76. HB238 Heptakis. (6_deoxy)-cyclomaltoheptose Glykosid n.b.? MS, UV

77. HB238 Antibiotic GAI 3 [Buckingham 2009] Glykosid n.b.2 MS, UV

78. HB238 Antibiotic GA 2 [Buckingham 2009] Glykosid n.b.2 MS, UV

79. HB238 Fortimicin KR, [T2azavaetal. 1980] Aminocyclitol Antibakteriell MS, UV

80. HB238 Massetolid K [E' Saved etal. 2000] Lipopeptid Antibakteriell MS, UV, NRPS

81. HB243 Sulfostin APe et a- 2005 Alkaloid Dipeptidylpeptidase IV-Inhibitor MS, UV

82. HB243 Fosfazinomycin A [Gunieta 1983] Aminophosphonsaure  Antimykotisch MS, UV
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Nr.  Stamm Substanzen strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation

83. HB243 Tobramycin [och etal. 19741 Aminoglykosid Antibakteriell MS, UV

84. HB243 N-Acetylvalylleucylargininal Maedaetal- 19711 Peptid n.b.? MS, UV, NRPS
Aktiv gegen Gram-positive

85. HB272 Hemipyocyanin [S3°eta- 19921 Phenazin Bakterien, antimykotisch, MS, UV
antiviral, algizid

86. HB272 Daryamides C [Asokar etal. 2006] Polyketid Zytotoxisch MS, UV

87. HB272 Antibiotic A 583658 [Nekayama etal. 1999] Nukleosid Zytotoxisch MS, UV

88. HB272 Antibiotic SW 1638 Takahashietal. 2001 Oktadepsipeptid Antimykotisch, MS, UV
immunosuppressiv

89. HB274 aﬁ%‘;ﬁgu‘ta(rt'é’g%xggﬁ;}’gr:nf’n Buckingham 2009 FUranon n.b.2 MS, UV

90. HB274 4-Hydroxythreonin M/estey etal 1984] Aminosaure Antibakteriell MS, UV

91. HB288 Albopeptin A [isone etal- 1986] Peptid Antimykotisch MS, UV, NRPS

92. HB288 PD 125375 [Rithner etal. 1987] Pyroll, Amid Zytotoxisch MS, UV

93. HB291 Lankamycin [G2umann etal. 1960] Makrolid Antibakteriell MS, UV

94. HB298 Germicigin (741 4 153 Pyron g?écrﬂ;lg%ihnin;m ﬁggfel MS, UV, NMR
aktivierte ATPase-Inhibitor

95. HB298 Inthomycin A [Webbetal 2006] Polyketid Antimikrobiel, herbizid MS, UV, NMR

96. HB298 Inthomycin B oder C [Henke! & zeeck 1991] Polyketid n.b.2 MS, UV, NMR

97. HB320 Blanchaquinon [/ et a- 2004] Anthrachinon Antibakteriell, zytotoxisch MS, UV, PKS

98. HB320 Antibiotic MA 1189 5@ etal 1992] Benzendiol 5-Lipoxygenase-Inhibitor MS, UV

99. HB320 Antibiotic K 502A [Yeshimoto & Johdo 1996] Anthracyclin n.b.2 MS, UV, PKS

100. HB320 Homononactyl-nonactoat [Rezka etal 2004] Dilakton n.b.2 MS, UV

101. HB328 Futalosin [Hosckawa etal. 1999] Nukleosid Zytotoxisch MS, UV

102. HB328 Antibiotic X 14889A [ etal. 1992 Polyether ggﬂ‘t’e?ieeae” Gram-positive MS, UV

103. HB328 Mutalomycin [Fe" et a- 19771 Polyether lonophor MS, UV

104. HB375 Diazepinomicin [Chaan et & 2004] Alkaloid Antimikrobiell MS, UV

105. HB375 Fortimicin AH [Fager & Goldstein 1980] Aminocyclitol Antibakteriell MS, UV
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Nr.  Stamm Substanzen strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation
106. HB375 Rakicidin A MeBrien etal. 1995] Lipopeptid Zytotoxisch MS, UV

107. HB375 Rakicidin B [MeBrien etal. 1995] Lipopeptid Zytotoxisch MS, UV

108. HB375 Polyen mit etwa 12 Doppelbindungen Polyen Antimykotisch MS, UV

Z n.b.: Nicht bestimmt, d.h. es waren keine entsprechenden Literaturangaben zu finden.

PCR-Produkt in der entsprechenden Lange wurde amplifiziert. Die Zuordnung der erhaltenen Sequenz zu bekannten Genen war nicht mdglich.

Tabelle 4: Identifizierte Substanzen aus mit dem Schwamm H. panicea assoziierten Actinomycetales Stammen, welche ein negatives NRPS- und Typ II-
PKS-PCR-Ergebnis aufwiesen.

Nr.  Stamm Substanzen strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation
HB084/HB095/HB096/  5-(6'-Methyl-7'-oxo-octyl)-SH-furan-2-on .

1 HB116/HB118 [Mukku et al. 2000] & Lakton Zytotoxisch MS, UV, NMR
HBO84/HB116/HB118/ 3-Formamido-2-hydroxy-N-[(2R,3S,6S,7R,8R)-

2. 7-hydroxy-2,6,8-trimethyl-4,9-dioxo-1,5- Makrolid (Antimycin)  n.b.2 MS, UV
HB184 dioxoan-3yllbenzamid [Faa et a- 2004]
[3[(3-Formamido-2-hydroxy-benzoyl)amido]-

3. HBOB4/HBLIOHBLIS 5 ¢ imethyl-4,9-dioxo-1,5-dioxoan-7-ylfomat  Makrolid (Antimycin)  n.b. MS, UV
HB184 [Buckingham 2009]
HB084/HB116/HB118/ . [Hara et al. 2004] : . . Antimykotisch, ATP-Citratlyase-

4. HB184 Blastamycin Makrolid (Antimycin) Inhibitor MS, UV

5. EggngBlle/HBllB/ Urauchimycin A or B [mamuraetal. 1993] Makrolid (Antimycin)  Antimykotisch MS, UV

6. EggngBllG/HBllg/ Dehexylantimycin A, (1@ e a- 2004] Makrolid (Antimycin)  n.b.? MS, UV
HB084/HB095/HB096/ . . [Barrow et al. 1997] : Zytotoxisch, antiviral, ATP-

7 HB116/HB11g/HB184 ANUMYCINAs HEREld Citratlyase-Inhibitor MS, UV, NMR
HB084/HB095/HB096/ . . [Barrow et al. 1997] ; i ihi

8. HB116/HB118/HB184 Antimycin A, Makrolid ATP-Citrat lyase-Inhibitor MS, UV, NMR

Antiviral, ATP-Citratlyase-

HB084/HB095/HB096/ g : [Barrow et al. 1997] ] Inhibitor, Ichthyotoxin,

% HB116/HB118/MHB1ga ANUMYCINAc LTI Ubiquinol-Cytochrome C LAk, (0, DL

Oxidoreduktase-Inhibitor
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Nr.  Stamm Substanzen strukturelle Gruppe Aktivitat It. Lit. Dereplikation
10. Egg?gﬁgg?g/HBO%/ Antimycin A, [BaTow et al 1997] Makrolid Antimykotisch MS, UV, NMR
11. HB095/HB096 Gentamycin C, [Blacketal 1963] Aminoglykosid Antibakteriell MS, UV
12. HB095/HB096 Gentamycin A, [Black etal- 1963] Aminoglykosid Antibakteriell MS, UV
13. HB095/HB184 Antimycin A, [Barow etal. 1997] Makrolid ATP-Citratlyase-Inhibitor MS, UV, NMR
14. HB096 Dihydromaltophilin [¢rauPner etal. 1997] Makrolaktam Antimykotisch MS, UV
15. HB105 Polyen mit etwa 8 Doppelbindungen Polyketid Antimykotisch uv
16. HB116/HB118 Fredericamycin A MWamickPicki et al. 1981] Aromatisches Zytotoxisch, Erzeuger von MS, UV
Polyketid freien Radikalen
_ Antibakteriell, antimykotisch,
17. HB122 Pyrocol| [Petera et al. 2003] Alkaloid zytotoxisch, aktiv gegen MS, UV, NMR
Protozoen, antiparasisch
18. HB122 Streptazon B; or B, [Puder eta- 2000] Alkaloid Zytotoxisch MS, UV
19. HB122 Saphenylester D [-aursen etal. 2002] Phenazin Antibakteriell MS, UV
20. HB122 Xanthobaccin A [Nakayama etal. 1999] Makrolaktam Antimykotisch MS, UV
21. HB122 Aestivophoenin C [Kungamietal. 199] Phenazin Neuroprotektiv, Antioxidanz MS, UV
22 HB184 Enterocin [Pe! et al- 2000 Aromatllsches nb.2 MS, UV
Polyketid
23. HB184 trans-Zimtsaure [Buckingham 200] e n.b.? MS, UV
Carboxylsaure
[8-Benzyl-3-[(3-formamido-2-
24. HB184 2y§ﬁ§2ﬁ2ﬁ0¥')ﬁ‘]”gnr?‘]eiGISJE?QQ’: “4,9-dioX0-  p1arolid (Antimycin)  n.b. MS, UV
[Buckingham 2009] Y y
25. HB184 Antimycin [Barew etal. 1997] Makrolid (Antimycin)  n.b.® MS, UV
5-[3-[(3-Formamido-2-hydroxybenzoyl)amino]-
26. HB184 2,6-dimethyl-8- oct¥l -4,9-dioxo-1,5-dioxonan-7-  Makrolid (Antimycin)  n.b.2 MS, UV
yljpentansaure ! ingham 2009]
27. HB241 Indolstruktur Alkaloid n.b.? MS, UV

a

n.b.: Nicht bestimmt, d.h. es waren keine entsprechenden Literaturangaben zu finden.
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Zu jedem der Stamme konnten nun die molekularen Daten tber Biosynthesegenfragmente mit
den chemischen Daten verknlpft werden. Aufgrund der geringen Lange der Sequenzen war eine
Aussage vom Gen ausgehend problematisch. Die zugehdrigen Sekundarmetabolite konnten aus
der Fragmentinformation nicht abgeleitet werden. Diese Information reichte jedoch aus, um eine
Korrelation zwischen dem Vorhandensein der jeweiligen Biosynthesegenfragmente und den
grundsatzlichen strukturellen Eigenschaften der identifizierten Metabolite herzustellen.

So waren aromatische Polyketide in 13 Stdmmen aufgrund der Typ Il PKS-Sequenz zu
erwarten. Die Produktion von Polyketiden konnte in drei dieser Stamme beobachtet werden:
Stamm HB320 produzierte die aromatischen Polyketide Antibiotic K 502A und Blanchaquinon.
Die Stamme HB062 und HB202 wiesen Verbindungen auf, deren Massen- und UV-Daten auf ein
aromatisches Polyketid schlieRen lieBen. Fir Stamm HB202 konnte im Verlauf der gesamten
Arbeit diese Annahme bestéatigt und ein neues aromatisches Polyketid aufgeklart werden
(Abschnitt 4.4.1). Somit zeigte dieser Ansatz aus genetischer und chemischer Untersuchung
bereits erste Erfolge bei der Suche nach neuen, biologisch aktiven Sekundarmetaboliten und
legte den Grundstein fiir weitere pharmazeutisch aber auch ©kologisch interessante
Fragestellungen.

In den zehn weiteren Typ Il PKS-Sequenz-positiven Stdmmen konnte allerdings kein
aromatisches Polyketid unter den angewandten Kultivierungsbedingungen detektiert werden. Wie
fir das Mayamycin aus Stamm HB202 (Abschnitt 4.4.1) gezeigt, war das Auftreten des
entsprechenden aromatischen Polyketides unter anderen Bedingungen aber gegeben.

Allerdings konnten aromatische Polyketide auch in Typ Il PKS-Sequenz negativen Stammen
nachgewiesen werden. So trat in den Stammen HB116, HB118 und HB157 das aromatische
Polyketid Fredericamycin und in Stamm HB184 das aromatische Polyketid Enterocin auf.

Peptide konnten in elf der 20 Actinomycetales Stamme nachgewiesen werden, welche ein
NRPS-Genfragment zeigten. So produzierte beispielsweise Stamm HB238 Massetolid K (Tabelle
3), ein bekanntes Lipopeptid, fir welches die Biosynthese mittels NRPS bereits nachgewiesen
wurde. Alle Stamme, die im Rohextrakt ein Peptid aufwiesen, hatten ebenfalls ein Amplifikat bei
dem NRPS-PCR-Experiment. Es wurde also kein Peptid in einem NRPS-PCR-negativen

Bakterium gefunden.

4.2.3.4 Chemische Analyse des Schwammextraktes

In dem methanolischen Extrakt des Schwammes H. panicea traten neben anderen
Metaboliten, welche allerdings nicht naher charakterisiert wurden, zwei Substanzen auf, welche
zuvor bereits in dem Extrakt des Stammes HB243 gefunden wurden: Fosfazinomycin und
Tobramycin. Beide Sekundarmetabolite kamen nur in geringer Menge in dem Schwammextrakt

vor, konnten aber mithilfe der HPLC-MS-Informationen identifiziert werden.
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4.2.3.5 Antimikrobielle Aktivitat der Kulturextrakte und ausgewéhlter Reinsubstanzen

Das erste Kriterium bei der Auswahl der 46 Actinomycetales Stamme war eine antimikrobielle
Aktivitat im Uberschichtungstest wahrend der Isolierung der Reinkulturen. Methanolische Extrakte
aus den 100 mL-Kulturen dieser Reinkulturen zeigten nur noch zu 67 % eine Aktivitat (d. h.,
Extrakte von 31 Stdmmen) gegen mindestens einen der Testorganismen (Tabelle 5). Dieses
kann durch die unterschiedlich ausgefuhrten Testansatze erklart werden, da im Grunde
unterschiedliche Phdnomene beobachtet wurden und durch die Extraktion ein ganz bestimmtes
(wenn auch breites) Substanzspektrum aus den Bakterien isoliert wurde. Auch die Moglichkeit
einer Stimulierung der Substanzproduktion erst durch die Anwesenheit eines Antagonisten war
bei dem Uberschichtungsversuch gegeben. Daher wurden im Weiteren nur die Bioaktivitaten der
Extrakte und ausgewéhlter Reinsubstanzen betrachtet.

Bei den mit den Extrakten durchgefuhrten Bioaktivitatstests traten haufig Aktivitaten gegen B.
subtilis (44 %), S. lentus (33 %), R. solanacearum (24 %) und C. glabrata (26 %) auf. Weniger
zahlreich waren Aktivitaten gegen E. coli (9 %), P. fluorescens (7 %), P. syringae (9 %), X.
campestris (15 %) und E. amylovora (9 %). Die Extrakte zeigten insgesamt 18 unterschiedliche
Aktivitdtsmuster, von keiner Aktivitat bis zu Aktivitdten gegen immerhin sieben von neun
Teststammen. In 15 Extrakten konnte keine antimikrobielle Aktivitat nachgewiesen werden. Acht
(53 %) dieser 15 Extrakte zeigten entsprechend keine Substanzen im Chromatogramm (Tabellen
1 und 5). Fur elf (73 %) dieser 15 Extrakte konnte weder ein NRPS- noch ein Typ Il PKS-PCR-
Produkt amplifiziert werden. Sieben dieser 15 Extrakte (47 %) wiesen weder antimikrobielle
Aktivitat noch eine Substanz auf.

Um die Wechselbeziehung zwischen der antimikrobiellen Aktivitdt der Rohextrakte und den
vorkommenden Sekundarmetaboliten zu tberpriifen, wurden aufgrund guter Ausbeute und guter
Reproduzierbarkeit die Stamme HB100, HB157 und HB288 flir die Isolierung ausgesuchter
Reinsubstanzen ausgewahlt. AnschlieBend wurde deren Wirkung gegen die Teststamme
untersucht. Die antimikrobielle Aktivitit der Rohextrakte deckte sich mit denen der
Reinsubstanzen. Beispielsweise zeigte der Rohextrakt von Stamm HB100 Wirkung gegen R.
solanacearum, was ebenfalls zu der Aktivitat des aus HB100 isolierten Oxazolomycins passte.
Zusatzlich ist dieses auch in der Literatur beschrieben [Kanzaki et . 1998] "npie Rohextrakte der
Stamme HB157 und HB288 hemmten das Wachstum der Hefe C. glabrata, was wiederum zum
Auftreten der Antimycine Aq bis A, passte, welche ebenfalls ein identisches Aktivitdtsmusters
aufwiesen.

4.2.3.6 Suche nach biologischen Aktivitaten der identifizierten Substanzen in der
Literatur
Fir die meisten Substanzen, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden, konnten bei
einer umfassenden Literaturrecherche bereits bekannte biologische Aktivitaten gefunden werden
(Tabellen 3 wund 4). Dazu gehdren antibakterielle, antimykotische, zytotoxische,

immunsuppressive, antivirale und algizide Eigenschaften, wobei Aktivitaten gegen Pilze und
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Gram-positive Bakterien sowie zytotoxische Eigenschaften am haufigsten beschrieben wurden.
Dennoch konnten fir einige Metabolite auch eher ungewdhnliche Aktivitaten gezeigt werden, so
kann beispielsweise Rotihibin B aus Stamm HB238 Einfluss auf das Wachstum von Pflanzen
nehmen. Das vermehrte Auftreten eher Ublicher biologischer Aktivitaten hat seinen Ursprung
wahrscheinlich in der Benutzung eher Ublicher Testsysteme und lasst daher nur eingeschrankt
das Wirkspektrum erahnen. Die einzelnen ungewohnlichen Aktivitdten deuten auf ein deutlich
breiteres Wirkspektrum hin.

4.2.3.7 Vergleich der Aktivitaten der Extrakte mit den aus der Literatur bekannten
Aktivitaten der identifizierten Substanzen

Beim Vergleich der antimikrobiellen Aktivitdten der Kulturextrakte (Tabelle 5) mit Daten aus
der Literatur (Tabellen 3 und 4) beziiglich der biologischen Aktivitdt der aus den Extrakten
identifizierten Sekundarmetabolite war es maglich, die Aktivitat von 29 (von 31) Rohextrakten mit
in der Literatur beschriebenen Aktivitaten der identifizierten Substanzen in einen Zusammenhang
zu bringen (Tabelle 5). Die breite antimikrobielle Aktivitdt mancher Extrakte gegen mehr als einen
Teststamm kann durch das Vorhandensein einer Substanz mit Breitbandantibiotikumcharakter
oder das Auftreten mehrerer Substanzen mit unterschiedlichen Wirkungen erklart werden.
Beispielsweise wurden in Stamm HB107 zwei als antibakteriell und als zytotoxisch beschriebene
Substanzen identifiziert (Tabelle 3); der Extrakt zeigte breite Aktivitdt, welche durch diese
Substanzen erklart werden konnte. Hingegen wies Stamm HB132 biologische Aktivitdten gegen
mehrere Testbakterien auf, es konnten jedoch lediglich zwei als antimykotisch beschriebene
Metabolite — Venturicidin A und Irumamycin — im Chromatogramm identifiziert werden (Tabellen 3
und 5). Dieses konnte ein mdglicher Hinweis auf eine bisher unbekannte Substanz oder aber auf
unidentifizierte Bioaktivitdten sein. Diese Annahme geht einher mit dem Auftreten eines bisher

nicht identifizierten Metaboliten im Extrakt des Stammes HB132.
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Tabelle 5: Antimikrobielle Aktivitaten der Extrakte der Actinomycetales Stamme® in Gegeniiberstellung zu den in der Literatur beschriebenen

biologischen Aktivitéten der in den Extrakten enthaltenen Sekundéarmetabolite.

Aktivitdten gegen

Festgestellte antimikrobielle Aktivitat

Stamm S.L B.s. E.c. P fl. C.g. P.s. X.c.

E.a. R.s.

Untersuchung den bekannten Substanzen

der Extrakte

Angaben zu

in der Literatur

HB062 X

HB084 X

HB094

HB095 X

HB096 X

HB099

HB100

HB101

HB102

HB105 X

HB107 X X X X X X
HB108
HB110
HB113
HB114
HB115
HB116
HB117
HB118
HB122
HB132
HB138
HB140
HB142
HB149
HB156
HB157
HB181 X
HB184 X X
HB200

XX X X
XX X X X X

>
XX X X

X
X

X
X

XXX XXX XXXXXX

X
X

X
X

X X X

XXX X X X X

X X X X
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Aktivitdten gegen Festgestellte antimikrobielle Aktivitat
Angaben zu
Stamm S.L B.s. E.c. P fl. C.g. P.s. X.c. E.a. R.s.  Untersuchung den bekannten Substanzen
der Extrakte in der Literatur
HB202 X X X X X X X
HB238 X X
HB241
HB243 X
HB253 X X X X X
HB254
HB272
HB274 X
HB288 X° x°
HB291 X
HB298
HB320
HB328
HB375
HB381
HB383
Anzahl der
Extrakte mit
Aktivitat 15 20 4 3 12 4 7 4 11 31 29
% der
Extrakt mit
Aktivitat 33 % 44 % 9 % 7% 26 % 9 % 15 % 9 % 24 % 67 % 63 %
X zeigt ein positives Ergebnis (>50 % Inhhibition) bei der Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat an.
Korrelation zwischen dem Ergebnis des biologischen Assays des Rohextraktes mit der Aktivitat der aus diesem Extrakt isolierten Reinsubstanz.
S.I. Staphylococcus lentus; B.s. Bacillus subtilis; E.c. Escherichia coli; P.fl. Psseudomonas fluorescens; C.g. Candida glabrata; P.s. Pseudomonas
syringae; X.c. Xanthomonas campestris; E.a. Erwinia amylovora; R.s. Ralstonia solanacearum.

x

X

X

X
XX X X

XX X

>

>
XX XXXXXXX
XX XXX XX

x
x
X
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4.2.4 DISKUSSION

Obwohl das Vorkommen von Mikroorganismen in marinen Schwammen gut untersucht wurde,
ist die Funktion ihrer mikrobiellen Sekundarmetabolite bis heute nur wenig verstanden.
Angenommen wird, dass diese Substanzen eine entscheidende Rolle bei der biologischen
Interaktion in der Lebensgemeinschaft mit dem Schwamm spielen. Um einen besseren Einblick in
die Fahigkeiten zur Synthese von biologisch aktiven Metaboliten zu erhalten und um ihre
Okologische Aufgabe besser verstehen zu kdnnen, wurden eine Reihe von Actinomycetales
Stammen aus dem marinen Schwamm H. panicea isoliert und hinsichtlich verschiedener Aspekte
wie der phylogenetischen Herkunft, dem chemischen Profil, der biologischen Aktivitat sowie dem
genetischen  Biosynthesepotential untersucht. AnschlieBend wurden diese einzelnen

Gesichtspunkte im Zusammenhang betrachtet.

4.2.4.1 Wechselbeziehung zwischen dem Vorhandensein von
Biosynthesegenfragmenten und dem jeweiligen Sekundarmetabolitprofil

Die Mehrzahl der von Actinobacteria synthetisierten Metabolite sind komplexe Polyketide oder
nicht-ribosomale Peptide. lhre Funktion in der Natur ist bis heute noch nicht wirklich verstanden.
Es wird vermutet, dass nicht-ribosomale Peptide als Verteidigung des eigenen Lebensraumes
gegen konkurrierende Mikroorganismen dienen. Bekannt ist mittlerweile, dass einige NRPs wie
beispielsweise die Mycobactine als sogenannte Siderophore (also eisenbindende Substanzen mit
komplexbildenden Eigenschaften) fungieren, welche den Mikroorganismen ermdglichen, die
sonst geringe Bioverfiigharkeit von Fe*"-lonen zu ihrem Vorteil zu erhéhen 5" 297% |m Falle der
Polyketide wird angenommen, dass sie als Pigmente, Virulenzfaktoren, Boten- und Abwehrstoffe
fungieren [Hertweck 2009]

Die groRBe Anzahl der NRPS- bzw. PKS-Gencluster im Vergleich zu anderen
Biosynthesegenclustern wird besonders ersichtlich bei naherer Betrachtung einiger

actinobakterieller Genome [Bentley et al. 2002; Ikeda et al. 2003]

, wie dem von Streptomyces coelicolor oder
S. avermitilis. Fur beide Stamme wurden insgesamt jeweils 20 bzw. 25 verschiedene Gencluster
fiir die Biosynthese von Sekundarmetaboliten identifiziert [Beey et al- 2002 lkeda et al. 2003; Bode & Mller 2005]
Von diesen Genclustern kodieren 8 bzw. 16 fur die Biosynthese von NRPs oder PKs. Die
anderen Gencluster sind fir die Synthese von weiteren Naturstoffen, wie beispielsweise
Terpenen verantwortlich. Interessanterweise sind bis heute nur wenige Sekundarmetabolite (4
bzw. 3) aus diesen beiden Streptomyceten isoliert worden. Es ist also anzunehmen, dass ein
Stamm haufig mehr Substanzen hervorbringen kann, als bei ersten Untersuchungen zu erkennen
ist. AuRBerdem kann vermutlich von dem Vorkommen eines Genclusters des
Sekundarmetabolismus auf das Vorhandensein weiterer geschlossen werden. So wurde in der
vorliegenden Arbeit angenommen, dass ein positives Ergebnis bei der genetischen
Untersuchung beziiglich NRPS und/oder Typ Il PKS einen guten Indikator fir das Vorhandensein

weiterer Sekundarmetabolitgencluster darstellte und somit auch den Hinweis auf die Anlage zur
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Produktion weiterer Naturstoffe lieferte. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigten diese Annahme,
da in den Stammen mit einem positiven genetischen Ergebnis mehr und strukturell diversere
Naturstoffe auftraten. Zusétzlich konnten im weiteren Verlauf neue Substanzen identifiziert
werden, auf deren Vorhandensein sich erst durch diese kombinierte Untersuchung schliel3en lief3.
Ein solcher Ansatz ist also ein vielversprechendes Mittel, um pharmazeutisch und 6kologisch
interessante Naturstoffe und deren Produzenten zu untersuchen.

Das Fehlen eines NRPS- bzw. Typ Il PKS-Genfragmentes belegt hingegen nicht sicher die
Abwesenheit eines solchen Genclusters im Genom. Beispielsweise konnte fir die Typ Il PKS-
PCR-negativen Stammen HB116, HB118 und HB157 das aromatische Polyketid Fredericamycin
A nachgewiesen werden. Allerdings beinhaltet das Gencluster von Fredericamycin A eine

ungewt')hnliche KSG-Domane [Wendt-Pienkowski et al. 2005]

, die anscheinend mit dem verwendeten
Primersystem nicht amplifiziert werden konnte. Dieses ergab auch ein nachfolgender Vergleich
der hier verwendeten Primersequenz mit der Sequenz des Fredericamycin A-Genclusters. Es
waren keine Homologien vorhanden. Das Gleiche gilt fir die Primarsequenz des Enterocins,
welches im Extrakt des Stammes HB184 auftrat. Auch hierbei liegen ungewdhnliche PKS-Gene
vor [Piel etal. 20000 1 nggesamt ist das verwendete Primersystem nur fiir die Suche nach ,normalen*
aromatischen Polyketiden geeignet. Um auf3ergewohnliche aromatische Polyketide zu finden, ist
dieses nicht die richtige Strategie. Dennoch sollte das Auffinden von ungewdhnlichen und damit
eventuell neuen Sekundarmetaboliten durchaus Teil eines solchen Ansatzes sein. Allerdings
konnten in dieser Arbeit mit der genetischen Vorauswahl Stdmme selektiert werden, welche
chemisch und antibiotisch diverser und produktiver waren als solche Stamme, die kein positives
genetisches Ergebnis zeigten. Alle - bis auf einen — genetisch-positiv getesteten Stamme waren
nicht nur in der Lage, Sekundéarmetabolite zu produzieren, sondern taten dieses auch in einer
hoheren Anzahl und mit einer gro3eren strukturellen Diversitat. Im Gegensatz dazu produzierten
Stamme mit einem negativen PCR-Ergebnis weniger Naturstoffe, die dariiber hinaus auch eine
geringere Strukturvariabilitdét aufwiesen und deren Kulturextrakte weniger antimikrobielle
Aktivitaten zeigten. AuBBerdem war die Anzahl der Stdamme, welche gar keine Substanzen
produzierten, viel hoher und die Anzahl der eventuell neuen Metabolite viel geringer. Damit ist
dieser genetische Ansatz trotz der Einschrdnkungen des gewahlten Primersystems ein

vielversprechendes Werkzeug zur Auswahl produktiver Stammen.

4.2.4.2 Okologische Rolle der Naturstoffe: Nutzliche Effekte

ft [Thiel et al. 2007]

Ein Schwamm und seine Bakterien leben in enger Gemeinschal . In dieser

Assoziation kommen Actinobacteria in einer groeren Anzahl vor als in marinem

[Imhoff & Stéhr 2003; Hentschel et al. 2006]

Bakterioplankton Dieses fuhrt zu der Annahme, dass

Actinobacteria in der Schwammgemeinschaft nicht zufallig vorkommen, sondern vom Wirt

selektiert werden. Actinobacteria zeigen ein enormes Potential zur Produktion von

Sekundarmetaboliten in einer Bakterien-Invertebraten-Gemeinschaft [<im et & 2005; Bull & Stach 2007; Taylor

et al. 2007; Hardoim et al. 2009] a5 gcheint vorteilhaft, fiir das Uberleben der involvierten Organismen zu
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sein. Damit kénnte eine mogliche Funktion der Substanzen die chemische Verteidigung des
Wirtsorganismuses sein [Hensenel et al. 20081 iy Hinplick auf sessile Schwamme kann die Art der
Angreifer von pathogenen Bakterien tber ebensolche Pilze bis hin zu Makroorganismen reichen,
welche versuchen, die Oberflache des Schwammes zu besiedeln oder sich von dem Schwamm
zu erndhren. Die sessile Lebensweise von H. panicea und anderen Schwammen lasst nur
begrenzte Moglichkeiten der Verteidigung zu, eine davon ist die chemische. Die Bandbreite der
biologischen Aktivitdten der in dieser Studie identifizierten Substanzen passt zu ebendieser
Okologischen Situation.

Antibakterielle Wirkstoffe wie die Streptophenazine (Stamm HB202) und die verschiedenen
Streptomycine (Stamme HB062, HB113 und HB138) schitzen die Actinomycetales und ihren

n [Fehr et al. 1977; Wallace et al. 1979; Webb et al. 2006; Mitova et al. 2008]. Der SChUtZ vor

Wirt gegen andere Bakterie
Pilzen, welche mdglicherweise zusétzlich als Nahrungskonkurrenten fur die Bakterien auftreten,
kann durch die Produktion von antimykotischen Substanzen wie Pyrocoll (Stamme HB117,
HB122 und HB238) gewahrleistet werden [Petera et a. 20031 y/igle der identifizierten Metabolite
zeigen zytotoxische Aktivitaten: Streptazon B, Fuder @ a 20001 (gtamme HB117, HB122 und
HB291), Fredericamycin A [MWamick-Pickle et al. 1981 (Gtamme HB116, HB118 und HB157) sowie
Daryamid C soker et al 20081 (gtamm HB272). Diese Naturstoffe konnten einen Schutz vor
verschiedenen eukaryotischen Antagonisten wie Protisten oder Vertebraten bieten. Ebenso
kénnten diese zytotoxischen Substanzen die Actinomycetales vor dem Verdau durch den
Schwamm schitzen. Insektizide und andere Wirkstoffe gegen Vertebraten und Invertebraten,
beispielsweise das Antimycin A, B¥™W e a 197 (gtamme HB157, HB181 und HB288), das
Bafilomycin [<retsehmer et al. 1985 (gtamm HB181) sowie das Streptomycin MWakace e a 1979 (gtamm
HB113), kénnten den Schwamm vor Fral3feinden schitzen. Antioxidative Wirkstoffe wie das
Phenazin Aestivophoenin C (Stamm HB122) verhindern die Oxidation von sensitiven Molekilen
[Kunigami et al. 1998] "indem sie als Radikalfanger den Zellkern bzw. die Zellmembran schiitzen.
AuBerdem ist bekannt, dass redoxaktive Sekundarmetabolite zusatzliche Eigenschaften
aufweisen, zu denen z. B. die Veranderung der Koloniemorphologie bei Pseudomonas
aeruginosa gehort [Petrich et al 2008l Ehansg jst bekannt, dass Phenazine neben ihren antibiotischen
Aktivitaten auch eine Funktion bei der Signalweitergabe von Zelle zu Zelle haben [Pretich et al- 2008]
Damit kdnnten diese Antioxidantien durchaus eine Rolle bei der Wachstumsregulation sowie bei
der Zusammensetzung eines Biofiims in H. panicea spielen. Phytotoxische Substanzen und
Algizide wie Oxazolomycin [Kanzaki et al- 19981 (gtamm HB100) kénnen den Schwamm vor Aufwuchs
durch Mikroalgen schiitzen. Pyrocoll [Petera et al 20031 (gtamme HB117, HB122 und HB238) und
weitere Wirkstoffe gegen Protozoen, wie Antibiotic X 14931 A (Stamm HB113), kdnnten
verhindern, dass die bakterielle Flora durch Protozoen verdaut wird. Alles in allem scheinen die
Naturstoffe, welche von den Actinomycetales in H. panicea produziert werden, den Schwamm
und seine assoziierten Mikroorganismen vor Antagonisten zu schitzen. Actinobakterielle
Metabolite scheinen das Gleichgewicht des mikrobiellen Biofilms im Schwamm durch Hemmung

des Wachstums von unerwiinschten Mikroorganismen zu unterstitzen.
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4.2.4.3 Okologische Rolle der Naturstoffe: Schadliche Effekte

Neben den nitzlichen Effekten der Interaktion werden von den Actinobacteria aus H. panicea
auch Substanzen gebildet, welche mdéglicherweise einen schadlichen Einfluss auf den Schwamm

D [Kretschmer et al. 1985] dieses ist fiir

haben. Zum Beispiel produziert Stamm HB181 Bafilomycin
seine inhibierende Wirkung gegeniber der ATPase bekannt. Die Stdmme HB117, HB122,
HB181, HB291 und HB328 synthetisieren die zytotoxischen Substanzen Senacarcin A [Nakao et al
1982 und Pyrocoll [Peteraetal 2003 'pyiage Naturstoffe konnten nicht nur Einfluss auf mogliche Feinde,
sondern auch auf den Schwamm selbst haben. Wenigstens konnten diese zytotoxischen
Substanzen die Actinomycetales vor dem Verdau durch den Schwamm schitzen. Pilze, Viren,
Alphaproteobakterien, Cyanobakterien und Bakterien der Gattungen Bacillus und Pseudomonas
sind als mogliche Pathogene gegeniiber Schwammen bekannt Meste" 2007 Bis heute wurden
Actinobacteria nicht als Schwammpathogene identifiziert, darum ist anzunehmen, dass die von

ihnen produzierten Sekundarmetabolite einen positiven Effekt auf die Gemeinschaft haben.

4.2.4.4 Biologische Quelle der Naturstoffe

In der Vergangenheit wurden viele Naturstoffe beschrieben, deren biosynthetischer Ursprung
im Schwamm zu liegen schien. Von vielen ist heute bekannt, dass sie von Schwamm-
assoziierten Bakterien produziert werden [P'® ¢ @ 2004 Beispielsweise werden Theopederin A und
Onnamid A nicht wie zunachst angenommen von dem Schwamm Theonella swinhoei, sondern
von einem bisher unkultivierbaren bakteriellen Symbionten produziert [BUze & Piel 2008 - pag \wirft
zwangslaufig die Frage auf, ob Schwamme-assoziierte Actinomycetales eine grof3e Anzahl der
Naturstoffe produzieren, die bis jetzt als Biosyntheseprodukte des Schwammes galten. Allerdings
sind als Produzenten fast aller Substanzen, die in dieser Arbeit identifiziert wurden, ebenfalls
Vertreter aus der Gruppe der Actinobacteria beschrieben. Nur zwei der Metabolite wurden zuvor
bereits aus einem Schwamm isoliert. Zum einen wurde 1-Epimanzamin D, eigentlich aus dem
Schwamm Stylotella agminata bekannt e e a- 193 " hier in Stamm HB113 nachgewiesen.
Mittlerweile ist neben einer ganzen Anzahl von Manzaminstrukturen aus Schwammen auch das
Vorkommen eines Manzamins in einem Actinomyceten nachgewiesen worden M & a- 2003 "7,y
anderen konnte in der vorliegenden Arbeit die Produktion von Coproporphyrin in Streptomyces
Stamm HB100 nachgewiesen werden. Coproporphyrine sind aus Schwammen ebenso wie aus

t [Torva et al 19931~ Allerdings bleibt es ungewiss, ob alle Substanzen, die unter

Bakterien bekann
Laborbedingungen von den Actinomycetales synthetisiert wurden, ebenfalls in der nattrlichen
Umgebung des Schwammes produziert werden. Es ist nicht bekannt, welche Faktoren diese
Produktion essentiell beeinflussen und ob die Naturstoffe in den entsprechenden
Konzentrationen vorliegen, um in der Umwelt als antimikrobielle Substanzen oder andere
biologische Inhibitoren interagieren zu kdnnen. In diesem Zusammenhang ist es interessant zu
erwahnen, dass wahrend der letzten Jahre immer wieder angenommen wurde, dass mikrobielle
Sekundarmetabolite die Transkription anderer Sekundarmetabolit-biosynthesegene beeinflussen
kénnen, so dass sie nicht oder nicht nur als Antibiotika, sondern in niedrigen Konzentrationen vor
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[Mitova et al. 2008] a5 kdnnte dazu fiihren, dass viele

allem als eine Art Signalmolekile fungieren
Naturstoffe im Schwamm in Mengen produziert werden, die unterhalb der Nachweisgrenze
liegen. AulRerdem muss darauf hingewiesen werden, dass in situ zu jedem Zeitpunkt spezifische
chemische Profile ausgebildet werden, welche von denen auf den Schwamm Einfluss
nehmenden Umweltfaktoren abhéngig sind. D.h., Mikroorganismen produzieren nicht alle zur
gleichen Zeit in vergleichbaren Mengen alle ihre Sekundarstoffe. AulRerdem sind Schwamme
heterogene Organismen, deren assoziierte mikrobielle Gemeinschaft manchmal durchaus
variabel sein kann. Diese Faktoren beeinflussen die Gesamtanzahl und die Konzentration der zu
einem bestimmten Zeitpunkt produzierten Sekundarmetabolite einer Mikroorganismen-
Schwamm-Gemeinschaft.

Bis jetzt konnten in der Tat einige bakterielle Naturstoffe direkt im Schwammgewebe
nachgewiesen werden [Fe! 2004 Piel et al. 2004; Kim & Fuerst 2000 ' hyiages kann als Beweis dienen, dass
bakterielle Naturstoffe in situ auftreten, und zwar auch in solchen Konzentrationen, in denen sie
eine biologische Aktivitat haben.

Passend dazu zeigten erste chemische Analysen eines H. panicea Rohextraktes das
Vorhandensein von Massen, welche im Vorfeld bereits in Micromonospora Stamm HB243
aufgetreten waren. Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass einige der in dieser Arbeit
identifizierten Substanzen durchaus in der Schwammgemeinschaft in ausreichender Menge

produziert werden, um dort biologisch aktiv zu sein.
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4.2.5 ZUSAMMENFASSUNG

Aus dem marinen Schwamm H. panicea wurden Vertreter der Actinomycetales isoliert. Zum
ersten Mal wurde eine Studie durchgefiihrt, welche Daten zur Produktion von
Sekundéarmetaboliten, zu ihrer biologischen Aktivitat, zum Vorhandensein von Genfragmenten
der Typ Il PKS und der NRPS sowie zur phylogenetischen Einordnung erhob und verknUpft.
Zunéchst wurden alle Isolate mittels 16S rRNA PCR phylogenetisch identifiziert und konnten den
Gattungen der Actinoalloteichus, Micrococcus, Micromonospora, Nocardiopsis und Streptomyces
zugeordnet werden. Das chemische Profil sowie die Bioaktivitit der 46 actinobakteriellen
Stdmme wurden untersucht und 122 unterschiedliche Substanzen konnten identifiziert werden.
Zusatzlich traten 88 bis dato unbekannte Sekundarmetabolite in den Rohextrakten auf. Die
meisten der Rohextrakte waren biologisch aktiv. Um das Gesamtbild abzurunden, wurde
zusatzlich das Vorhandensein der Biosynthesegene der Typ Il PKS sowie der NRPS untersucht.
Ein Typ Il PKS- und/oder ein NRPS-Genfragment konnte in 30 Stammen amplifiziert werden. Es
wurde gezeigt, dass Stdmme, bei denen ein solches Genfragment vorhanden war, eine grol3ere
Anzahl an Substanzen, auch eine groRere Anzahl an unbekannten — eventuell neuen
Substanzen - produzierten. Daher scheint das Vorhandensein eines Typ Il PKS- und/oder eines
NRPS-Genfragmentes ein gutes Kriterium fir die Vorauswahl von Sekundarmetabolit-

produzierenden Stammen zu sein.
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4.3 STIMULATIONSVERSUCHE MIT DREI AUSGEWAHLTEN ACTINOMYCETEN
4.3.1 EINLEITUNG

Im Laufe der Arbeit haben sich drei Actinomyceten Stamme von H. panicea als besonders
interessant herausgestellt: Streptomyces sp. HB202, Micromonospora sp. HB254 und
Nocardiopsis sp. HB383. Die Extrakte aller drei Actinomycetales Stamme zeigten biologische
Aktivitdten (Tabelle 5), bei den Stammen HB202 und HB383 konnten zusatzlich NRPS- bzw. Typ
Il PKS-Genfragmente amplifiziert werden (Tabelle 2). Auch hinsichtlich ihres chemischen Profils
zeigten sich alle drei Stamme vielversprechend. Fir Stamm HB202 wurden bereits, in
verschiedenen Stimulationsversuchen von Mtevaetal 2008 gkt neye Phenazine und der Phenazin-
1,6-dicarboxylsaure-4,9-dimethylester beschrieben (Abb. 11). Hingegen konnten bis jetzt keine
Produkte der NRPS bzw. der Typ Il PKS nachgewiesen werden (Tabelle 3). Allerdings gab es in
der vorausgehenden Analyse (Abschnitt 4.2) bereits einen ersten Hinweis auf das Vorhandensein
eines noch unidentifizierten aromatischen Polyketids in Streptomyces HB202. Den in den
Stammen HB254 und HB383 aufgetretenen Massen- und UV-Daten konnten keine bekannten
Substanzen zugeordnet werden. Aus den genannten Grinden wurden diese drei Stamme
ausgewahlt, um Kaultivierungs- und Stimulierungsversuche durchzufiihren. Dabei sollte
beobachtet werden, inwieweit sich das chemische Profil der einzelnen Stamme aus den drei
unterschiedlichen Gattungen verandern und erweitern lie3. Zuséatzlich sollte versucht werden, die
bis jetzt noch unbekannten Sekundadrmetabolite zu isolieren und anschlielend zu

charakterisieren.

OMe CH; COOMe COOR; AR, = Me, R, = CH,CHMe,

I
N N
N B R, = Me, R, = (CH,);Me
N NG CR, = H, R, = CH,CHMe,
I
COOM&H; OMe D R, = Me, R, = CHMe,
COOMe
ER, = Me, R, = CH,Me
R, OH

F R, = Me, R, = CH,CH,CHMe
Phenazin-1,6-dicarboxylsaure Streptophenazin G R, = Me, R, = CH,CH(Me)CH,Me
-4,9-dimethylester

H R, = Me, R, = CH,COHMe,

Abb. 11: Der bekannte Phenazin-1,6-dicarboxylsdure-4,9-dimethylester sowie die Streptophenazine
A - H aus dem Streptomyces sp. HB202.

Ein Stamm hat haufig mehr Potential zur Bildung von Sekundarmetaboliten als aus einem
einzigen Experiment ersichtlich wird. So wird angenommen, dass er viele Substanzen bilden
kann, diese aber jeweils nur unter bestimmten Bedingungen, z.B. Stresssituationen, produziert
[Bode et al. 2002] Bejspielsweise l6ste der Stress durch Zugabe von Ethanol bzw. durch Herbeifiihren
einer Hitzeschockreaktion die Produktion des aromatischen Polyketides Jadomycin B in

Streptomyces venezuelae aus PO et 2 1993
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2002 beschrieben B e a- 2002 gag yon vielen Arbeitsgruppen untersuchte und verwendete
Prinzip, welches zeigt, dass ein Stamm in der Lage ist, viele Substanzen zu produzieren. Diese
Substanzproduktion ist durch das Verandern der Kulturbedingungen ungezielt, aber erfolgreich
und einfach stimulierbar. Mit diesem sogenannten OSMAC-Prinzip war es maglich, aus nur sechs
Stammen mehr als 100 Substanzen aus 25 strukturell unterschiedlichen Gruppen zu isolieren
[Bode etal. 2002 | der theoretischen Erweiterung des OSMAC-Ansatzes wird aufgezeigt, dass jeder
einzelne Biosyntheseschritt auf Transkriptions-, Translations- sowie auf Enzymebene
beeinflussbar ist. So kénnen durch Kombination aus gezielter genetischer Informationssuche und
anschlieBender Variation der Kultivierungsbedingungen viele neue Naturstoffe in einem

Mikroorganismus  gefunden werden [Bde & Maler  2005]

Medienzusammensetzung,
Sauerstoffsattigung, Temperatur, KultivierungsgeféalRe und pH-Wert kénnen leicht variiert werden.
Hierdurch werden sozusagen die Umweltbedingungen des Bakteriums geandert und eine

n [Fim & Jones 2003] - Allerdings ist es bis

Reaktion darauf (in Form von Metabolitbildung) kann erfolge
jetzt noch schwierig, gezielt bestimmte Substanzen zur Produktion anzuregen, da das komplexe
Netzwerk der Regulation des Sekundarmetabolismus zu wenig verstanden ist. Erste
Erkenntnisse bezliglich dieser Regulation auch in Actinobacteria konnten allerdings Uber die

Jahre gesammelt werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Mdgliche Auswirkungen von Sekundarmetaboliten auf das Verhalten anderer Zellen,
modifiziert nach [Shank & Kolter 2009].

Die Mdoglichkeiten, welche der OSMAC-Ansatz bietet, sollten in diesem Teil der Arbeit ndher
untersucht werden, um so einen Eindruck des chemischen Potentials und der Stimulierbarkeit der

drei ausgewahlten Actinomyceten Stamme zu erhalten.
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4.3.2 MATERIAL UND METHODEN

4.3.2.1 Stamme

Aufgrund der durchgefiihrten Vorarbeiten wurden die folgenden drei actinobakteriellen
Stamme ausgewahit (Abb. 13-15).

Abb. 15: Nocardiopsis sp. HB383 auf GYM4-Medium nach 10 Tagen Wachstum bei 28°C.

4.3.2.2 Kultivierungs- und Stimulationsversuche

Um den Einfluss unterschiedlicher Parameter wie Temperatur, Salzkonzentration und —art
(Tabelle 6) sowie die Zugabe verschiedener Signalmolekile auf die drei Stdamme zu untersuchen,
wurden zunachst von allen Stdmmen Vorkulturen hergestellt, indem die jeweilige
Kryokonservierung auf GYM4-Agarplatten ausgestrichen und flr drei bis vier Wochen bei 28°C
inkubiert wurde. Fir die Anzucht der jeweiligen 25 mL GYM4-Flussigkultur in einem 100 mL
Erlenmeyerkolben wurde von der Agarplatte eine Impfése Bakterienmaterial verwendet. Alle
Kulturen wurden im Dunkeln bei 28°C und 120 rpm geschittelt. Die Variationen der
Kultivierungsbedingungen gegentber dem Basisversuch sind in Tabelle 6 dargestellt. Die
Stamme HB202 und HB383 wurden fiir sieben Tage kultiviert. Aufgrund des langsameren
Wachstums wurde Stamm HB254 mindestens fur zehn Tage kultiviert und vor der Extraktion
optisch Uberprift. Zusatzlich wurden Agarplatten der drei Stamme nach 26 Tagen bei 28°C
extrahiert. Alle Versuche wurden mindestens im Doppelansatz durchgefiihrt. Fiir die Zugabe der
Substanzen cAMP und y-Butyrolacton wurde zunéchst mit DNA-freiem Wasser (Sigma-Aldrich,
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St. Louis, USA) je eine 10 mM Stammlésung hergestellt, um anschlieRend die entsprechende
Gebrauchslésung anzufertigen. Alle Lésungen wurden vor ihrem Gebrauch steril-filtriert. Um eine
wachstumsinhibierende Konzentration auszuschlieBen und um eine mdglichst passende
Konzentration auszuwahlen, wurden beide Substanzlésungen in unterschiedlichen
Konzentrationen (10 mM, 5 mM, 2 mM, 1 mM, 500 pM, 200 pM, 100 pM, 10 pM, 100 nM)
getestet. Dafiir wurde eine einen Tag alte Flissigvorkultur des jeweiligen Stammes in GYM4-
Medium mit 15 % Agar vermischt, um anschlieRend daraus Platten zu gieRen. Die verschiedenen
Substanzkonzentrationen wurden dann auf auf dem Agar liegende Filterplattchen aufgetropft.

Fur die Salzversuche wurde zu dem Basismedium eine ansteigende Konzentration an NaCl
zugefugt bzw. CaCO; durch CaCl, ersetzt (Tabelle 6). Bei den Temperaturversuchen wurde nach
72 Stunden fir 17 Stunden die Temperatur von 28°C auf 15°C, 40°C bzw. 60°C geéndert, um die

Kulturen im Anschluss fir die restliche Zeit wieder bei 28°C zu kultivieren.

4.3.2.3 Extraktion der Flissigkulturen und der Platten

Die Extraktion der 25 mL Kulturen wurde mit 15 mL EtOAc, wie bereits in Abschnitt 4.2.2.5

beschrieben durchgefiihrt.

4.3.2.4 Chemische Analyse der bakteriellen Kulturextrakte
Die Analyse der methanolischen Extrakte wurde wie bereits in Abschnitt 4.2.2.7 beschrieben

durchgefiihrt.

Tabelle 6: Kultivierungsversuche der Stdmme HB202, HB254 und HB383. So nicht anders
dargestellt, handelt es sich um 25 mL Kulturen in 100 mL EMK, Inkubation bei 120 rpm, 28°C.

Versuchsbezeichnung Veranderung gegeniber des Basisversuches

Basis keine (25 mL in 100 mL EMK, GYM4, 120 rpm, 28°C)
Temp 15 nach 72 h fur 17 h bei 15°C kultiviert

Temp 40 nach 72 h fur 17 h bei 40°C kultiviert

Temp 60 nach 72 h fir 17 h bei 60°C kultiviert

Salz 5 zusatzlich 5 %o NaCl im Medium

Salz 10 zusatzlich 10 %0 NaCl im Medium

Salz 15 zusatzlich 15 %0 NaCl im Medium

Salz 20 zusatzlich 20 %0 NaCl im Medium

Salz 50 zusatzlich 50 %0 NaCl im Medium

Salz 100 zusatzlich 100 %o NaCl im Medium

Salz 150 zusatzlich 150 %o NaCl im Medium

CaCl, CaCO; wurde durch die gleiche Menge CaCl, ersetzt
cAMP 20 Medium enthielt 20 nM cAMP

CAMP 10 Medium enthielt 10 uM cAMP

y-Butyrol 200 Medium enthielt 200 nmol y-Butyrolacton

y-Butyrol 20 Medium enthielt 20 nmol y-Butyrolacton

Platte GYM4 0 rpm; 26 Tage
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4.3.3 ERGEBNISSE
4.3.3.1 Streptomyces sp. HB202

Streptomyces ist die bekannteste und am besten untersuchte Gattung bezlglich der

n Wawve etal 2001ty sie konnte bereits gezeigt werden, dass die

bakteriellen Naturstoffproduktio
Sekundarmetabolitproduktion durch verschiedenste Stimulationsbedingungen angeregt werden
kann [Poull et al. 1994; Mitova et al. 2008]. 7\,q5t7]ich zeichnet sich die Gattung Streptomyces durch eine
vielfaltige Farbung der Kolonieoberflache sowie durch eine komplexe Matrix aus verzeigten
Filamenten unbestimmter Lange aus, welche mit der Zeit Luftfaden bilden, an denen dann die

Sporen entstehen Madigan et al. 2000]

Nt~

Abb. 16: 3D-UV-Chromatogramm des Extraktes von dem Basisversuch mit Stamm Streptomyces sp.
HB202. Peak 19: Streptophenazin A, Peak 20: Streptophenazin B nach Auftrennung mittels HPLC-
UVIMS.

Bei dem durchgefiihrten Basisversuch mit Streptomyces sp. HB202 wurden die
Strepophenazine A und B produziert (Abb. 16). Insgesamt traten bei den 17 verschiedenen
Kultivierungsbedingungen 23 unterschiedliche Peaks auf (Tabellen 7 und 10).

Tabelle 7: Aufgetretene Peaks bei den Kultivierungsversuchen mit Stamm HB202. In der rechten
Spalte wurden, soweit mdglich, die durch Dereplikation bestimmten Substanznamen angegeben.

Bezeichnung Retentionszeit UV (nm) Masse Substanzbezeichnung
(min) (m/z) [M]"

Peak 1% 2,27 314, 227 165 4-Dimethylamino-
benzoeséaure

Peak 2% 2,61 314, 227 165 4-Methylaminobenzoe-
sauremethylester

Peak 3*° 2,77 440, 330, sh301, 230 463 Mayamycin

Peak 4 3,23 368, sh363, sh352, 252, 215 440 Streptophenazin H

Peak 5% 3,36 314, 227 179 Methy! 4-Dimethyl-
aminobenzoesaure

Peak 6™° 3,83 368, sh363, sh352, 252, 215 400 Streptophenazin
Derivat

Peak 7%° 3,85 322, 223 526 Unbekannt

Peak 8*° 3,87 368, sh363, sh352, 252, 215 420 Streptophenazin
Derivat

Peak 9% 3,95 324,224 510 Xanthobaccin A

Peak 10* 4,10 324, 224 512 Xanthobaccin B

Peak 11% 4,20 sh395, 376, sh359, 274, 234 494 Xanthobaccin C

Peak 12% 4,42 324, 224 510 Stereoisomer von
Xanthobaccin A

Peak 13*" 4,46 322, 223 496 Xanthobaccin Derivat

Peak 14 4,54 368, sh364, sh351, 252, 218 396 Streptophenazin E

Peak 15% 6,42 224 750 Eventuell ein Peptid

Peak 16 4,65 371, sh364, sh354, 252, 213 410 Streptophenazin C

Peak 17 4,72 368, sh364, sh351, 252, 218 410 Streptophenazin D
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Bezeichnung Retentionszeit UV (nm) Masse Substanzbezeichnung
(min) (m/z) [M]"

Peak 18% 4,80 322,223 494 Stereoisomer von

Xanthobaccin C

Peak 19 4,90 367, sh363, sh350, 252, 215 424 Streptophenazin A

Peak 20 4,96 368, sh364, sh351, 352, 218 424 Streptophenazin B

Peak 21 5,18 368, sh364, sh353, 252, 215 438 Streptophenazin F

Peak 22 5,22 368, sh363, sh351, 252, 214 438 Streptophenazin G

Peak 23% 6,52 224 764 Eventuell ein Peptid

a Diese Peaks traten das erste Mal im Laufe dieser Versuche auf.
(Vermutlich) neue Substanz.

Dieser Peak wurde im Laufe dieser Arbeit isoliert.

sh Bezeichnet das Auftreten einer Schulter bei angegebener Wellenlange.

C

Neben den acht bereits bekannten Streptophenazinen A - H (Peak 4, 14, 16-17, 19-22) waren
bei den Retentionszeiten 3,83 und 3,87 min zwei weitere Peaks (Peak 6, 8) mit vergleichbarem
UV-Spektrum erkennbar, deren Massen ebenfalls auf zwei weitere Streptophenazinstrukturen
hindeuteten. Einige der in den Extrakten aufgetretenen Peaks konnten bekannten Substanzen
zugeordnet werden, wie die drei Benzoate (Peak 1-2, 5) und die Xanthobaccine (Peak 9-12, 18)
(Abb. 17). Den Peaks 7, 15 und 23 konnten keine bekannten Sekundarmetabolite zugeordnet
werden, allerdings erschweren die unspezifischen UV-Spektren der Peaks 15 und 23 die Suche
nach bekannten Substanzen. Aufgrund ihrer Massen kénnte es sich hier um Peptide handeln.
Dieses wirde ebenfalls zu dem amplifizierten NRPS-Genfragment aus Streptomyces sp. HB202
passen. Die zunéchst als Peak 3 bezeichnete Substanz, Mayamycin (1), konnte im weiteren

Verlauf der Arbeit ndher charakterisiert werden (Abschnitt 4.4.1).
~n ~

N7 N NH

= = =

0 (l) O~ "OH (0] (l)

Methyl 4-Dimethylamino- 4-Methylaminobenzoe-
4-dimethylamino- benzoesaure sauremethylester
benzoesaure Peak 1 Peak 2

Peak 5

Xanthobaccin A
Peak 9

Xanthobaccin B

Peak 10

Xanthobaccin C
Peak 11

Abb. 17: Identifizierte Sekundarmetabolite aus Stamm Streptomyces sp. HB202.

55



Actinomyceten aus Halichondria panicea — Stimulation
Ergebnisse

Bei den Stimulierungsversuchen zeigte sich ein eher heterogenes Bild der auftretenden
Sekundarmetabolite (Tabelle 10). So wurden im Basisversuch nur Streptophenazin A und B
produziert. Bei den Temperaturversuchen hingegen traten neun unterschiedliche Peaks auf.
Darunter auch die Streptophenazine C, D, F und G sowie das spater beschriebene Mayamycin
(1). In den Salzversuchen wurden bei 5 und 10 % Salzgehalt die Methyl-4-
dimethylaminobenzoesaure und bei 15 und 20 %o Salzgehalt Streptophenazin H produziert. Bei
einem hoheren Salzgehalt fand keine Sekundarmetabolitproduktion mehr statt. Ahnliche
Metabolitprofile wie bei den Temperaturversuchen traten ebenfalls bei dem Austausch von
CaCOj; durch CaCl, sowie bei den Versuchen mit verschiedenen Stimulanzien auf. Bei der
Zugabe von cAMP wurden zuséatzlich die drei bekannten Xanthobaccine A - C produziert. Unter
der Zugabe von y-Butyrolacton konnten zwei neue Steptophenazin-Derivate im Rohextrakt
entdeckt werden. Bei dem Plattenversuch zeigten sich ebenfalls die drei Xanthobaccine A - C
sowie zwei mdgliche neue Xanthobaccine (Peak 13 und 18) mit einer Masse von m/z 496 und
m/z 494.

4.3.3.2 Micromonospora sp. HB254

Die Gattung Micromonospora gehort zu der Familie der Micromonosporaceae und zeigt sich
empfindlich gegenuber pH-Werten unter 6,0. Die Vertreter dieser Gattung wachsen bei
Temperaturen zwischen 20°C und 40°C und bilden ebenfalls ein Mycelium aus. Aul3erdem
kénnen sie unbewegliche Sporen hervorbringen. Meistens erscheinen die Kolonien zunéchst
hellgelb bis hellorange und werden im Laufe der Zeit rot, braun, blaugriin oder lila. Die Sporen
erscheinen dann schwarzbraun, schwarzgriin oder ganz schwarz. Das erste Antibiotikum,

welches aus Micromonospora sp. isoliert wurde, war der Aminozucker Gentamicin [/enstein et a

19631 'Neue Naturstoffe konnten mittlerweile auch aus marinen Mircomonospora Arten isoliert
werden. So produziert Micromonospora sp. L31-CLCO-002, aus einem Homogenisat des

Schwammes Clathrina coriacea isoliert, zwei neue Indolocarbazolalkaloide, 4 -N-Methyl-5-

hydroxystaurosporin und 5 -Hydroxystaurosporin [Hemandez etal. 20001 - ojjerdings wurden bis jetzt nur
Gonzalez et al. 1995]

sehr wenige Stimulationsexperimente mit Vertretern dieser Gattung durchgefiihrt !

70 1 2 3 4 5 6 7 Time mn] 17

Abb. 18: 3D-UV-Chromatogramm des Extraktes von dem Basisversuch mit Stamm Micromonospora
sp. HB254, nach Auftrennung mittels HPLC-UV/MS. Peak 2 kdnnte Teleocidin B sein.

Im 3D-UV-Chromatogramm der Auftrennung des Extraktes aus dem Basisversuch mit Stamm
Micromonospora sp. HB254 trat nur die als Peak 2 bezeichnete Substanz auf (Abb. 18).

Insgesamt waren vier Peaks (Tabellen 8 und 10) in den Extrakten der verschiedenen
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Kultivierungsversuche zu erkennen. Keinem der Peaks konnte mit Sicherheit eine bekannte
Substanz zugeordnet werden. Die Massen-Daten der aus dem Streptomyces mediocidicus
isolierten Teleocidin A und B [Pk et al- 1982] timmten mit Peak 1 und 2 tiberein, allerdings wichen
die UV-Daten voneinander ab. Jedoch ist bekannt, dass Teleocidine photolabile Substanzen sind
und ein Indolgrundgeriist aufweisen @ ® @ 1993 pjese |nformationen decken sich mit denen im
Laufe der Arbeit gewonnenen Daten beziglich Peak 2. Leider konnten aufgrund der Instabilitat
der Substanzen keine genauen chemischen Analysen durchgefuhrt werden (Abschnitt 4.4.2).

Tabelle 8: Aufgetretene Peaks bei den Kultivierungsversuchen mit Stamm HB254. In der rechten
Spalte wurden, soweit mdglich, die durch Dereplikation bestimmten Substanznamen angegeben.

Bezeichnung Retentionszeit UV (nm) Masse Substanzbezeichnung
(min) (m/z) [M]"

Peak 1*¢ 3,05 360, 342, 326s, 303, 437 Evt. Teleocidin A
sh293, 223s

Peak 2*"¢ 3,25 360, 342, 326s, 303, 451 Evt. Teleocidin B
sh293, 223s

Peak 3*¢ 6,09 283, sh225, sh207 468 Unbekannt

Peak 4° 6,73 226 n.i. Unbekannt

a

Diese Peaks traten das erste Mal im Laufe dieser Versuche auf.

Diese Peaks wurden im Laufe dieser Arbeit isoliert.

(Vermutlich) neue Substanz.

sh Bezeichnet das Auftreten einer Schulter bei angegebener Wellenlénge.
s  Schwache Intensitat der angegebenen Wellenlange.

n.i. Hat nichtionisiert.

b

C

Peak 2 trat insgesamt bei den Kultivierungsversuchen am haufigsten (Tabelle 10) und in einer
viel héheren Konzentration als die anderen drei Peaks auf. Peak 3 und 4 wurden jeweils nur
unter einer Bedingung produziert (Plattenversuch bzw. Temperaturversuch 15°C). In dem Extrakt
des 60°C-Temperaturversuches sowie in den Extrakten der Salzversuche 10 bis 150 %o konnten
keine Peaks detektiert werden. Bei den Kulturen der Versuche mit cAMP konnte kein Wachstum
festgestellt und daher keine Analyse durchgefiihrt werden. Das Sekundarmetabolitmuster des
Stammes HB254 ist weniger umfangreich als das der anderen beiden Stamme und es lie3 sich
nur bedingt durch Variation der Kulturbedingungen oder durch Zugabe von Signalsubstanzen

verandern.

4.3.3.3 Nocardiopsis sp. HB383

Fir Nocardiospsis haben im Bereich der Stimulationsexperimente noch keine Untersuchungen

stattgefunden. Diese Gattung zeichnet sich durch vielféaltige Koloniefarben aus und hebt sich

durch den Einbau ungewdhnlicher Teichonsauren in die Zellwand hervor [Raney et al 1996

Nocardiopsis ist fir die Biosynthese einiger sehr interessanter Sekundarmetabolite wie

beispielsweise dem Protein Kinase C Inhibitor K-252a verantwortlich [Kase et a 1986
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Abb. 19: 3D-UV-Chromatogramm des Extraktes von dem Basisversuch mit Stamm Nocardiopsis sp.
HB383 nach Auftrennung mittels HPLC-UV/MS. Peak 3: Nocapyron A, Peak 10, 13, 16, 18, 22, 24-24:
verschiedene Diketopiperazine, Peak 11, 17, 23: unbekannte Substanzen.

In den unterschiedlichen Stimulierungsversuchen mit Stamm Nocardiopsis sp. HB383 traten

33 verschiedene Peaks auf (Tabellen 9 und 10). Drei davon konnten im Laufe dieser Arbeit als

neue Pyrone, Nocapyron A - C (Peak 3, 6, 21), beschrieben werden (Abschnitt 4.4.3). Zuséatzlich

zu den neuen Sekundarmetaboliten wurden bekannte Diketopiperazine (Peak 10, 13, 16, 18, 22,

24-25) produziert. Des Weiteren traten mehrere unterschiedliche Polyen- und Peptidstrukturen
(Peak 1, 4-5, 7, 9, 26, 29-31) auf. Mehrere Peaks konnten keiner bekannten Substanz oder
Substanzklasse zugeordnet werden.

Tabelle 9:

Aufgetretene Peaks bei den Kultivierungsversuchen mit Stamm HB383. In der rechten

Spalte wurden, soweit mdglich, die durch Dereplikation bestimmten Substanznamen angegeben.

Bezeichnung Retentionszeit UV (nm) Masse Substanzbezeichnung
(min) (m/z) [M]"

Peak 1% 2,93 380, 360, 342, 327 602 Polyen

Peak 2% 2,96 sh240, 219 186 Unbekannt

Peak 3*° 2,99 253, 213 268 Nocapyron A

Peak 4% 3,02 sh378, 358, 340 600 Polyen

Peak 5% 3,10 380, 360, 342, 327 602 Polyen

Peak 6°° 3,12 253, 213 282 Nocapyron C

Peak 7° 3,16 sh378, 358, 340 614 Polyen

Peak 8% 3,22 360, 342, 325s, 302, sh292, 451 Unbekannt

222

Peak 9% 3,25 380, 360, 342, 327 616 Polyen

Peak 10*° 3,30 348, 282s, 226 286 (2E/52)-2-[(4-Methoxy-
phenyl)methylen]-5-(2-
methyl-propyliden)-
3,6-piperazindion

Peak 11° 3,38 305, 223 290" Unbekannt

250/557-8
Peak 12% 3,40 (in der - 238 Unbekannt
Masse)

Peak 13?2 3,46 336, 236 286/594 Stereoisomer von
Peak 10

Peak 142 3,58 301, sh228, 216 250/290 Unbekannt

Peak 15% 3,63 301, 224 250/268/2 Unbekannt

90/558

Peak 16% 3,73 360, 224 320 XR334

Peak 172 3,78 342, 224 288 Unbekannt

Peak 18% 3,87 353, 224 320 Stereoisomer von
XR334

Peak 19° 3,82 227 n.i. Unbekannt

Peak 20* 4,16 294, sh230, 208 238 Unbekannt

Peak 21*"° 4,54 253, 213 252 Nocapyron B
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Bezeichnung Retentionszeit UV (nm) Masse Substanzbezeichnung
(min) (m/z) [M]"

Peak 22° 4,75 381, 225 334 XR330

Peak 23? 4,92 363, 226 316/632 Unbekannt

Peak 24° 5,19 381, 226 334 Stereoisomer von
XR330

Peak 25% 5,35 378, 224 334 Stereoisomer von
XR330

Peak 26° 5,99 282, sh226, 210, <200 1089 Peptid

Peak 272 6,07 283s, 224 468 Unbekannt

Peak 28° 6,33 464br n.i. Unbekannt

Peak 29% 6,40 224, <200 1036 Peptid

Peak 30° 6,49 224, <200 1050 Peptid

Peak 31° 6,65 224, <200 1064,0 Peptid

Peak 32° 6,69 227 n.i. Unbekannt

Peak 33? 6,72 478, 453, 426 n.i. Unbekannt

a Diese Peaks traten das erste Mal im Laufe dieser Versuche auf.

Diese Peaks wurden im Laufe dieser Arbeit isoliert.

(Vermutlich) neue Substanz.

Die unterstrichene(n) Masse(n) war(en) die Hauptmasse(n).

sh Bezeichnet das Auftreten einer Schulter bei angegebener Wellenlange.
s  Schwache Intensitat der angegebenen Wellenlange.

br Bereites Plateau bei der jeweiligen Wellenlange.

n.i. Hat nicht ionisiert.

b
c
d

Insgesamt produzierte Stamm HB383 in allen Versuchen aufRer in dem Salzversuch mit
150 %o mehrere unterschiedliche Sekundarmetabolite (Tabelle 10). Dabei traten vor allem die
Diketopiperazine 3-[(4-Methoxyphenyl)methylen]-6-(2-methylpropyliden)-2,5-piperazindion  (6),
XR334, XR330 (Abb. 20) und ihre Stereoisomere sowie das Nocapyron A immer wieder auf. Die
Nocapyrone A - C (2-4) sowie ein weiteres Nocapyron, Nocapyron D (5), und 6 konnten im

weiteren Verlauf isoliert und néher charakterisiert werden (Abschnitt 4.4.3).

H
~ _N O
07 "TN™Y 1
XR334 XR330

Peak 16 _O Peak 22 O

Abb. 20: Die Diketopiperazine XR334 und XR330 aus Stamm HB383.

Tabelle 10: Ergebnisse der Kultivierungsversuche der Stamme HB202, HB254 und HB383. Die
Zahlen in Spalte 2-4 zeigen an, in welchen Ansatzen die Peaks aus den Tabellen 7-9 auftraten.

Versuch HB202 HB254 HB383

Basis 19-20 2 3, 10-11, 13, 16-18, 22-25

Temp 15 5, 16-17, 19-22 2,4 3, 6, 10-11, 13, 16-18, 21-22

Temp 40 3,5, 15-17, 19-23 2 3, 10-11, 13, 16-18, 22

Temp 60 15-17,19-23 - 3, 10-11, 13-14, 16-18, 21-22

Salz 5 5 2 (schwach) 1, 3, 5-6, 10-11, 13-14, 16-18, 21-
22,24
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Versuch HB202 HB254 HB383

Salz 10 5 - 3, 6, 10-11, 13-14, 16-18, 21-22,
24-25

Salz 15 4 - 1, 3, 6, 9-11, 13-14, 16-18, 21-22,
24-25

Salz 20 4 - 3, 10-11, 13-14, 16-18, 21-22, 24

Salz 50 - - 1, 3,5, 10-11, 13, 16-18, 21

Salz 100 - - 1,5,9 12,19

Salz 150 - - -

CacCl, 1-2,5,15-17, 19-23 2 3, 6, 10-11, 13, 16-18, 21-22, 24-
25

cAMP 20 1-2,5,9-12 Nicht gewachsen 1, 3-4, 7, 9-11, 13, 16-18, 21, 27-
28, 32-33

cAMP 10 5,11, 16-17, 19-22 Nicht gewachsen 4-5,7,9,11, 13, 16-18, 21, 27, 32

y-Butyrol 200 6, 8, 16-17, 19-22 2 3, 10-11, 13-14, 16-18, 21

y-Butyrol 20 6, 8, 16-17, 19-22 1-2 3, 8,10-11, 13-14, 16-18, 21-22

Platte GYM4 3,5,7,9-11, 13, 18 1,3 3, 10-11, 13, 16-18, 22-25, 27, 32
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4.3.4 DISKUSSION

Durch die Stimulationsversuche konnte das Produktionspotential der drei Actinomyceten
HB202, HB254 und HB383 aufgezeigt werden. Dabei stellte sich heraus, dass die Stamme
HB202 und HB383 ein weitaus groReres Repertoire an Substanzen produzierten als
Micromonospora sp. HB254, bei welchem insgesamt nur vier verschiedene Peaks auftraten.

Streptomyces sp. HB202 zeigte eine grofRe Fahigkeit, angeregt durch verschiedene
Kultivierungsbedingungen, neue Substanzen zu produzieren. Ausgehend vom Basisversuch
konnten 21 weitere Peaks induziert werden. Dieses Potential lie3 sich bereits bei der Arbeit von
[Mitova et al. 2008] arkannen, bei der die Produktion der Streptophenazine A - D und H erhoht sowie
die Produktion der Streptophenazine F und G durch die Zugabe von Bacitracin bzw. Tetrazyklin
induziert werden konnte. Allerdings scheint, wie zunachst angenommen, die Synthese der
verschiedenen Streptophenazine nicht ausschlie3lich durch Antibiotika wie Tetrazyklin oder
Bacitracin beeinflusst zu werden, sondern im Allgemeinen durch verschiedenste Arten von Stress
oder Zugabe von bestimmten Stimuli. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
Phenazinbiosynthese in diesem Fall von Pseudomonas chlororaphis PCL 1391 stark durch pH,
den Sauerstoffgehalt, die Stickstoffquelle oder die Temperatur beeinflusst wird @ Ri et a. 2004]
Auch die Konzentration von Magnesium, osmotischer Stress und Defizite von Phosphat, Sulfat,
Ammonium und Eisen haben Einfluss auf die Synthese Maod etal. 2006]

Der fir Stamm HB202 von Mtva et a. 2008 hogohriebene Phenanzin-1,6-dicarbon-
sauredimethylester konnte in keinem der Rohextrakte identifiziert werden. Eventuell lag das an
den verwendeten Medien. In diesem Teil der Arbeit wurde GYM4 als Basismedium verwendet,
wohingegen Mtevaetal- 2008 hantsachlich TSB10-Medium nutzte. Das GYM4-Medium besteht zum
groldten Teil aus Glukose, Spurenelementen und Vitaminen, wohingegen das TSB10-Medium
einen hohen Anteil an Aminoséuren und Peptiden wie auch Natriumionen aufweist. Auf3erdem
trat der Phenanzin-1,6-dicarbonsauredimethylester nur unter der Zugabe von Tetrazyklin auf.
Daraus lasst sich schliel3en, dass das Potential zur Produktion von Sekundérmetaboliten in
diesem Stamm noch nicht erschépft ist.

Insgesamt passt das heterogene Bild dieser Stimulationsversuche gut zu den Ergebnissen
aus der Diplomarbeit von [Cuehatka 2010l gaj dieser Arbeit stellte sich heraus, dass die Experimente
mit dem Streptomyces sp. HB202 im Grunde nicht reproduzierbar waren und dass das
Metabolitspektrum stark variierte. Auch in ihren Untersuchungen zeigte sich erneut das enorme
Potential der Stammes HB202. Neben einigen Substanzen, welche auch in dieser Arbeit
identifiziert wurden, traten noch unbekannte Streptophenazine auf. So zeichnete sich
Streptomyces sp. HB202 durch ein enormes Potential zur Produktion bekannter sowie neuer
bioaktiver Sekundarmetabolite aus. Weitere Untersuchungen dieses Stammes sollten daher
unbedingt durchgefihrt werden, vor allem eine Genomsequenzierung wirde gewiss viele
interessante Informationen hervorbringen. Auf diese Weise kénnten weitere spannende
Naturstoffe identifiziert und analysiert werden. Zusatzlich kénnte Stamm HB202 genutzt werden,

um weitere Erkenntnisse bezlglich der Kommunikation und Regulation in Streptomyceten zu
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erhalten. Es ist bekannt, dass zur Kommunikation innerhalb einer Bakterienart sowie zwischen
Bakterien verschiedener Arten kleine Molekille, sogenannte Autoinducer, produziert, abgegeben,
detektiert und beantwortet werden. Auf diese Art und Weise kann die Aktivitat einer grof3en
Gruppe von Zellen koordiniert werden und die Bakterien kénnen wie ein multizellularer
Organismus agieren. Dieser Prozess wird Quorum sensing genannt und ermdglicht den
Bakterien, ihr Verhalten und ihre Anzahl in einer mikrobiellen Gemeinschaft anzupassen Mate's &
Bassler 20031 " Mittlerweile ist bekannt, dass Phenazine als Signalmolekiile fungieren kénnen [Petren &
al 2008l pa Stamm HB202 eine ganze Reihe dieser Strukturen produzieren kann, wére hier eine
solche Untersuchung sicherlich interessant.

Bei den Versuchen mit cCAMP als Signhalsubstanz fand bei Stamm HB254 kein Wachstum statt.
Eventuell waren die Konzentrationen dieser Substanzen doch so hoch, dass diese das
Wachstum des Stammes HB254 hemmten. Es ist bekannt, dass die Gattung Micromonospora
eher langsamer wachst als viele andere Actinomyceten. Und gerade Stamm HB254 zeigte auch
in der Diplomarbeit von [6™chatka 20101 ajn schlechteres Wachstum als die anderen zwei Stamme.
Drei der von Micromonospora sp. HB254 produzierten Peaks wurden erst durch variierende
Bedingungen induziert. Dennoch konnte keiner der Substanzen mit Sicherheit ein Naturstoff
zugeordnet werden, so dass auch Stamm HB254 ein gewisses Potential zur Produktion neuer
Sekundarmetabolite aufwies. Aus der Literatur ist erst wenig Uber die Gattung Micromonospora
bezlglich dieses Themas bekannt. Immerhin wurde 1995 der stimulierende Effekt von
Ammonium auf die Produktion von Gentamicin in Micromonospora purpurea untersucht (€2t et
al- 1991 E5 ware also lohnenswert, Stamm HB254 diesbeziiglich naher zu untersuchen.

Das Metabolitspektrum des Nocardiopsis sp. HB383 scheint durch variierende
Kulturbedingungen erweiterbar zu sein. Gerade die Zugabe verschiedener Botenstoffe wie
beispielsweise cAMP veranderte das sonst recht konforme Substanzprofil. In diesen Versuchen
kénnte cAMP Einfluss auf die Sekundarmetabolitproduktion gehabt und eventuell zur Bildung
neuer Substanzen gefuhrt haben. Fir die Gattung Nocardiopsis sind im Gegensatz zur Gattung
Streptomyces bis heute keine Studien zu diesem Thema durchgefihrt worden und so sind
spezifische Aussagen zur Stimulationsfahigkeit dieser Gattung nur schwer maoglich.

Bei allen drei Stdmmen zeigten sich einige Unterschiede im Metabolitspektrum der Flissig- im
Vergleich zur Plattenkultur. Dieses ist ein bekanntes Phdnomen und lasst sich durch die
unterschiedlichen Kultivierungsparameter erklaren. Beispielsweise kdnnen die Actinomyceten auf
Agarplatte ein Luftmycel ausbilden und produzieren viele Sporen, wohingegen die Sporenbildung
in Flissigmedium deutlich geringer ausfallt. Dazu kommen noch Unterschiede in der Verteilung
der Nahrstoffe und unterschiedliche Sauerstoffzufuhr.

In Zusammenhang mit der Kommunikation steht die Regulation verschiedener bakterieller
Prozesse wie beispielsweise die der Sekundarmetabolitproduktion. Weitestgehend wird
angenommen, dass eine Verlangsamung der Wachstumsrate bzw. das komplette Einstellen des
Wachstums die Produktion von Sekundarmetaboliten in Bakterien anregt. Viele unterschiedliche

Umweltfaktoren haben Einfluss auf die Produktion von bakteriellen Substanzen. Es konnte
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nachgewiesen werden, dass eine geringe Stickstoffkonzentration Einfluss auf die

Antibiotikaproduktion in S. coelicolor und S. clavauligerus hatte [Chakraburtty & Bibb 1997; Jin et al. 2004a; Jin et

al 2004 Fine hohe Konzentration von anorganischem Phosphat im Medium hemmt hingegen

[Martin  2004]

haufig die Sekundarmetabolitproduktion In der Natur sind eher nahrstoffarme

Bedingungen die Regel und nicht die Ausnahme; in vielen 6kologischen Nischen stehen sogar

zeitweise gar keine Nahrstoffe zur Verfugung [Bode & Mdller 2005]

. Da bis heute wenig Uber die
,hatlrlichen“ Bedingungen und die in situ-Konzentrationen in der Mikroumgebung eines
Bakteriums bekannt ist, bleibt eine Vorhersage Uber die Synthese von Sekundarmetaboliten in
situ nach wie vor schwierig.

Mittlerweile ist klar, dass diffusionsfahige Substanzen Teil der Stimulation bzw. Interaktion

Ueda et al. 2000] Baj jhnen und anderen

zwischen Streptomyceten (inter- und intraspecies) sind !
Actinobacteria spielen y-Butyrolactone eine wichtige Rolle. y-Butyrolactone stimulieren die
Antibiotikaproduktion und die Zelldifferenzierung. Sie fungieren als Autoregulatoren, sogenannte

Second Messenger, bakterielle Hormone oder als Signalmolekiile [Téanw et al. 2001]

. Ein gut
untersuchtes y-Butyrolacton aus Streptomyces ist das 2-lIsocapryloyl-3R-hydroxymethyl-y-
butyrolacton, auch A-Faktor genannt. Schon in sehr geringen Konzentrationen schaltet es die
Signalkaskade zur Biosynthese des Streptomycins in der spaten exponentiellen

Wachstumsphase an und fordert die Mycelbildung in Streptomyces griseus [O"sh et al. 1999 Horinouchi

et al. 2001].

Die Synthese der y-Butyrolacton kénnte die Antwort auf bisher unbekannte Einfliisse aus der
Umgebung, wie eine Nabhrstofflimitierung, sein und somit nicht nur als Indikator fir die
Populationsdichte dienen " 2091 sondern eine bifunktionale Rolle einnehmen und dadurch zum
einen den Sekundarmetabolismus und die morphologische Differenzierung koordinieren und zum
anderen als Kommunikationsmolekdl dienen.

Auch unter Zugabe von y-Butyrolacton zeigte sich eine Anderung des Metabolitprofils. Es
bleibt offen, ob diese durch das allgemein sehr variable Verhalten des Stammes HB202
ausgelost wurde oder ob das zugegebene y-Butyrolacton Einfluss auf die Regulation des
Sekundarmetabolismus hatte.

Nicht nur y-Butyrolactone beeinflussen die Sekundarstoffbildung. Seit Langerem ist die duale
Rolle verschiedener Antibiotika bekannt. Es wird angenommen, dass Antibiotika in geringen
Konzentrationen als Signalsubstanzen fungieren und in hohen Konzentrationen als Waffen
dienen [Faardo & Martinez 2008] ' hieges wurde bereits von Paracelsus folgendermaRen formuliert:
Dosen schéadlicher oder giftiger Substanzen sollen in geringeren Konzentrationen eine positive
Wirkung auf den Organismus haben. Dieses kann durch eine J- oder U-férmige Dosis-Wirkungs-
Kurve (Abb. 21) beschrieben werden. Damit erzeugen kleine biologisch aktive Molekile eine
jeweils unterschiedliche phenotypische Reaktion des Bakteriums auf die jeweilig vorhandene
Konzentration. Fur die konzentrationsabhangige Funktion spricht auch, dass es fir die
Verteidigung des mikrobiellen Organismus genitigen wirde, ein Breitbandantibiotikum zu

produzieren. Fir die Kommunikation hingegen werden viele verschiedene Signalmolekile
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bendtigt. Lange wurde von der pharmazeutischen Wirkung einer Substanz auf deren 6kologische
und evolutiondre Funktion geschlossen. War eine Substanz antibiotisch wirksam, wurde
angenommen, dass sie die Aufgabe hat, in Konkurrenz stehende Mikroorganismen zu hemmen.
In der letzten Zeit konnte allerdings immer wieder gezeigt werden, dass antibiotischen Substanze
in geringen Konzentrationen die Transkription von Bakterien regulieren und dass ein und

dasselbe Antibiotikum bei verschiedenen Bakterien unterschiedliche Antworten hervorruft [Fa&do &
Martinez 2008]

Wirkung

Dosis

Abb. 21: Dosis-Wirkungs-Beziehung, bei der unterschiedliche Konzentrationen kleiner bioaktiver
Molekile Einfluss auf den Phenotyp eines Stammes haben. Modifiziert nach [Fajardo & Martinez
2008].

Neben den y-Butyrolactonen und den Antibiotika fungiert das zyklische Adenosin-3°,5-
monophosphat (CAMP) ebenfalls als Signalmolekul in Streptomyceten. Es hemmt beispielsweise
in hohen Konzentrationen die Streptomycin-Produktion und die Mycelbildung in Streptomyces
griseus arpA Mutanten, dagegen stimulieren bzw. verstarken geringe Konzentrationen cAMP
diese beiden Prozesse Hornouchi et al. 2004 "o AMP hat auRerdem Einfluss auf die Auskeimung, die

r [Hamilton

Antibiotikabiosynthese und die morphologische Differenzierung in Streptomyces coelicolo

et al. 1977; Gersch 1979; Gersch et al. 1979; Tata & Menawat 1994; Sisstrunk et al. 1998] Zusatzlich stimuliert cAMP in

diesem Streptomyceten die Biosynthese des Actinorhodins [Sissttunk et al. 1998]

Auch bei den durchgefiihrten Versuchen zeigte sich durch die Zugabe der Signalsubstanz
cAMP eine Veranderung, besonders bei Stamm HB383. cAMP kann sowohl als intrazellulares
wie auch als interzellulares Signal fungieren [Stsstrunk etal. 1998]

Viele Actinomyceten produzieren cAMP, dennoch konnte eine spezifische Funktion dieses

[Botsford & Harman 1992] Insgesamt ist

Molekiils in Gram-positiven Bakterien noch nicht gezeigt werden
aber anzunehmen, dass die Zugabe von Signalsubstanzen wie etwa y-Butyrolacton oder cAMP
ahnliche Bedingungen wie in einer Kokultivierung erzeugt.

Da es sich bei allen drei Stammen um marine Bakterien handelte und ihre urspriingliche
Umgebung einen Salzgehalt von 12-15 PSU, was etwa 12-15 %o entspricht, aufwies, wurde fir
die Stimulationsexperimente eine Salzreihe ausgewahlt. Witterungsbedingt unterscheidet sich
dieser Salzgehalt von Zeit zu Zeit im Standort. Es stellt sich die Frage, ob ein veranderter
Salzgehalt Einfluss auf das Sekundarmetabolitprofil hat und die Produktion von Substanzen
angeregt werden kann. Im Falle des Stammes HB202, welcher Peak 4 nur unter Zugabe von
Salz produziert, scheint dieses der Fall. Auch das Metabolitprofil des Stammes HB383 verandert
sich unter Salzstress. Bei sehr hohen Salzkonzentrationen wachsen alle drei Stamme zwar noch,

stellen aber die Metabolitproduktion ein. Aus der Literatur ist bekannt, dass Meerwasser bzw. die
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Salze im Meerwasser die Antibiotikaproduktion anregen konnen [Ckam! & Okazaki 1978; Kiister & Neumeier

1981 5o ware es also durchaus interessant, weitere Salz- und Meerwasserversuche mit den

verwendeten Stammen durchzufiihren.
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4.3.5 ZUSAMMENFASSUNG

Insgesamt zeigte sich bei den durchgefihrten Stimulierungsversuchen, dass die
Sekundarmetabolitspektren der drei Actinomyceten Streptomyces sp. HB202, Micromonospora
sp. HB254 und Nocardiopsis sp. HB383 durch variierende Kulturbedingungen veranderbar
waren. Es traten etliche neue Peaks auf, von denen eine Reihe im weiteren Verlauf dieser Arbeit
aufgeklart werden konnten.
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4.4 CHARAKTERISIERUNG NEUER NATURSTOFFE

Marine Naturstoffe stellen mittlerweile einen groBen Anteil der neu isolierten
Sekundarmetabolite dar. 2008 wurden 1065 neue marine Substanzen beschrieben Bl et & 20101
Das ist ein Zuwachs von 11 % im Vergleich zum Vorjahr. Unter den Mikroorganismen gehort die
Gruppe der Actinomyceten zu den produktivsten. Die Entdeckung eines neuen Naturstoffes birgt
stetig die Hoffnung auf ein wirksames Mittel gegen Infektionskrankheiten oder
Krebserkrankungen. Zur néheren Charakterisierung werden Naturstoffe zunéchst chemisch
analysiert und ihre biologische Aktivitat wird untersucht. In diesem Abschnitt sollen einige der in
den mit dem Schwamm Halichondria panicea assoziierten Actinomyceten entdeckten, bisher

unbekannten Naturstoffe ndaher charakterisiert werden.

4.4.1 MAYAMYCIN (1), EIN AROMATISCHES POLYKETID AUS STREPTOMYCES SP. HB202
4.4.1.1 Einleitung

Innerhalb der Gruppe der Actinomyceten wurden auch in den letzten Jahren die meisten
Naturstoffe aus der Gattung Streptomyces isoliert. Zu den marinen Beispielen zahlten unter

[Hughes et al. 2008] und die Napyradiomycine [Soria-Mercado et al. 2005]_

anderen die Marinopyrrole A und B

Auch in dieser Arbeit wurde neben einigen bekannten Substanzen ein bisher
uncharakterisierter Naturstoff von dem marinen Streptomyces sp. HB202 produziert, allerdings in
sehr geringen Mengen. Bei einer ndaheren molekularbiologischen und chemischen Betrachtung
(Abschnitt 4.2.3.2) wurde aus HB202 ein 505 bp langes Genfragment mit Ahnlichkeiten zu
Genclustern bekannter aromatischer Polyketide (Tabelle 2) ampilifiziert. Kulturextrakte von HB202
wiesen verschiedene biologische Aktivitdten auf, welche sich aber nicht mit den biologischen
Aktivitdten der bereits identifizierten Metabolite deckten. Um gentigend Substanzmenge fir die
Strukturaufklarung sowie fiir eine Reihe biologischer Aktivitatstests zu erhalten, wurden die
Kultivierungsbedingungen in Anlehnung an die Stimulationsversuche (Abschnit 4.3) erneut
variiert, so dass die neue Substanz, die spater als Mayamycin (1) charakterisiert wurde, in

ausreichender Menge produziert wurde.
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4.4.1.2 Material und Methoden
44121 Kultivierung und Extraktion der Streptomyces sp. HB202 Kultur

Da Stamm HB202 in den vorausgegangenen Stimulationsversuchen nur sehr geringe Mengen
der bis dahin noch unbekannten Substanz produzierte, wurden weitere Kultivierungsexperimente
durchgefiihrt. Diese Versuche wurden mit unterschiedlichen Medien (GYM4, MB, TSB10),
verschiedenen Verhaltnissen zwischen Kulturvolumina und GefaRgréRen (1000 mL (1:1), 500 mL
(1:8), 300 mL (~1:3), 25 mL Medium (1:4)), unterschiedlichen Gefal3formen sowie mit
variierendem Sauerstoffeintrag durch Anderung der Schiittelgeschwindigkeit (Standkultur, 120
rpm) durchgefihrt. Alle Versuche fanden bei 28°C im Dunkeln statt und wurden in einem 2
Tagesrhythmus flr 14 Tage nach Standardbedingungen (15 mL Probe, Zugabe von 10 mL
EtOAc, Abschnitt 4.2.2.5) beprobt. Die jeweilige Vorkultur wurde auf Agarplatte (GYM4) fir etwa
drei bis vier Wochen, bis die Kultur sichtlich gealtert war, angezogen. Anschlieend wurde ein 1
cm? groRes Stiick zum Animpfen der Hauptkultur verwendet.

Es zeigte sich, dass bei der Anzucht im 4 L Penicillinkolben (Abb. 22) (Standkultur) mit 500
mL GYM4-Medium die bis dahin unbekannte Substanz in grof3en Mengen auftrat. Zur Ermittlung
des optimalen Erntezeitpunkts wurde eine Zeitreihe erstellt, bei der in kurzen Abstanden eine

Probe nach Standardbedingungen aufgearbeitet wurde.

Abb. 22: 500 mL GYM4-Kultur des Stammes HB202 im Penicillinkolben.

Um gentigend Ausgangsmaterial fir alle chemischen Analysen sowie flr die Bioaktivitatstests
zur Verfigung zu haben, wurde Stamm HB202 schlieZlich in 10 x 500 mL in 4 L Penicillinkolben
fur 7 Tage bei 28°C (Standkultur) im Dunkeln angezogen. Zum Animpfen der Hauptkultur wurde
pro Penicillinkolben % einer vier Wochen alten GYM4-Agarplatte des Stammes HB202
verwendet. Hierbei war zu beachten, dass nur dann eine Substanzproduktion stattfand, wenn die
Vorkulturplatte eine dunkle Farbung aufwies. Dieses war nur der Fall, wenn die Platte direkt aus
der Kryokonservierung angeimpft wurde. Bei einem einmaligen Uberimpfen der Platte auf eine
neue Agarplatte erfolgte keine Dunkelfarbung der Kultur bzw. der Platte und in der Hauptkultur

wurde anschlieBend kein Mayamycin (1) produziert.

44122 Aufreinigung des Mayamycins (1)

Die 5 L GYM4-Kultur des Stammes HB202 wurde mithilfe des Ultra Turrax T25 basic (IKA-
Werke GmbH and Co) bei 16.000 rpm fir 30 Sekunden aufgeschlossen und anschlieRend mit 3,5
L EtOAc extrahiert. Ein Aliquot des trockenen Rohextraktes (400 mg) wurde mittels HPLC-UV/MS

analysiert. AnschlieRend wurde der Rohextrakt mithilfe der praparativen HPLC (Phenomenex
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Gemini-NX Cig 110A, 100 x 50.00 mm; Elutionsmittel: H,O (A), MeCN (B); Gradient 0 min 10 %
B, 17 min 60 % B, 22 min 100 % B; Fluss 100 mL/min; UV-Detektion bei 236 nm; 8,4-9,0 min)
(Abschnitt 8.3, Tabell 27) aufgetrennt und 166,5 mg Mayamycin (1) wurde mit einer Reinheit von
Uber 95 % isoliert.

44123 Chemische Analytik

Der Drehwert von 1 wurde mithilfe eines Perkin Elmer Model 241 bestimmt. Das UV-Spektrum
von 1 wurde auf einem NanoVue (GE Healthcare) gemessen. Die NMR-Spektren wurden mit
einem Bruker Avance 600 Spektrometer (600 und 150 MHz) mit Cryo-Probenkopf aufgenommen.
Die verbleibenden Lésungsmittelprotonen und -kohlenstoffatome wurden als Referenz verwendet
(64 3,31 ppm und &, 49,0 ppm fiir CD30OD sowie 84 5,32 ppm und 6. 53,8 ppm fur CDCIl,). Mithilfe
eines Benchtop Time-of-Flight Spektrometers (MicrOTOF 1lI, Bruker Daltonics) mit positiver
Elektrospray-lonisation (ESI) wurde von 1 eine exakte Masse ermittelt. FUr die RP-HPLC wurde
ein Gradient (Abschnitt 8.3, Tabelle 27) bestehend aus H,O (A)/MeCN (B) (0 min 5 % B, 4 min
60 % B, 6 min 100 % B; Fluss 2 mL/min), jeweils versetzt mit 0,1 %iger Ameisensaure, tber einer
Cigs Saule (Phenomenex Onyx Monolithic C18, 100 x 3,00 mm) gegeben. Die Saule war
wiederum Bestandteil eines VWR Hitachi Elite LaChrom Systems, welches an einen ESI-
lonenfallen-Detektor (Esquire 4000, Bruker Daltonics) gekoppelt war. Mayamycin (1) konnte hier
bei 3,0 bis 3,4 min detektiert werden.

44124 Ermittlung der antimikrobiellen Aktivitaten des Mayamycins (1)

Um die biologische Aktivitdt von 1 mdoglichst breit zu testen, wurden verschiedene Assays
durchgefiihrt. Zur Ermittlung der antibakteriellen Aktivitat im Allgemeinen wurden verschiedene
Gram-negative Bakterien wie Escherichia coli K12 (DSM 498) und Gram-positive Bakterien wie
Bacillus subtilis (DSM 347) und Staphylococcus lentus (DSM 6672) verwendet. Fir speziellere
Analysen wurden zwei Verursacher von Kérpergeruch am Menschen, Brevibacterium epidermidis
(DSM 20660) und Dermabacter hominis (DSM 7083) sowie der Erreger der gewothnlichen Akne
(acne vulgaris), Propionibacterium acnes (DSM 1897), eingesetzt. Desweiteren wurde gegen funf
sogenannte Krankenhauskeime, Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas
aeruginosa (DSM 50071), Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Staphylococcus aureus (ATCC
33593) und Staphylococcus epidermidis (DSM 20044) getestet, die zum einen gerade bei
immunsuppremierten Patienten nosokomiale Infektionen auslésen und zum anderen haufig
Antibiotikaresistenzen ausbilden konnen. Zuséatzlich wurde gegen die Hefe Candida glabrata
(DSM 6425), ein opportunistischer Pathogener, welcher ebenfalls in immungeschwachten
Menschen den Urogentialtrakt oder das Blut befallen kann, sowie gegen verschiedene
Pflanzenpathogene wie den Erreger der bakteriellen Blattfleckenkrankheit der Zuckerribe,
Pseudomonas syringae pv. aptata (DSM 50252), der Schleimkrankheit bei Kartoffeln und der
Welke beim Tabak, Ralstonia solanacearum (DSM 9544), den Erreger der Adernschwarze bei
Kartoffeln, Xanthomonas campestris (DSM 2405), gegen die phytophatogenen Pilze Septoria
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tritici (BASF), den Erreger der Blattdirre beim Weizen, und Phytophtera infestans (BASF),
welcher die Kraut- und Knollenfaule bei Kartoffeln und die Kraut- und Braunfaule bei Tomaten
auslost, getestet.

Fur alle antibakteriellen Aktivitatstests wurden 50 pL einer 2 mM methanolischen Losung von
1 in jeweils ein Well einer 96er-Mikrotiterplatte pipettiert und anschlielend getrocknet.
Ubernachtkulturen der jeweiligen Teststamme, angezogen in TSB-Medium, wurden auf eine
ODggo von 0,02 bis 0,05 verdinnt, um anschlieBend 200 pL dieser Verdinnung in das
entsprechende Well zu pipettieren. Die Mikrotiterplatte wurde fur 14 bis 16 h bei 28°C, im Fall von
Dermabacter hominis fur 24 h bei 37°C, inkubiert, um dann 10 pL einer Resazurinlésung (0,2
mg/mL PBS) in jedes Well zu gegeben und die Mikrotiterplatte erneut fiir 1 bis 2 h bei 28°C zu
inkubieren. Um die Inhibition des jeweiligen Teststammes durch das Mayamycin (1) festzustellen,
wurde die Umwandlung von Resazurin in Resorufin gemessen, indem die Fluoreszenz bei
560g,/590gm NM bestimmt wurde [Colins & Franzblau 19971 (Apschnitt 4.2.2.8). Die ermittelten Werte
wurden mit einer Positivkontrolle (50 mg Chloramphenicol oder Tetrazyklin fir die bakteriellen
Teststamme; 50 mg Cycloheximid fur die Hefe Candida glabrata, die Pilze Septoria tritici und
Phytophtera infestans) sowie mit einer Negativkontrolle (keine Substanz) auf der gleichen
Mikrotiterplatte abgeglichen.

Propionibacterium acnes wurde unter anaeroben Bedingungen (Anaerocult A mini, Merck,
Darmstadt, Deutschland) in PYG-Medium bei 37°C flir 48 h angezogen und auf eine ODgg VON
0,03 verdiinnt. 200 pL dieser Verdinnung wurden in ein mit Mayamycin (1) vorbereitetes Well
pipettiert und unter anaeroben Bedingungen bei 37°C fir weitere 48 h inkubiert.

Fur Phytophthora infestans wurden 190 uL einer Sporensuspension mit einer Konzentration
von 1x10* Sporen/mL in ein Well gegeben. Von einer 10 mM Mayamycinlésung in DSMO wurde
mit PBS-Puffer eine 100 uM Verdiinnung hergestellt und 10 pL davon eingesetzt. Nach der
Inkubation von 48 h bei 20°C im Dunkeln wurde die Absorption bei 600 nm gemessen. Als
Positivkontrolle diente Cycloheximid.

Die antibakteriellen Tests gegen die klinisch relevanten Stamme Staphylococcus epidermidis
(DSM 20044), Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Staphylococcus aureus (ATCC 33593),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) und Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071) wurden wie
in [Sanly etal. 20031 haschrieben von Frau Dr. S. Schubert im Institut fir Infektionsmedizin am UK-SH
(Kiel) durchgefihrt.

44125 Ermittlung der zytotoxischen Aktivitaten des Mayamycins (1)

Alle zytotoxischen Aktivitatstests in dieser Arbeit wurden freundlicherweise von Frau Dr. H.
Zinecker durchgeftihrt.

Fur einen ersten Anhaltspunkt beziglich der Zytotoxizitat bzw. der antitumoralen Wirkung
einer Substanz wurde die Sensitivitdt der NIH-3T3, HepG2 und HT-29 Zelllinien (DSMZ,
Braunschweig) mithilfe der metabolischen Aktivitdt des CellTiter-Blue Cell Viability Assay

(Promega, Mannheim, Deutschland) bestimmt. Die Maus-Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 und die
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humane Leberkarzinomzelllinie HepG2 wurden in RPMI 1640 Fertigmedium (Invitrogen,
Carlsbad, USA), die humane Kolonkarzinomzelllinie HT 29 in Mc Coys 5A Fertigmedium inkubiert
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Den Medien wurde 10 % fotales Rinderserum (Promocell,
Heidelberg), 100 U/mL Penicillin (Invitrogen, Carlsbad, USA) und 100 pg/mL Streptomycin
(Invitrogen, Carlsbad, USA) zugefugt. Die Kulturen wurden feucht bei 37°C und 5 % CO,
gehalten und zweimal pro Woche Uberimpft. Fir die Aktivitatstests wurden die Zellen mit einer
Anzahl von 7.500 Zellen (NIH-3T3) und 10.000 Zellen (HepG2 und HT-29) in Wells einer 96er
Mikrotiterplatte gegeben. Nach 24 h wurde das Medium entfernt und jeweils 100 pL einer
Mayamycinldsung mit Konzentrationen von 10 pM bis 40 nM (Verdinnung im Medium)
zugegeben. Jede Konzentration wurde dreimal getestet. Tamoxifen (Biomol, Hamburg) wurde als
Standard eingesetzt. Die Anséatze wurden fir 24 h bei 37°C inkubiert, um anschlieBend die
Fluoreszenz mithilfe des Mikrotiterplatten Readers Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei
einer Extinktion von 560 nm und einer Emission von 590 nm zu bestimmen.

Die in vitro Zytotoxizitat gegen die Magen- (GXF 251L), nicht kleinzellige Bronchial- (LXFL
529L), Haut- (MEXF 462NL), Brust- (MAXF 401NL) und Nierenkrebszellen (RXF 486L) wurde
mittels eines modifizierten Propidiumiodid Monolayer Assays durch die Firma Oncotest GmbH

(Freiburg, Deutschland) bestimmt [Pengter et & 1995
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4.4.1.3 Ergebnisse

Um die Produktion der unbekannten Substanz aus dem marinen Streptomyces sp. HB202 zu
steigern, wurden die Kultivierungsbedingungen variiert. Neben den in Abschnitt 4.2.2.4 und
4.3.2.2 beschriebenen Bedingungen wurde der Stamm in GYM4-, MB- und TSB10-Medium in
Erlenmeyerkolben mit einem Kulturvolumen von 1000 mL, 300 mL und 25 mL bei 120 rpm und im
Penicillinkolben als Standkultur (Abb. 22) kultiviert.

Entscheidend flr die erfolgreiche Produktion war zunéchst die Vorkultur. Es musste sich dabei
um eine GYM4-Agarplatte, direkt aus der Kryokonservierung angeimpft, handeln. Diese Platte
farbte sich innerhalb von drei bis vier Wochen rétlich bis braun (Abb. 23 B). Im Gegensatz dazu
fand keine Mayamycinproduktion statt, wenn die Penicillinkolben von GYM4-Platte angeimpft

wurden, welche selbst bereits ein- oder mehrmals Uberimpft wurde. Diese so Uberimpfte Kultur
des Stammes HB202 verfarbte sich nicht (Abb. 23 A).

N, R i &5 ’.—‘

A

Abb. 23: GYM4-Kulturen des Stammes HB202 auf Agarplatten. A: Kultur, die aus einer Vorkultur
Uberimpft wurde (1. Passage). Keine Verfarbung der Agarplatte. Wenn mit dieser Kultur ein
Penicillinkolben inokuliert wurde, fand keine Mayamycinproduktion statt. B: Kultur, die direkt aus der
Kryokonservierung angeimpft wurde. Verfarbung der Agarplatte. Bei Verwendung dieser Kultur als
Inokulum fiir den Penicillinkolben erfolgte eine Mayamycinproduktion.

Bei der Anzucht der Hauptkultur im Penicillinkolben mit GYM4-Medium konnte in Extrakten
neben den bekannten Medienpeaks nur ein Hauptpeak identifiziert werden, ein bis dahin
unbekanntes Benzanthrinderivat, das Mayamycin (1) (Abb. 24).

Intens.
[mAU)

800

Mayamycin

St : s 3 4 5 6 Toelmnl
Abb. 24: MeOH-Extrakt des Stammes HB202 von einer Probe aus dem Penicillinkolben nach
Auftrennung auf einer Cyg-Phase. Im 3D-UV-Chromatogramm ist bei 2,6 min Mayamycin (1) deutlich
als Hauptpeak neben wenigen Medienpeaks zu erkennen. Im oberen Teil der Abbildung ist das UV-
Spektrum des Mayamycinpeaks angezeigt.
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Das Mayamycin (1) wurde aus dem Rohextrakt (400 mg) der Hauptkultur mittels préaparativer
RP-HPLC (C;g) von den Medienbestandteilen getrennt. Insgesamt konnten aus 5 L Kultur 166,5
mg (33,3 mg/L) mit einer Reinheit von tber 95 % gewonnen werden.

Mayamycin (1) ist ein amorpher, dunkelbrauner Feststoff mit einem Drehwert von [a]*% O (c 0,1,
MeOH). Die durch HRESIMS bestimmte Summenformel CyHsNO; (gemessen m/z 464,1707
[M+H]*; berechnet fiir CogHo6NO7 m/z 464,1709) wurde durch das *C NMR- sowie das ‘H-*C
HMBC-Spektrum (Anhang A) bestatigt. In Ubereinstimmung mit dem UV-Vis-Spektrum (Abb. 24)
(UV (MeOH) Amax (log €) 440 (2,44), 330 (2,78), 301sh (2,68), 230 (3,07)) konnte 1 (Abb. 25) der

Gruppe der Anthrachinone zugeordnet werden.

Mayamycin (1) HN\ OH

Abb. 25: (1'R*,3'R*,4"S*,5"R*)-Mayamycin (1).

Durch die im Tieffeld des **C NMR-Spektrums auftretenden Signale zwischen 8¢ 100 und &3¢
170 ppm, welche den aromatischen Kohlenstoffatomen zugeordnet wurden, und durch die beiden
Carbonylgruppensignale bei &c 194,2 und 188,0 ppm konnte das Vorhandensein eines
Chinongrundgeristes bestatigt werden (Tabelle 11). Aufgrund der chemischen Verschiebung
tragen drei der oben aufgezahlten aromatischen Kohlenstoffatome (&¢c 154,4; &¢ 156,5 und &¢
162,9 ppm) jeweils eine Hydroxygruppe. Aulerdem konnte an dem C-3 des aromatischen
Grundgerustes ein Methylrest (64 2,45; s) ausgemacht werden. Umfassende Analysen der 2D-
NMR-Daten (*H-'H-COSY, HSQC, 'H-*C-HMBC und NOESY:; Anhang A) zeigten, dass
Mayamycin (1) ein Polyketid vom Typ der Angucycline war und eine C-glykosidische Bindung zu
einem Aminozucker aufwies (Abb. 25). Die aromatischen Protonen des Ring D des
Angucyclingrundgeriistes H-9, H-10 und H-11 wiesen H-"C-HMBC-Kopplungen zu den
entsprechenden Kohlenstoffatomen C-7a, C-8 und Clla im selben Ring sowie zu dem
Carbonylkohlenstoff C-12 im Ring C auf. Im Einzelnen besteht eine 'H-*C-HMBC-Kopplung
zwischen H-9 und C-7a sowie zwischen H-9 und C-11. H-10 koppelte mit C-8, C-11 und C-11a,
wahrend H-11 mit C-7a, C-9 und der Carbonylgruppe C-12 koppelte. Zusatzlich konnten *H-'H-
COSY-Korrelationen zwischen H-9 und H-10 sowie zwischen H-10 und H-11 beobachtet werden.
Die verbleibenden zwei aromatischen Protonen H-2 und H-4 zusammen mit der Methylgruppe
befanden sich am Ring A. Die genaue Position von Ring A konnte durch 'H,**C-Kopplungen
bewiesen werden. Dabei koppelte das Proton H-2 mit CH3-3, C-4 und C-12, wahrend H-4 mit C-
2, CH3-3, C-4a, C-5 und C-12b koppelte. Die *H,"*C-Kopplung der Methylgruppe mit C-2, C-3 und
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C-4 belegte ihre genaue Position an dem C-3 des Rings A. Damit ist das
Angucyclinongrundgeriist von 1 dem des Dehydrorabelomycins am ahnlichsten (04 & al- 1992] ' pje
'H,3C-Kopplungen von H-4 zu C-5 und C-12b sowie die Kopplungen von H-1" zu C-4a, C-5 und
C-6 zeigten, dass der Aminozucker an C-5 gebunden war. Die NOESY-Kopplung zwischen H-4
und H-1" sowie die chemische Verschiebung von C-1" mit 6¢ 72,8 ppm bekraftigten, dass der
Aminozucker und das Benz[a]anthracengrundgeriist durch eine C-glykosidische Bindung
miteinander verknipft waren. Eine weiterfiihrende Analyse der NMR-Daten zeigte, dass der
Aminozucker ein 2,3,6-Trideoxy-3-methylaminopyran war. Die Position des Methylaminorestes im
Zucker konnte mit *H,**C-Kopplungen zwischen N-CHs und C-3" sowie mit NOESY-Korrelationen
zwischen N-CH; und den beiden Protonen am C-2° bewiesen werden. Der Rest der
Zuckerstruktur konnte durch die *H-"*C-HMBC-Kopplungen der beiden Protonen H-2" mit C-1", C-
3" und C-4", des Protons H-4" mit C-3", C-5" und CH3-5" sowie des Protons H-5" mit C-3", C-4"
und CH3-5" belegt werden. Die Methylgruppe an dem C-5" wies *H-"*C-HMBC-Kopplungen mit C-
4" und C-5" auf. Zusatzlich traten eine Reihe von *H-'H-COSY- sowie NOESY-Korrelationen in
dem Zuckerrest von H-1' zu H-2'b und H-2'a zu H-3' zu H-4' zu H-5' auf. Die Methylgruppe am C-
5" wies NOESY-Korrelationen zu H-5" sowie zu H-4" auf. All diese NOESY-Kopplungen dienten
als zusatzlicher Beweis flr die Struktur des Zuckers. Die chemische Verschiebung von C-4" (&¢
74,5 ppm) in Kombination mit der Summenformel sprechen fiir eine freie Hydroxygruppe an
dieser Position. Die J-Kopplungskonstante von 9,0 Hz fiir H-5"/H-4" sowie fiir H-4"/H-3" zeigten
die axiale Ausrichtung dieser Protonen an. Die axiale Orientierung von H-1" leitete sich von der
NOE-Interaktion zwischen H-3/H-1" ab. Die Ergebnisse sprechen fiir einen N-
Demethylangolosaminzucker und eine relative Konfiguration des Mayamycins (1) von
(1'R*,3'R*,4"S*5'R¥).

Abb. 26: 2D-NMR-Korrelationen des Mayamycins (1), welche relevant fur die Strukturaufkl&arung
waren (a = HMBC-Kopplungen; b = NOESY-Korrelationen).

In ersten Versuchen wurde gezeigt, dass der Rohextrakt des Stammes HB202 einige Gram-
positive und Gram-negative Bakterien hemmte (Tabelle 5). Mit diesem Vorwissen und dem
Wissen, dass Mitglieder der Angucyclinklasse ein reichhaltiges Spektrum an unterschiedlichen
Bioaktivitaten, wie antibakterielle Aktivitdten, enzyminhibitorische Fahigkeiten oder zytostatische
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[Rohr & Thiericke 1992]

Effekte, aufweisen, wurde das Mayamycin (1) auf Aktivitdten gegen

unterschiedliche mikrobielle Vertreter getestet (Tabelle 12).

Tabelle 11: NMR-Daten (600 MHz, CD3;0OD) des Mayamycins (1).

Position Oc,mult. Ox(J in Hz) Ccosy HMBC NOESY
1 156,5; C
2 114,7; CH 6,74; s 4; 3-CHs: 12b
3 143,4; C
3-CHs 22,6: CHs 245: s 2:3:4 4
4 117,6: CH 8,00 s 2 3-0142354a; 5 3-CHy: 1"
4a 139,9: C
5 126,5; C°
6 154,4: C°
138,4/119,4:
6a
C
7 194,2: C
7a 116,3; C
8 162,9; C
9 124,9;CH  7,29; dd (1,2; 8,5) 10 7a; 11 10
10 138,8;CH  7,75;dd (7,5;8,5)* 9;11 8:11: 11a 9: 11
11 120,4;CH  7,58;dd (1,2; 7,5) 10 7a; 9; 12 10
1la 137,9; C
12 188,0; C°
12a 119,4é138,4;
12b 117,8: C
1 72,8; CH 5,70; dd (11,7;2,0) 2'a;2b 4a; 5; 6 4; 2'a; 2'b; 3" 5'
2a 3209:CH,  23% ff‘;)m’o; 13 1% 3 4 1" 3 3-N-CHs
1 . 2127; ddd (1310; L L} LN LN L} 1. 1. 1
2'b 32,9; CH, 2.0: 4.6) 1:3 13" 4 1"; 3" 3-N-CH,
. . 3,23; br; ddd (4,8; B /0 b G Gire G
3 63,0; CH 11.7: 9.0) 2" 4 1" 2'a; 2'b; 3'-N-CHs
S-N- 31 4. CH, 263 s 3 2a: 2b: 3 4'
CH,
& 74,5, CH 3,41; t (9,0) 35 3.5, 5.CH, 2o 35 3-N-CH3 S,
5'-CHs
5 79,2; CH 3,56; dq (9,5; 6,1) 45:' 3" 4" 5'-CH, 1'; 4" 5'-CHs
3
5'-CH, 18,7; CHs 1,42; d (6,1) 5 45 45

Aufgrund des breiten "H Signals im MeOD wurden die J Werte in CD,Cl, aufgenommen.
Abgeleitete HMBC-Korrelationen.

Es zeigte sich, dass 1 eine gute Aktivitdt gegen etliche Teststdmme inklusive Klinisch
relevanter Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa oder den Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (MRSA) aufwies. Ebenfalls konnten Aktivitadten gegen den Erreger der
gewohnlichen Akne Propionibacterium acnes, die Verursacher von Koérpergeruch Dermabacter
hominis und Brevibacterium epidermidis sowie den phytopathogenen Xanthomonas campestris

aufgezeigt werden. Im Gegensatz dazu wurde keine Inhibition der Hefe Candida glabrata, des
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Pilzes Septoria tritici sowie der Gram-negativen Bakterien Escherichia coli, Pseudomonas
syringae und Ralstonia solanacearum festgestellt.
Zusétzlich konnte eine Aktivitat (ICso-Wert: 15,2 uM; Positivkontrolle Cycloheximid ICsy 0,36

MM) gegen den phytophathogegen Oomyceten Phytophthora infestans nachgewiesen werden.

Tabelle 12: Antibakterielle Aktivitaten von 1 gegen verschiedene bakterielle Teststamme.

Teststamm ICso (UM) ICs0 (UM) der
Referenzsubstanz

Bacillus subtilis (DSM 347) 8,0 9,0

Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Brevibacterium epidermidis (DSM 20660) 7,45 13,9

Referenzsubstanz: Tetrazyklin

Dermabacter hominis (DSM 7083) 8,4 1,2

Referenzsubstanz: Tetrazyklin

Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603; ESBL) 2,5 n.b.?

Propionibacterium acnes (DSM 1897) 31,2 1,0

Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071) 2,5 27,3

Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Staphylococcus aureus (ATCC 12600) 2,5 7,5

Referenzsubstanz: Moxifloxacin

Staphylococcus aureus (ATCC 33593; MRSA) 1,25 n.b.?

Staphylococcus epidermidis (DSM 20044) 0,31 n.b.?

Staphylococcus lentus (DSM 6672) 8,0 2,3

Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Xanthomonas campestris (DSM 2405) 30,0 3,6

Referenzsubstanz: Chloramphenicol
Nicht bestimmt.

a

In weiteren Untersuchungen konnte eine in vitro Zytotoxizitdt gegen acht humane
Krebszelllinien (Tabelle 13) gezeigt werden. Die bestimmten ICso-Werte lagen in einem
Konzentrationsbereich von 0,13 pM bis 0,33 puM. Allerdings war Mayamycin (1) mit einem 1Cgo-
Wert von 0,22 uM ebenfalls zytotoxisch gegeniiber der Mausfibroblastenzelllinie NIH-3T3. Hierbei

zeigte die Positivkontrolle Tamoxifen einen ICso-Wert von 23,7 uM.

Tabelle 13: Zytotoxische Aktivitat von 1 gegen acht humane Krebszelllinien.

Krebszelllinie ICs0 (UM) ICso (UM) der
Referenzsubstanz

HepG2 (Leberkarzinomzellinie) 0,2 23,4

Referenzsubstanz: Tamoxifen

HT-29 (Kolonkarzinomzelllinie) 0,3 38,6

Referenzsubstanz: Tamoxifen

GXF251L (Magenkarzinomzelllinie) 0,2 <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

LXF529L (Bronchialkarzinomzelllinie) 0,16 <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

MAXF401NL (Brustkrebszelllinie) 0,29 <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

MEXF462NL (Melanomzelllinie) 0,13 <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

PAXF1657L (Pankreastumorzelllinie) 0,15 <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

RXF486L (Nierenkrebszelllinie) 0,33 <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin
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4.4.1.4 Diskussion

In dem Streptomyces sp. HB202 wurde neben den bereits beschriebenen Streptophenazinen
A - H und einigen weiteren bekannten Substanzen (Abschnitt 4.3.2.2 und 4.3.3.1) das bis dahin
unbekannte  aromatische Polyketid Mayamycin (1) identifiziert ~ werden. Die
Angucyclingrundstruktur des Mayamycins (1) ist bereits seit 1986 von den Benzanthrinen A und

B bekannt [Rasmussen et al 1986, Rohr & Thiericke 1992] = AJlerdings weisen die meisten bekannten

Angucycline ein O-Desoxyglykosid auf und nur eine geringe Anzahl ein C-Glylkosid M et al- 2007]
wie es bei 1 der Fall war. Zuséatzlich ist der Zucker am C-5 lokalisiert und bisher sind nur
Strukturen bekannt, bei denen an dieser Position ein S- oder O-glykosidisch gebundener Zucker

t [Etho et al. 1987; Okabe et al. 1990

vorkomm 1. Dennoch sind Deoxyaminozucker im Allgemeinen haufig Teil

verschiedener Antibiotika, wie beispielsweise das D-Desoamin im Erythromycin [Hams et a. 1965]

(Abb. 5) oder im Oleandomycin [Hochstein et al. 19601 a5 | .Daunosamin im Daunorubicin Heshn &

Kinumaki & Suzuki 1972 Léo et

Fuwara 1983] go\ie das D-Angolosamin im Angolamycin ! I oder im Medermycin !

a 2002 1m Falle des Mayamycins (1) ist der Aminozucker eine mono-N-demethylierte Form des

A [Uesato et al. 2000] und Marmycin [Martin et al. 2007] sind ebenfalls

Angolosamins. Die Antibiotika P371
Beispiele fur Angucycline, welche einen Aminozucker gebunden haben. Aber im Hinblick auf die
Kombination der Angucyclingrundstruktur mit ihrem speziellen Aminozucker und in Verbindung
mit der Verknipfungsstelle dieses Zuckers sowie dem Vorhandensein einer C-glykosidischen
Bindung ist das Mayamycin (1) neu gegenlber den bisher beschriebenen
Angucyclinaminozuckerstrukturen.

Es ist bekannt, dass sich manche aromatische Polyketide in Streptomyceten durch Stress
induzieren lassen. So konnte bei Stamm Streptomyces venezuelae 1SP5230 durch einen Schock
mit Ethanol, Hitze oder Phagen die Produktion des Jadomycin B hervorgerufen werden [Pou! et &
19941 Auch bei der Mayamycinproduktion kénnte der Stress durch zu wenig Sauerstoffeintrag eine
Rolle spielen. Mayamycin (1) trat in dieser Arbeit nur in der Standkultur oder im Plattenversuch
auf. In allen Versuchen, welche bei einer Schittelgeschwindigkeit von 120 rpm durchgefthrt
wurden, wurde 1 nicht produziert. Im Allgemeinen hat Sauerstoff einen grof3en Einfluss auf die
Sekundarmetabolitproduktion von Streptomyceten. So kann Streptomyces coelicolor A3(2) mit
einer groRBeren Verfugbarkeit von Sauerstoff die Produktion des Antibiotikums Actinorhodin
steigern [Fibol & Mavitina 19991 1, Gegensatz dazu konnte fir Streptomyces tendae gezeigt werden,

dass eine zu hohe Sauerstoffkonzentration die Produktion des Antibiotikums Nikkomycin hemmt
[Truck et al. 1990]

Die zuvor durchgefiihrten genetischen Untersuchungen des Stammes HB202 ergaben unter
anderem ein Typ Il PKS PCR-Produkt mit groRen Ahnlichkeiten zu bekannten aromatischen
Polyketidgenclustern (Tabelle 2). Um eine exakte Aussage Uber den Zusammenhang dieses
amplifizierten Genfragmentes und der Biosynthese des Mayamycins (1) zu treffen, misste eine
funktionelle Analyse, wie beispielsweise ein Knock-Out-Experiment, durchgefiihrt werden, bei
dem das gefundene Gen vollstandig abgeschaltet wird und im Anschluss keine

Mayamycinproduktion mehr stattfinden durfte. Es ist jedoch bekannt, dass Mitglieder der
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Angucyclinklasse  tetrazyklische  Benz[a]anthrachinone sind, welche Uber einen
Polyketidbiosyntheseweg hergestellt werden RO & Thiericke 1992 * Apngycycline sind typische Typ I
PKS-Metabolite, deren Grundgeriste die Folge der Kondensation von 10 Acetateinheiten sind.
Als Ergebnis dieses Biosyntheseweges sind die Methylgruppe am C-3 und die Hydroxygruppe
am C-8 besonders typisch und beispielsweise Bestandteil des Landomycins sowie des

Jadomycins [Olano et al. 2009

1. Obwohl Ausnahmen von dieser Regel sehr wohl bekannt sind, bildet
das Mayamycin (1) keine solche, sondern wird sehr wahrscheinlich durch diesen ublichen
Biosyntheseweg hergestellt.

Der Vergleich bekannter Angucyclingencluster, wie das des Jadomycin B [fan e al 1994
Landomycin E 2 © @ 2005 pypromycin @ [MetsaKetela et al. 20041 “ yor Angucycline Sch47554 und
Schq7555 [Basnet et al 20068l gapie des Urdamycin [Pecker & Haag 1995 ;aigte einen hohen
Ubereinstimmungsgrad beziiglich der Organisation des gesamten Genclusters sowie der

entsprechenden Gene an sich [MetsaKetela et al. 2004]

. All diese Angucyclingencluster haben das
charakteristische minimale PKS-System mit einer Ketosynthasedoméane, einem CLF und einem
Acyl-Carrier-Protein. Gene fir eine Zyklase sowie eine Oxygenase sind von der minimalen PKS

in Richtung des 3'-Endes angeordnet, das Gen fiir die Reduktase in Richtung des 5 -Endes [P«

& Haag 1995; Puder 1998; Metsé-Keteld et al. 2004; Zhu et al. 2005] A |1~ das Gencluster des Mayamycins (1) ist mit
groRer Wahrscheinlichkeit so aufgebaut. Um genauere Informationen zu erhalten, musste
zumindest das Gencluster z.B. mittels einer Cosmidbank analysiert werden. Heutzutage bietet
sich allerdings die komplette Genomanalyse an. So kénnten aul3erdem zusatzliche Informationen
Uber Stamm HB202 betreffend weiterer Sekundarmetabolitgencluster und vor allem deren
Regulation gesammelt werden. Schlie3lich konnte neben dem PKS-Genfragment auch ein
NRPS-Genfragment amplifiziert werden, welchem bis jetzt noch kein entsprechender
Sekundéarmetabolit zugeordnet wurde. Es ist aulRerdem anzunehmen, dass dieser Streptomyces
Stamm, wie eine Vielzahl anderer Streptomyceten [0mura et a. 2001; Bentley et al. 2002] 50 aine ganze
Reihe noch unidentifizierter Gencluster zur Sekundarmetabolitproduktion verfiigt. Dieses wird
besonders deutlich im Hinblick auf die Kultivierungs- und Stimulationsversuche in Abschnitt
4.3.3.1 sowie im Hinblick auf die Diplomarbeit von [Gtchatka 20101 1y allen Versuchen wurde
deutlich, dass Stamm HB202 eine enorme Metabolitvielfalt aufweist und bis jetzt nur einige dieser
Substanzen identifiziert wurde. Zusatzlich ist bekannt, dass Streptomyceten im Allgemeinen
haufig mehr als 20 Gencluster zur Naturstoffproduktion in ihrem Genom tragen [Beney et . 2002 lkeda
et al 2003 nd meistens ihr gesamtes Sekundarmetabolitspektrum nur nach und nach erfasst
werden kann.

Genau wie andere tetrazyklische Benz[a]anthrachinone, welche eine groRe Bandbreite an
biologischen Aktivitaten aufweisen wie beispielweise antibakterielle Aktivitaten, Inhibition von
Enzymen und zytostatische Effekte [Ronr & Thiericke 1992 \yiag auch 1 eine Reihe an
unterschiedlichen biologischen Aktivitaten auf. Vermutlich beruht diese Bandbreite auf einer sehr
allgemeinen Wirkung, wie der Interkalierung in die DNA. Fir eine therapeutische Anwendung ist

Mayamycin (1) zu zytotoxisch. Im Vergleich zu der als Medikament gegen Brustkrebs
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eingesetzten Positivkontrolle Tamoxifen (ICsc—Wert von 23,7 uM) hat 1 eine viel hohere
Zytotoxizitat mit einem ICsp—Wert von 0,22 uM. Mayamycin (1) wirde als Medikament also
vermutlich mehr Schaden im menschlichen Korper anrichten als positiven Nutzen haben.
Allerdings muss fiir eine genaue Aussage auch der therapeutische Index herangezogen werden.
Hierbei wird das Verhdltnis der therapeutischen zu der toxischen Dosis einer Substanz errechnet.
Je kleiner dieser Index, desto bedenklicher der Einsatz als Arzneimittel. Alle getesteten
Krebszelllinien zeigten einen @hnlichen ICso-Wert wie die Maus-Fibroblastenzelllinie NIH-3T3. Um
als Medikament eine Chance zu haben, mussten die ICso-Werte der Krebszelllinien weit unter
dem der Fibroblastenzelllinie liegen. Dennoch wére es grundsatzlich interessant, Genaueres tber
die Wirkung des Mayamycins (1) zu erfahren. Auerdem mussten aufgrund der eingeschrankten
Aussagekraft dieser in vitro Untersuchungen anschlieBende Studien am Tiermodell durchgefiihrt

werden, um ein klareres Bild zu erhalten.
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4.4.1.5 Zusammenfassung

Durch diverse Vorarbeiten mit dem aus dem marinen Schwamm H. panicea isolierten Stamm
Streptomyces sp. HB202 konnten bereits antibakterielle Aktivititen des Rohextraktes, das
Vorhandensein eines Typ Il PKS-Genfragmentes, die Fahigkeit zur Stimulierbarkeit und die
Produktion neuer Sekundarmetabolite gezeigt werden. Durch weitere Veranderung der
Kultivierungsbedingungen wurde die Produktion eines neuen Benz[a]anthracenderivates —
Mayamycin (1) — angeregt. Mittels HPLC-UV/MS sowie mithilfe von 1D- und 2D-NMR-
Spektroskopie wurde die Struktur des Molekils aufgeklart. 1 zeigte starke zytotoxische
Aktivitaten gegen acht humane Krebszelllinien sowie Aktivitdten gegen mehrere Bakterien und
Pilze einschlieRlich antibiotikaresistenter Erreger.
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4.4.2 MICROMONOSPORA sP. HB254
4.4.2.1 Einleitung

Extrakte des Micromonospora sp. HB254 Stammes zeigten in den vorherigen Analysen
(Tabelle 5, Abschnitt 4.2.3) eine Bioaktivitdt gegen das Gram-negative Bakterium Ralstonia
solanacearum und einen Hauptpeak in der chemischen Analyse. Da diesem Peak zunéachst keine
bekannte Substanz zugeordnet werden konnte, sollte im Nachfolgenden ausreichend Biomasse
fur die Isolierung und nachfolgende Substanzencharakterisierung zur Verfligung gestellt werden.

Im Allgemeinen ist die Gattung Micromonospora dafur bekannt, interessante Naturstoffe zu
produzieren. Gerade in den letzten Jahren wurden einige neue und vielversprechende
Substanzen aus marinen Micromonospora Stdmmen isoliert. Dazu gehéren die zytotoxischen

[Hernandez

Alkaloide Staurosporin, 4" -N-Methyl-5"-hydroxystaurosporin und 5" -Hydroxystaurosporin
et al. 2000 4as antitumorale Depsipeptid Thiocoralin [Pé'¢z Baz et al 19971 gqyie das zytotoxische
Makrolid 1B-96212 [Canedo et al. 20001 \/on pesonderem Interesse ist das Diazepinomicin, ein
strukturell neues Dibenzodiazepinon aus einer marinen Micromonospora Art, welches eine breite
antitumorale Aktivitat gegen Krebszellen in vitro als auch in in vivo aufweist. In klinischen Studien
zeigte es zunachst eine gute Vertraglichkeit bei Primaten sowie anschlielend auch bei
Krebspatienten. Mittlerweile wird Diazepinomicin in ersten klinischen Untersuchungen zur
Behandlung von Hirntumoren angewandt [chaan et al. 2004; Campas 2009] - gig heyte ist allerdings kein
Sekundarmetabolit bekannt, welcher von einer mit einem Schwamm assoziierten
Micromonospora Art produziert wird. Daher bestand durchaus die Mdglichkeit, dass es sich bei
der Substanz aus Stamm HB254, welcher mit dem Schwamm H. panicea assoziiert war, um

einen neuen Naturstoff handelte.
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4.4.2.2 Material und Methoden
44221 Kultivierung und Extraktion der Micromonospora sp. HB254 Kultur

Um gentigend Ausgangsmaterial fir die Isolierung des Hauptpeaks aus Micromonospora sp.
HB254 zu erhalten, wurden mithilfe von 1 cm? groRen GYM4-Agarplattenstiicken jeweils 12 x 1 L
GYM4-Kulturen im 2 L Erlenmeyerkolben angeimpft. Die Agarplatten waren etwa drei bis vier
Wochen bei 28°C im Dunkeln gewachsen. Um den idealen Erntezeitpunkt zu bestimmen, wurde
alle ein bis drei Tage eine 15 mL Probe nach Standardbedingungen (Zugabe von 10 mL EtOAc,
Abschnitt 4.2.2.5) aufgearbeitet und analysiert. Die Hauptkultur wurde schlie3lich fir neun Tage
bei 120 rpm und 28°C im Dunkeln Kkultiviert.

44222 Aufreinigung des Hauptpeaks aus der Kultur des Micromonospora sp. HB254

Die 12 L GYM4-Kultur des Stammes HB254 wurden mithilfe des Ultra Turrax T25 basic (IKA-
Werke GmbH and Co) bei 16.000 rpm fur 30 Sekunden aufgeschlossen und anschlie3end mit 6 L
EtOAc extrahiert. Ein Aliquot des trockenen Rohextraktes (152 mg) wurde mittels HPLC-UV/MS
analysiert. AnschlieBend wurde der Rohextrakt mit der préparativen HPLC (Merck Hitachi
System, Pumpe: L-7150; Autosampler: L-2450 DAD-Detektor: L-2450; S&aule: Phenomenex
Gemini Cyg 110A AXIA, 100 x 21.20 mm; Elutionsmittel: H,O (A), MeCN (B); Gradient 0 min 35 %
B, 12 min 100 % B, 14,0 min 100 % B; Fluss 15 mL/min; UV-Detektion via DAD) aufgetrennt.
Peak 2 (Abb. 18 und Tabelle 8) konnte zwischen 6,6 und 6,8 min detektiert werden. Etwa 2 mg

konnten mit einer Reinheit von Uber 80 % isoliert werden.

44223 Chemische Analytik

Das 'H NMR-Spektrum wurde mit einem Bruker AV 600 Spektrometer (600 und 150 MHz)
aufgenommen. Die verbleibenden Lésungsmittelprotonen wurden als Referenz verwendet (o
3,31 fur CD30D). Fur die RP-HPLC wurde ein Gradient (Abschnitt 8.3, Tabelle 27) bestehend aus
H,O (A)/MeCN (B) (0 min 5 % B, 4 min 60 % B, 6 min 100 % B; Fluss 2 mL/min), jeweils versetzt
mit 0,1 %iger Ameisensaure, Uber einer C;g Saule (Phenomenex Onyx Monolithic C18, 100 x
3,00 mm) gegeben, die wiederum Bestandteil eines VWR Hitachi Elite LaChrom Systems war,
das an einen ESlI-lonenfallen-Detektor (Esquire 4000, Bruker Daltonics) gekoppelt war. Peak 2

konnte bei 3,3 min detektiert werden.
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4.4.2.3 Ergebnisse

Bei mehreren 12 L Ansatzen des Micromonospora sp. HB254 trat vornehmlich ein Hauptpeak
mit einem UV (MeOH) von 360, 342, 326s, 303, sh293, 223s nm und einer Masse von m/z 451
[M]” auf (Abb. 27). Diese Substanz wurde bereits zuvor (Abschnitt 4.3.3.2) als Peak 2 bezeichnet
und es wurde vermutet, dass es sich um Teleocidin A oder B handeln kdnnte.

Intens.
[mall]
60

Vv 4 5 Time [mn} v

Abb. 27: 3D-UV-Chromatogramm des Extraktes eines 12 L Ansatzes von der Micromonospora sp.
HB254 Kultur nach Auftrennung an einer Cig-Phase. Peak 2 war bei ca. 3,3 min zu erkennen. Der
obere Teil der Abbildung zeigt das UV-Spektrum des Peaks 2.

Peak 2 lie3 sich zuné&chst isolieren, es konnten aber anschlieRend keine adaquaten NMR-
Spektren aufgenommen werden, da die isolierte Substanz besonders lichtempfindlich zu sein
schien. Auch mit der entsprechenden Vorsicht ist es bis jetzt nicht gelungen, eine Stabilitat des
Peak 2 zu erhalten. Die erhaltenen *H NMR-Daten [*H NMR (500 MHz, MeOD) &, 9,89 (1H, s,
COH-10), 8,17 (1H, d, J = 7,88 Hz, CH-4), 8,09 (1H, s, CH-2), 7,48 (1H, d, J = 7,91 Hz, CH-7),
7,28 (1H, t, J = 7,20 Hz, CH-5), 7,24 (1H, t, J = 7,20 Hz, CH-6)] (Anhang A) konnten aber
zumindest Aufschluss Uber das Zerfallsprodukt geben. Hierbei handelte es sich um Indol-3-
carbaldehyd (Abb. 28). Aufgrund der Instabilitéat der Substanz aus Stamm HB254 wurden keine
Bioaktivitatstests durchgefihrt.

4 10

Indol-3-carbaldehyd
Abb. 28: Indol-3-carbaldehyd, das Zerfallsprodukt der Substanz aus Stamm HB254.
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4.4.2.4 Diskussion

Immer wieder kommt es vor, dass Schwierigkeiten bei der Charakterisierung eines
unbekannten Naturstoffes auftreten. Sei es, dass die Kultur nicht genliigend Ausgangsmaterial
produziert, Derivate sich nicht sauber voneinander trennen lassen oder dass die isolierte
Substanz hohe Instabilitat aufweist. Auch im Falle des Stammes Micromonospora sp. HB254
konnte fir die aussagekraftige NMR-Analyse kein geeignetes Material gewonnen werden.
Allerdings passen die erhaltenen Daten der Peaks 1 und 2 (Abschnitt 4.3.3.2) sehr gut zu denen
der Teleocidine A (m/z 437 [M]") und B (m/z 451 [M]"), isoliert aus Streptomyces sp. [Teashima &

Sakai 1960; Fujiki et al. 1979 = aych in der Literatur wurde fir die Derivate des Teleocidin eine

e et al. 19931 E5 konnte sich bei den zwei Substanzen aus Stamm

Photolabilitat beschrieben !
HB254 also um Teleocidin A und B handeln. Um diese Annahme allerdings zweifelsfrei
bestétigen zu kdnnen, misste es gelingen, die Stabilitdt von Peak 2 zu gewahrleisten. Es wiirde
sich mit Sicherheit lohnen, mehr Informationen zu gewinnen, da bis heute nur wenige
Indolstrukturen aus der Gattung Micromonospora bekannt sind, wie die hochaktiven Substanzen
Staurosporin, 4'-N-Methyl-5'-hydroxystaurosporin und 5'-Hydroxystaurosporin [Hemandez et al. 2000]
sowie das Diketopiperazin Sch 725418 [Yand e @ 2004 Eq \yare also besonders aufschlussreich,
eine Bedingung zu finden, unter der Peak 2 und vielleicht sogar Peak 1 isoliert ihre Stabilitat
behalten wirden, um so weitere chemische und biologische Untersuchungen durchfiihren zu
kénnen. Allerdings wére eine nachfolgende biotechnologische Anwendung der unmodifizierten
Substanz mdéglicherweise recht schwierig, obwohl es durchaus, wie im Falle des Nystatins,
Substanzen gibt, die trotz ihrer Lichtempfindlichkeit mittlerweile als Medikamente eingesetzt

werden.
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4.4.3 NOCAPYRONE A - D, y-PYRONE AUS NOCARDIOPSIS SP. HB383
4.4.3.1 Einleitung

Mittlerweile sind recht viele Sekundarmetabolite aus Nocardiopsis Stammen bekannt.

Aufgrund der vielversprechenden Hemmung der Protein Kinase C gehdrt das Staurosporin-

ahnliche K-252a (Abb. 29) zu den interessantesten Strukturen dieser Gattung Kase et & 19861,

Abb. 29: Der Protein Kinase C Hemmer K-252a, isoliert aus Nocardiopsis sp.

Obwohl viele unterschiedliche Metabolite von der Gattung Nocardiopsis produziert werden,
wurden bis jetzt keine y-Pyrone beschrieben. Im Allgemeinen kommen Pyrone allerdings haufig
in der Natur vor und werden von den unterschiedlichsten Organismen hergestellt V¢ @ 2009 pje
meisten wurden im Laufe der Zeit aus marinen Organismen isoliert ™ @ a- 20091 Eq gipt
Vermutungen, dass Pyrone als sogenannte Allomone, also Botenstoffe, dienen MWk et a- 20091 pych

innerhalb der Actinomyceten und gerade bei Streptomyceten kommen y-Pyrone haufig vor 2" &

al. 1986; Yoshida et al. 1990 ' Fines der bekanntesten Beispiele aus einem Streptomyceten ist das
Actinopyron A [Yano et 19861 (Al 30), fir welches zunachst gefaRerweiternde und antibakterielle

Eigenschaften beschrieben und diese spater durch vielversprechende Aktivitaten gegen den fir

Taniguchi

eine Reihe von Magenerkrankungen verantwortlichen Helicobacter pylori erganzt wurden !
et al. 2000]

Abb. 30: Actinopyron A aus Streptomyces pactum.

Bei der Untersuchung von mit dem Schwamm H. panicea assoziierten Actinomyceten
(Abschnitt 4.2.3) stellte sich heraus, dass Stamm Nocradiopsis sp. HB383 ein 615 bp langes
Genfragment mit 89 %iger Ahnlichkeit zu der 3-Oxoacyl-(acyl-carrier-protein) Synthase Il aus
Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 (EEK37209) und 75 %iger
Ubereinstimmung mit dem Gen der Polyketid-Beta-ketoacyl-Synthase a aus Streptomyces
coelicolor (NP_629460) [Bentley et al. 20021 7qigte (Tabelle 2). AuBerdem konnten im Kulturextrakt
Aktivitditen gegen Gram-positive Bakterien nachgewiesen werden (Tabelle 5). Durch die
Stimulationsversuche (Abschnitt 4.3.3.3) mit diesem Stamm war es moglich, das
Sekundarmetabolitprofil zu erweitern. Einige bis dahin unidentifizierte Substanzen konnten erst
im Nachhinein aufgeklart werden. Dabei handelte es sich um vier neue y-Pyronstrukturen, die
Nocapyrone A - D (2-5), sowie weitere, bereits bekannte Substanzen.
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4.4.3.2 Material und Methoden
44321 Kultivierung und Extraktion der Nocardiopsis sp. HB383 Kultur

Um einige der unidentifizierten Peaks aus den vorherigen Versuchen naher zu beschreiben,
wurde Stamm Nocardiopsis sp. HB383 im grofReren Maf3stab angezogen. Dafur wurde eine 100
mL Vorkultur in GYM4-Medium in einem 300 mL Erlenmeyerkolben mit einem Kryoklgelchen
hergestellt und fiir drei Tage bei 120 rpm und 28°C im Dunkeln kultiviert. Von dieser Vorkultur
wurden jeweils 10 mL in einen mit 1 L GYMCaCl, Medium vorbereiteten 2 L Erlenmeyerkolben
Uberfuhrt. Die Kultur wuchs fir 17 Tage bei 120 rpm und 28°C im Dunkeln. Um den Verlauf der
Metabolitproduktion zu Uberprifen, wurde die Kultur in einem 2- bis 3-Tagesabstand nach
Standardbedingungen (15 mL Probe, Zugabe von 10 mL EtOAc, Abschnitt 4.2.2.5) beprobt.

Die Kultur (12 L) wurde mithilfe des Ultra Turrax T25 basic (IKA-Werke GmbH and Co.,
Staufen) bei 16.000 rpm fir 30 Sekunden homogenisiert und mit 6 L EtOAc extrahiert. Der
Rohextrakt (804 mg) wurde getrocknet, in MeOH resuspendiert und mittels HPLC-UV/MS
analysiert. Dafir wurde eine RP-HPLC mit einem Gradient (Abschnitt 8.3, Tabelle 27) bestehend
aus H,O (A)/MeCN (B) (0 min 5 % B, 4 min 60 % B, 6 min 100 % B; Fluss 2 mL/min), jeweils
versetzt mit 0,1 %iger Ameisensaure, Uber einer C;g Saule (Phenomenex Onyx Monolithic C18,
100 x 3,00 mm) gegeben, die wiederum Bestandteil eines VWR Hitachi Elite LaChrom Systems
war, das an einen ESI-lonenfallen-Detektor (Esquire 4000, Bruker Daltonics) gekoppelt war.
Nocapyron A (2) und B (3) wurde bei 3,2 bzw. bei 4,5 min detektiert.

44322 Aufreinigung der Nocapyrone A - D (2-5) und des (2E/52)-2-[(4-
Methoxyphenyl)methylen]-5-(2-methylpropyliden)-3,6-piperazindion (6)

Der Rohextrakt wurde mittels préaparativer HPLC (Merck Hitachi System, Pumpe: L-7150;
Autosampler: L-2450 DAD-Detektor: L-2450; Saule: Phenomenex Gemini C1g 110A AXIA, 100 x
21.20 mm; Elutionsmittel: H,O (A), MeCN (B); Gradient 0 min 5 % B, 16 min 70 % B, 16,5 min
100 % B; Fluss 18 mL/min; UV-Detektion via DAD) aufgetrennt. Nocapyron A (2) (3,7 mg) eluierte
bei 6,5 min, Nocapyron B (3) (0,3 mg) bei 9,1 min. Um Nocapyron C (4) (0,9 mg, eine Mischung
aus zwei Stereoisomeren) und Nocapyron D (5) (0,2 mg) zu isolieren, wurden die vorhandenen
Fraktionen mittels praparativer HPLC weiter aufgearbeitet. Es wurde eine semi-praparative
Normalphasenséaule (Phenomenex Luna silica 5micron 250 x 10.00 mm) und ein Gradient aus
Isopropanol (C) und Hexan (D) (O min 75 % D, 16 min 80 % D, Fluss 5 mL/min) verwendet.
Nocapyron C (4) und Nocapyron D (5) eluierten bei 7,2 min bzw. bei 9,1 min. 6 (0,6 mg) fiel im
methanolischen Extrakt als farbloser Feststoff aus und wurde daraufhin mehrfach mit H,O
gewaschen. Anschlielend wurde viermal 1 mL MeOH dazugegeben und die methanolische
Losung dann Uber die préaparative HPLC mit einem H,O/ACN-Gradienten von 45 % ACN auf
90 % ACN in 13 Minuten aufgereinigt. 6 eluierte bei 5,0 min.
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4.4.3.2.3 Chemische Analytik

Mithilfe eines Benchtop Time-of-Flight Spektrometers (MicrOTOF Il, Bruker Daltonics) mit
positiver Elektrospray-lonisation (ESI) wurden von 2-6 exakte Massen bestimmt. Die UV-
Spektren wurden auf einem NanoVue (GE Healthcare) gemessen. Die NMR-Daten wurden auf
einem Bruker DRX500 Spektrometer (500 und 125 MHz fir *H bzw. *C NMR) in der
Spektroskopischen Abteilung am Institut fir organische Chemie der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel aufgenommen. Die Restsignale der L&sungsmittelprotonen und —kohlen-
stoffatome dienten jeweils als Referenz (64 3,31 und &¢ 49,0 ppm fir CD3;0OD; 6y 2,5 und &¢
39,51 ppm fiir DMSO-d6).

44324 Biosynthesestudien

Um erste Einblicke in die Biosynthese der Nocapyrone zu erhalten, wurden einige
Futterungsexperimente mit  1-**C-Natriumacetat, 1-**C-Natriumpropionat und Methyl-**C-
methionin mit 99 % *3C (Cambridge Isotope Laboratories, Isotec and Aldrich, Land) durchgefiihrt.
Fur die Kultivierung wurden die Vorkulturen wie bereits beschrieben angezogen. Fir die
Hauptkultur wurde von der Vorkultur jeweils 1 mL zusammen mit den markierten Substanzen
(insgesamt 500 mg 1-**C-Natriumacetat, 500 mg 1-*C-Natriumpropionat und 17 mg Methyl-**C-
methionin; in H,O, steril gefiltert) zu 15 x 300 mL Erlenmeyerkolben mit 100 mL GYM4CaCl,-
Medium gegeben. Die Isolierung von Nocapyron A (2) (~ 1 mg) erfolgte wie bereits beschrieben.

4.4.3.2.5 Ermittlung der antimikrobiellen Aktivitaten der Nocapyrone A (2) und B (3) sowie
von 6

Fir die antimikrobiellen Aktivitatstests mit den Substanzen 2, 3 und 6 wurden folgende
Stdmme verwendet: Die Bakterien Bacillus subtilis (DSM 347), Erwinia amylovora (DSM 50901),
Escherichia coli K12 (DSM 498), Pseudomonas flourescens (NCIMB 10586), Propionibacterium
acnes (DSM 1897), Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071), Pseudomonas syringae pv. aptata
(DSM 50252), Ralstonia solanacearum (DSM 9544), Staphylococcus epidermidis (DSM 20044),
Staphylococcus lentus (DSM 6672), Xanthomonas campestris (DSM 2405) und die Hefe Candida
glabrata (DSM 6425). Durchgefihrt wurden diese Assays wie in Abschnitt 4.4.1.2.4 beschrieben.

Die Nocapyrone C (4) und D (5) wurden aufgrund ihrer geringen Mengen nicht getestet.

4.4.3.2.6 Ermittlung der zytotoxischen Aktivitaten der Nocapyrone A (2) und B (3) sowie
von 6

Die Ermittlung der Zytotoxizitat der Substanzen 2, 3 und 6 wurde wie in Abschnitt 4.4.1.2.5
beschrieben durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente Tamoxifen, welches ICso-Werte von
23,7 uM (NIH-3T3) und 23,4 uM (HepG2) aufwies.
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4.4.3.2.7 Ermittlung der enzyminhibitorischen Aktivitat der Nocapyrone A (2) und B (3)
sowie von 6

Um die spezifische Hemmung bestimmter Enzyme zu untersuchen, wurden die Substanzen 2,
3 und 6 in unterschiedlichen enzymatischen Tests eingesetzt. Hierzu gehorten bekannte Targets
wie die Phosphordiesterase 4 (PDE4), ein Enzym, welches sekundéare Botenstoffe abbaut und
deren Hemmung bei der Behandlung von Depressionen, Lungen- und Hauterkrankungen erprobt
wird [Wachtel 1983; Griswold et al. 1993] ‘g0 die Protein Tyrosin Phosphatase 1B (PTP1B), deren Storung
im Endeffekt zu einer Tumorbildung fihren kann [Eekhof 2002 - Aych eine Wirkung auf die HIV-1
Reverse Transkriptase (HIV-1-RT) und die Acetylcholinesterase (AchE) wurde untersucht. Die
Aktivitait der AchE wurde nach dem kolorimetrischen Assay von [Elman et al 1961 4,
Mikrotiterplattensystem gemessen. Die eingesetzte Konzentration der jeweiligen Testsubstanz
betrug 100 pM. Eine mégliche Aktivitat gegen die PTP1B wurde mithilfe des Biomol Green™
PTP1B tyrosin phosphatase drug discovery Kits (Enzy Life Science GmbH, Loérrach) nach
Angaben des Herstellers Uberprift. In dem Testsystem wurden 5 pL (1 mg/mL) der jeweiligen
Substanz eingesetzt. Die Aktivitat der HIV-1-RT wurde mittels des kolorimetrischen Reverse
Transkriptase ELISA Kits (Roche, Mannheim) nach Angaben des Herstellers untersucht. Fir den
Test wurden 6 pL einer 100 uM Ldsung der jeweiligen Substanz eingesetzt. Die Aktivitat der
PDE4 wurde ebenfalls nach Angaben des Herstellers mithife des PDE Light HTS cAMP
Phosphordiesterase Kits (Lonza, Rockland, USA) ermittelt. Die Substanzen wurden in einer
Konzetration von 40 uM getestet. Der Enzymassay zur Bestimmung der Aktivitat der Glykogen
Synthase Kinase 3 B (GSK-3B) wurde nach [Ba ¢ a- 20071 5 sgefiihrt. Die Substanzen wurden in

einer Konzentration von 40 uM getestet.
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4.4.3.3 Ergebnisse

Wahrend der Bearbeitung der Nocardiopsis sp. HB383 Kultur wurden bei HPLC-UV/MS
Analysen mehrere Hauptpeaks im 3D-UV-Chromatogramm (Abb. 31) mit den Massen 334, 320,
286 und 268 detektiert.
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Abb. 31: 3D-UV-Chromatogramm eines Extraktes einer 12 L Kultur des Stammes HB383 nach
Auftrennung an einer Cig-Phase. Zwischen 3 und 6 min traten die verschiedenen Diketopiperazine
und ihre Stereoisomere auf. Der obere Teil der Abbildung zeigt das UV-Spektrum von XR334.

Die ersten drei Hauptpeaks stellten sich als verschiedene Diketopiperazine heraus, welche bis
jetzt noch nicht aus Nocardiopsis Arten bekannt waren. Der vierte Hauptpeak gehorte, mit drei
weiteren Derivaten, zu einer Reihe von y-Pyronen, von denen durch praparative HPLC zunéchst
Nocapyron A (2) und B (3) und durch weitere Aufreinigung Nocapyron C (4) und D (5) (Abb. 32)
isoliert werden konnten.

Nocapyron A : R =-OH (2) Nocapyron C : R =-OH (4)
Nocapyron B : R = -H (3) Nocapyron D : R = =0 (5)
Abb. 32: Die aus Nocardiopsis sp. HB383 isolierten Nocapyrone A - D (2-5).

Die Nocapyrone A - D (2-5) zeigten sich als farb- und gestaltlose Feststoffe mit durch
HRESIMS bestimmten Summenformeln von CisH»,O, (gemessen m/z 269,1847 [M + H];
berechnet m/z 269,1847) fiir 2, CisH»403 (gemessen m/z 253,1805 [M + H]"; berechnet m/z
253,1798) fiir 3, C16H,60,4 (gemessen m/z 283,1903 [M + H]"; berechnet m/z 283,1903) fiir 4 und
Ci6H2404 (gemessen m/z 281,1749 [M + H]"; berechnet m/z 281,1747) fir 5. Diese Daten
passten zu den erhobenen NMR-Daten (Anhang A sowie Tabellen 14 und 15). Die
Strukturaufklarung der vier Nocapyrone beruhte hauptséchlich auf den NMR-Spektren des
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Nocapyron A (2). Das zugehorige **C NMR-Spektrum zeigte 14 deutliche Signale. Die Signale C-
11/C-12 (8¢ 29,4) waren nicht stérker als die anderen Kohlenstoffsignale. Aber durch die
zugehorigen H Signale, welche zu sechs integrierten, zeigte sich das Vorhandensein zweier
magnetisch aquivalenter Methylgruppen (&4 1,17; s). AuBerdem traten drei weitere
Methylgruppen, C-13 (3¢ 10,3), C-14 (3¢ 7,2) und C-15 (8¢ 56,5), im **C Spektrum auf. C-15
konnte durch seine chemische Verschiebung als Methoxygruppe identifiziert werden. Au3erdem
zeigte 2 eine Kette mit vier Methylengruppen CHy»-6 bis CH»-9 (6¢ 31,7; &4 2,72; &¢ 28,8; &4 1,71;
Oc 25,0; o4 1,46 und &¢ 44,5; o4 1.50) und vier olefinischen, quartaren Kohlenstoffen C-1 (8¢
164,8), C-2 (6¢ 100,2), C-4 (6¢ 119,3) und C-5 (6¢c 161,4). Durch die chemische Verschiebung
konnte ebenfalls festgestellt werden, dass zwei dieser Kohlenstoffatome, C-1 und C-5, in
Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom lagen. Schlie3lich konnte das Signal bei 183,4 ppm als
Carbonylgruppe identifiziert werden. Mithilfe des H-*C-HSQC Spektrums konnten allen
Kohlenstoffatomen die entsprechenden Protonen zugeordnet werden. Das ‘H-'H-COSY-
Spektrum zeigte, dass nur ein Spinsystem vorhanden war, welches sich aus den
Methylengruppen der Seitenkette zusammensetzte. Die endgultige Struktur des Nocapyron A (2)
(Abb. 33) konnte mithilfe des *H-"*C-HMBC-Spektrums aufgeklart werden.

Abb. 33: Ausgewahlte *H-"H-COSY- (fett) und *H-*C-HMBC-Korrelationen (Pfeile) von 2.
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Tabelle 14: NMR-Daten (500 MHz, MeOD) der Nocapyrone A (2) und B (3).

Nocapyron A (2)

Nocapyron B (3)

Position Oc, mult. O (Jin HZ) HMBC COosy Oc, mult. Oy (Jin Hz) HMBC COosy
1 164,8; C 164,9; C

2 100,2; C 100,0; C

3 183,4; C 183,3; C

4 119,3; C 119,2; C

5 161,4; C 161,8; C

6 31,7;CH, 2,72;t(7,5 4;5;7;8 7 31,5;CH; 2,70;t(7,5) 4,5,7;8 7

7 28,8;CH, 1,71;tt*(7,5) 5;6;8;9 6,8 27,9;CH; 1,69; quint. (7,5) 5;6;8;9 6; 8

8 25,0;CH, 1,46;m 6:7;9 6,9 30,2;CH, 1,42;m 6,7;9 6,9

9 445;:CH, 1,50; m 8;10;11/12 8 39,7, CH, 1,31;m 8,10;11/12 8

10 71,4;C 29,2; CH  1,55; septet (6,8) 11/12 9; 11/12
11/12 29,4;CH; 1,17;s 9; 10; 11/12 22,9;CH;  0,90; d (6,8) 9,10; 11/12 10

13 10,3; CH; 1,94;s 3:4:5 10,2; CH; 1,93;s 3;4,5

14 7,2; CH; 1,81;s 1;,2;3 7,0; CH3 1,81;s 1;2;3

15 56,5; CH; 4,03;s 1 56,3; CH; 4,03;s 1

a

Das Signal trat als Quintett auf bedingt durch die Kopplungskonstante mit H,-6 und H,-8.

91



Actinomyceten aus Halichondria panicea — Charakterisierung neuer Naturstoffe — Nocapyrone
Ergebnisse

Tabelle 15: NMR-Daten (500 MHz, MeOD) der Nocapyrone C (4) und D (5).

Nocapyron C (4)

Nocapyron D (5)

Position Sc, mult. Sy (Jin Hz) HMBC  COSY Sc, mult. &y (Jin Hz) HMBC COSY
1 164,6; C 164,8% C

2 100,1; C 99,8% C

3 183,2; C 182,7% C

4 119,2; C 119,0%

5 161,3; C 161,0% C

6 31,5:CH, 2,72;t(7,5) 4,5 7 31,4,CH, 2,70;t(7,5) 4,5, 7 7

7 27,7:CH, 1,71; m(7,5) 6 6:8 27,7: CH, 1,71; quint. (7,5) 5;8;9 68
8 335 CH, 1,3-15m 31,2;CH, 1,28-1,45;m

9 33,3;CH, 1,3-15m 33,4;CH, 1,70;1,40; m 7

10 40,8; CH 1,45; m 11; 16 47,4, CH  2,59; sextet (6,8) 9; 16
11 71,8;CH  3,62;dq (6,2; 4,6) 10; 11 215,3% C

12 20,0; CH; 1,11;d (6,2) 10; 11 11 28,3;CH; 2,14;s 10; 11

13 10,1; CH; 1,93;s 3;4;5 10,1; CH; 1,93;s 3;4;5

14 7,0; CH; 1,81;s 1;2:3 7,0; CH3 1,81;s 1;2:3

15 56,4;CH; 4,03;s 1 56,3; CH; 4,03;s 1

16 14,9; CH;  0,88;d (6,9) 9;10;11 10 16,5;CH; 1,08;d (7,0) 9;10; 11 10

a

Die chemischen Verschiebungen der quatéren Kohlenstoffatome wurden vom *H-"*C-HMBC-Spektrum abgeleitet.
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Aus der Summenformel Cy5H,404 konnten vier ungesattigte Positionen abgeleitet werden, d.h.
neben der Carbonylgruppe und den zwei Doppelbindungen musste ein Ring Teil der Struktur
sein. Das wiederum passte gut zu der angedachten y-Pyrongrundstruktur des Molekils. Diese
Annahme wurde durch die UV-Maxima aller vier Strukturen, UV (MeOH) Anax (log €) 253 (4,06),
204 (4,00) nm fur Nocapyron A (2), 253 (4,02), 209 (4,07) nm fur Nocapyron B (3), 253 (4,06),
204 (4,00) nm fur Nocapyron C (4) und 253 (4,06), 205 (4,10) nm fur Nocapyron D (5), bestatigt.
Diese Daten passten hervorragend zu den in der Literatur beschriebenen Daten fiir y-Pyrone 7"
et al 1986 Ui et al 2008] |nfolgedessen bestand das y-Pyrongrundgeriist aus den olefinischen
Kohlenstoffatomen und der Carbonylgruppe C-1 bis C-5. Zuséatzlich waren C-1 und C-5 Uber ein
Sauerstoffatom miteinander verbunden. Die chemische Verschiebung im *H NMR- sowie die *H-
13Cc-HMBC-Korrelationen von Hz-13 (8 1,94) zu C-3, C-4 und C-5 und von Hs-14 (5 1,81) zu C-
1, C-2 und C-3 zeigten, dass sich CH3-13 und CHs-14 an den Positionen 2 und 4 des y-
Pyronringes befanden. Durch die Ubereinstimmung der chemischen Verschiebung von Hs-15 (8
4,03) und C-1 (O¢ 164,4) wurde deutlich, dass die Methoxygruppe OCH;-15 ebenfalls direkt an
den Ring gebunden sein musste. C-5 blieb die einzige Position, an der die Seitenkette ansetzen
konnte. Passenderweise wies H-6 nicht nur *H-**C-HMBC-Signale zu C-7 und C-8, sondern auch
zu C-4 und C-5 auf. Wie bereits erwahnt, bildeten die CH,-Gruppen CH,-6 bis CH,-9 ein
Spinsystem aus, welches durch starke 'H-'H-COSY-Korrelationen und die auftretende
Multiplizitat der Signale deutlich wurde. Die Methylenkette endete mit dem quartéaren C-10, an
welches die aquivalenten Methylgruppen CHs-11 und CHs-12 (8¢ 29,4, 64 1,18) sowie eine
Hydroxygruppe gebunden waren. Dieses wurde zum einen durch die chemische Verschiebung
des C-10 (¢ 71,4) bewiesen, welche auf ein Sauerstoffatom in unmittelbarer Nachbarschaft
hinweist, und zum anderen durch die *H-**C-HMBC-Korrelationen der Methylgruppen CHs-11 und
CHs-12 zu C-9 und C-10 sowie untereinander. Alle spektroskopischen Daten des Nocapyron A
(2) standen in Ubereinstimmung mit der aufgezeigten Struktur (Abb. 33).

Insgesamt war die chemische Verschiebung des *H-NMR von Nocapyron B (3) (Tabelle 14)
nahezu identisch mit der des Nocapyron A (2). Der einzige Unterschied bestand in einem
zusatzlichen Signal am C-10 (64 1,60) und einer Hochfeldverschiebung des Signales der
Methylprotonen Hs-11 und Hs-12 (34 0,93). Diese Anderung zeigte den Verlust der
Hydroxygruppe an und wurde durch die auftretende Massendifferenz von 16 unterstitzt.
Zusétzlich trat das Signal der Methylgruppen nun als ein Duplett auf, bedingt durch die Kopplung
mit H-10. Aufgrund dieser Informationen wurde die Struktur des Nocapyron B (3) (Abb. 32)
ermittelt.

Da die UV-Daten der Nocapyrone C (4) und D (5) nahezu identisch mit denen der anderen
beiden Nocapyrone waren, wurde davon ausgegangen, dass deren Chromophore denen von 2
und 3 entsprachen. Dieses konnte anhand der ein- und zweidimensionalen NMR-Analysen
(Tabelle 15) bewiesen werden. Durch die 'H-NMR- und '°C-NMR-Verschiebungen der
Methylgruppen CHs-13, CHs-14 und CHz-15 sowie durch die 'H-**C-HMBC-Korrelationen
ergaben sich die Strukturen von 4 und 5. Ahnlich wie bei den Nocapyronen A (2) und B (3)
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unterschieden sich 4 und 5 nur in der Seitenkette des Molekuls. Aus den beiden Summenformeln
C16H2604 flr Nocapyron C (4) und C4¢H240,4 fir D (5) ergaben sich langere Seitenketten als bei 2
und 3. Genau wie 2 besal? 4 zwei Methylgruppen, CHz-12 (8¢ 20,0; o4 1,11) und CH3-16 (8¢
14,9; 5, 0,88), in der aliphatischen Seitenkette. Jede Methylgruppe bildete ein Duplett im *H-
NMR aus. Die endstandige Methylgruppe CHz-12 zeigte eine *H-'H-COSY-Korrelation zu H-11
(54 3,62) und eine zusatzliche 'H-'*C-HMBC-Korrelation zu C-10 (3¢ 40.8), welche fiir eine
Aufeinanderfolge von C-12 zu C-10 sprach. Die chemische Verschiebung von CH-11 (& 3,62; ¢
71,8) wies auf eine Hydroxygruppe an dieser Methingruppe hin, wohingegen die Methingruppe
CH-10 (&4 1,45) in Nachbarschaft zu der Methylgruppe CH3-16 positioniert war. Die Seitenkette
wurde durch die Methylgruppen CH»-9 (64 1,3 — 1,5; 8¢ 33,3) bis CH»-6 (&4 2,72; d4 31,5)
vervollstandigt. Verglichen mit dem 'H-NMR-Spektrum des Nocapyron C (4) zeigte das des
Nocapyron D (5) nur einen Unterschied. Die Methylgruppe CH3-16 (64 1,08; d¢ 16,5) trat als
Duplett auf. Die anderen Methylgruppen traten als Singuletts bei &y 2,14 und &¢ 28,3 ppm auf.
Daraus lieR sich schlieRen, dass die endsténdige Methylgruppe CH3-12 in Nachbarschaft zu
einer Carbonylgruppe positioniert war. Im NMR wurde deutlich, dass die Hydroxygruppe am C-11
des Nocapyron C (4) bei 5 nicht auftrat. Stattdessen war C-10 nun ein quartadres Kohlenstoffatom
mit einer chemischen Verschiebung von 8¢ 215,3 ppm. Eine solche Tieffeldverschiebung wies
auf das Vorhandensein einer Ketogruppe hin. Der einzige Unterschied zwischen Nocapyron C (4)
und D (5) war, dass die Hydroxygruppe durch eine Ketogruppe ersetzt wurde.

Trotz der Aktivitdt des Rohextraktes von Nocardiopsis sp. HB383 gegen die Gram-positiven
Bakterien Staphylococcus lentus und Bacillus subtilis zeigten die Nocapyrone A (2) und B (3)
keine Bioaktivitat gegen eine ganze Anzahl von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien
ebenso wenig wie gegen die Hefe Candida glabrata. Auch konnte keine in vitro Zytotoxizitéat
gegen die Maus-Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 und die humanen Krebszelllinien HepG2 und HT-
29 festgestellt werden. Es wurde ebenfalls keine Aktivitdt gegen die getesteten Enzyme
gemessen.

Um ein Hinweis auf den biosynthetischen Aufbau der Nocapyrone zu erhalten, wurden
verschiedene Futterungsexperimente mit Stamm HB383 durchgefuhrt und das Nocapyron A (2)
anschlieRend isoliert und analysiert. Alle drei Fitterungsbestandteile wurden von Stamm HB383
eingebaut und somit fur die Biosynthese von 2 verwendet. Dieses wurde durch die NMR-Analyse
ersichtlich, welche eine Verstarkung der Signal C-5 und C-7 (1-*C-Acetat), C-1 und C-3 (1-*C-
Propionat) und C-15 (Me-"3C-Methionin) (Anhang A) ergab.

Wie bereits erwahnt, produzierte Stamm HB383 nicht nur die vier Nocapyrone, sondern auch
drei Diketopiperazine. Allerdings konnte nur eines dieser Molekile, (2E/52)-2-[(4-
Methoxyphenyl)methylen]-5-(2-methylpropyliden)-3,6-piperazindion (6) (Abb. 34), so aufgereinigt
werden, dass sich nahere chemische und biologische Analysen durchfiihren lieBen. 6 ist keine
neue Struktur, konnte aber im Laufe dieser Arbeit zum ersten Mal als Naturstoff isoliert werden.
Die Summenformel CysH1gN,O3 wurde mittels HRESIMS (gemessen m/z 309,1219 [M+Na]+,
berechnet 309,1210) ermittelt. Die Grundstruktur von 6 wurde durch die UV-Daten (MeOH) Anjax
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(log €) 339 (4,19), 239 (3,84) nm unterstitzt. Dass 6 ein Diketopiperazin bestehend aus den
Aminosauren Dehydromethyltyrosin und Dehydroleucin war, wurde durch die NMR-Spektren
bestatigt (Tabelle 16 und Anhang A).
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Abb. 34: Ausgewahlte 'H-"*C-HMBC- (schwarze Pfeile) NOESY- (rote Pfeile) Korrelationen des
(2E/52)-2-[(4-Methoxyphenyl)methylen]-5-(2-methylpropyliden)-3,6-piperazindion (6).

Die zwei Methylgruppen CH3-9 und CH3-10 (8¢ 22,4; &4 0,97) waren magnetisch aquivalent
und traten als ein Signal auf. Dieses wurde durch die 'H-'H-COSY- und *H-**C-HMBC-
Korrelationen zu der Methingruppe CH-8 (3¢ 24,0; 5y 2,95) sowie *H-"*C-HMBC-Korrelationen zu
dem olefinischen Kohlenstoffatom C-7 (3¢ 124,9) deutlich. *H-**C-HMBC-Korrelationen von dem
Proton H-7 (&4 5,68) zu C-5 (6¢ 132,2) sowie zu dem Amidkohlenstoffatom C-6 (8¢ 157,6)
vervollstandigten den Dehydroleucinteil des Molekiils. Die Diketopiperazingrundstruktur war tber
eine olefinische Methingruppe CH-11 (8¢ 113,2; &4 6,70) und das quartare Kohlenstoffatom C-12
(¢ 125,4) an das aromatische Spinsystem des Dehydromethyltryosinrests gebunden. Wie das
'H-'H-COSY-NMR zeigte, befanden sich die aromatischen Protonen H-13 und H-17 (dy 7,47)
neben den aromatischen Protonen H-14 und H-16 (dy 6,98). C-14/16 und C-13/17 waren jeweils
magnetisch aquivalent. Die zugehérigen *H NMR-Signale erschienen als Dupletts, bedingt durch
die 3J Kopplung miteinander. Dieses gab den Hinweis auf ein 1,4-disubstituiertes, aromatisches
Ringsystem. Die chemische Verschiebung des quartaren Kohlenstoffatoms C-15 (&¢ 159,2) wies
auf ein Sauerstoffatom in direkter Nachbarschaft hin. Die Methoxygruppe CH3-18 (8¢ 55,4; &4
3,79) wies 'H-*C-HMBC-Korrelationen zu C-15 auf. Dieses zeigte endgiiltig, dass es sich um
eine Dehydromethyltyrosinstruktur handelte. 6 wurde als ein Gemisch aus zwei Stereoisomeren
isoliert. Obwohl es so schien, als lieRen sich diese beiden Stereoisomere mittels praparativer
HPLC voneinander trennen, entstand in kiirzester Zeit erneut ein Gemisch. Infolgedessen traten
in den NMR-Spektren doppelte Signale auf (Anhang A). Durch die zwei Doppelbindungen im
Molekll konnten vier unterschiedliche Stereoisomere auftreten, allerdings wurden nur zwei
beobachtet. Die Doppelbindungen zwischen C-5 und C-7 sowie zwischen C-2 und C-11 sind
jeweils trisubstituiert. Da die absolute Konfiguration mithilfe der entsprechenden
Kopplungskonstanten nicht bestimmt werden konnte, wurde ein NOESY -Spektrum gemessen. In
beiden Isomeren zeigt NH-4 eine NOESY-Korrelation zu H-8, aber keine zu H-7. Daraus ergab
sich, dass es sich bei dieser Doppelbindung zwischen C-5 und C-7 jeweils um eine cis-lsomerie
handeln musste. Im Gegensatz dazu wurde eine NOESY-Korrelation zwischen NH-1 und H-11
nur in einem der beiden Isomere beobachtet. Diese Doppelbindung schien unter den gewahlten

Bedingungen flexibel zu sein.
95



Actinomyceten aus Halichondria panicea — Charakterisierung neuer Naturstoffe — Nocapyrone
Ergebnisse

Tabelle 16: NMR-Daten (500 MHz bzw. 125 MHz, DMSO0O-d6) von (2E/5Z)-2-[(4-
Methoxyphenyl)methylen]-5-(2-methylpropyliden)-3,6-piperazindion (6) und dem auftretenden
Stereoisomer.

. (2E/5Z)-1somer (22/52)-Isomer

Position - -

Oc, mult. Oy (Jin Hz) Oc, mult. Oy (Jin Hz)
1-NH 10,27; s 10,06; s
2 125,5 125,1
3 158,1; C 158,8
4-NH 9,90; s 10,27; s
5 132,2; C n.b.
6 157,6; C 157,0
7 124,9; CH 5,68;d (10,5) 123,8 5,60; d (11,4)
8 24,0; CH 2,95; m 24,2 2,95; m
9 22,4; CHs 0,97;d (6,25) 22,3 0,97;d (3,9)
10 22,4; CHs 0,97;d (6,25) 22,3 0,97;d (3,9)
11 113,2; CH 6,70; s 120,4 6,41; s
12 1254; C 126,5
13 131,0; CH 7,47;d(8,9) 1321 7,58; d (8,6)
14 114,3; CH 6,98;d (8,9 113,1 6,86; d (8,6)
15 159,2; C 158,9
16 114,3; CH 6,98; d (8,9) 113,1 6,86; d (8,6)
17 131,0; CH 7,47;d(8,9) 1321 7,58;d (8,6)
18 55,4; OCHs; 3,79; s 55,1 3.,76; s

Im Rahmen der Aktivitatstests zeigte 6 eine moderate Zytotoxizitat. Eine Konzentration von
50 uM inhibierte die metabolische Aktivitdt von NIH-3T3 und HepG2 um 64 % bzw. 44 %. Es
wurde keine Wirkungen gegen verschiedene Pilze, Bakterien und Enzyme festgestellt.

Obwohl 6 zum ersten Mal als Naturstoff beschrieben wurde und bisher nicht bekannt war,
dass die Gattung Nocardiopsis Diketopiperazine produziert, kommt diese Strukturklasse doch
recht haufig in der Natur vor. Nah verwandte Strukturen mit Dehydroaminosauren, wie das
Albonoursin, wurden bereits aus verschiedenen Streptomyceten isoliert [Bown et a 1965 Bryans et al. 1996;
Kanzaki et al. 2000 * 7\wej von ihnen, XR334 und XR330, bestehen aus Dehydromethyltyrosin und
Dehydrophenylalanin sowie ihren N-methylierten Derivaten. Fir XR334 und XR330 sind
Molekulargewichte von 320,34 und 334,37 bekannt. Diese Angaben deckten sich hervorragend
mit den Daten zweier Peaks aus dem Rohextrakt des Stammes HB383. Im Hinblick auf die
bereits identifizierte Piperazindionstruktur war davon auszugehen, dass es sich bei den
auftretenden Substanzen um XR334 und XR330 sowie deren Stereoisomere handelte.
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4.4.3.4 Diskussion

Naturstoffe mit einer y-Pyrongrundstruktur sind weitverbreitet und bilden eine groRe Gruppe

[Wilk et al. 2009]

biologisch aktiver Substanzen . Y-Pyrone mit zwei Methyl- und einer Methoxygruppe -

wie bei den Nocapyronen - sind relativ gewdhnlich. Zu ihnen z&hlen auch das Verticipyron ' e @

2006 Graber & Gerwick 1998 [Hirata et al.

1 das Actinopyron [Yan° ¢ @ 19861 "qag Kalkipyron ! I und das Aureothin

191 Die Biosynthese von Nocapyron-verwandten Strukturen wurde bereits untersucht. Es ist
bekannt, dass Molekiile, welche dieser Substanzklasse angehdren, Uber unterschiedliche
Biosynthesewege synthetisiert werden. Dazu gehdren unter anderem die Biosynthesewege der
Typ I, Typ Il und Typ Il PKS [Busch & Hertweck 2009 “Fin hinsynthetisch gut untersuchtes y-Pyron ist
das Aureothin aus einer Streptomyces Art [He & Herweck 2003] * A ranthin ist ein Typ | PKS-Produkt
und wird aus einer p-Nitrobenzol-Startereinheit, einer Acetateinheit und vier Propionateinheiten
gebildet (Abb. 35). In Analogie dazu kann angenommen werden, dass Nocapyron A (2) aus einer
Isobutyrat-Startereinheit, zwei Acetateinheiten und zwei Propionateinheiten aufgebaut war.

Diese Annahme wurde durch Fitterungsexperimente mit *3*C-markiertem Acetat, Propionat
sowie Methionin gestiitzt (Abb. 35 und Anhang A), da es beispielsweise bei Zugabe von 1-3C
Propionat zu einer Verstarkung der *C NMR-Signale des C-1 und des C-3 kam. Die
entsprechenden Experimente mit 1-*C Acetat ergaben eine intensive Verstarkung der Signale C-
5 und C-7. SchlieBlich wurde das Signal von C-15 durch die Zugabe von [Me-"3C] Methionin
erheblich verstarkt. Daher kann angenommen werden, dass diese Methylgruppe ihren Ursprung

in einem S-Adenosylmethionin (SAM) hatte.

Nocapyron A Aureothin

f OH
o)

¢ aus SAM abgeleitete Methylgruppe
— Acetateinheit
.~ Propionateinheit

Abb. 35: Biosynthetischer Ursprung des Nocapyron A (2) verglichen mit dem des Aureothin [He &
Hertweck 2003]; die Markierungen zeigen die durch Fitterungsexperimente mit 13C-markiertem
Acetat, Propionat sowie Methionin gestiitzte Grundstrukturannahme.

Ausgehend vom Aureothin wurde angenommen, dass Nocapyron A durch die Bildung eines a-
Pyrons und die anschlieende Umwandlung durch eine O-Methyltransferase in ein y-Pyron
gebildet wurde (Abb. 36).
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Abb. 36: Angenommene Biosynthese der Nocapyrone A (2) und B (3).

Die Bildung von Nocapyron A (2) und Nocapyron B (3) kénnte durch die Oxidation von 3 zu 2
erfolgt sein oder durch die Verwendung verschiedener Startereinheiten. Manche Startermodule
sind in der Lage, unterschiedliche Startermolekile auszuwahlen. Es ist bekannt, dass

Startermodule die Startereinheit nicht immer strikt selektiv auswzhlen Viesmann et al. 1695; Weissman et al.

1998a; Weissman et al. 1998b]  Apstelle von Isobutyrat miisste in diesem Fall allerdings 2-
Hydroxyisobutyrat von dem Modul akzeptiert worden sein, dieses ware eher ungewdhnlich. Im
Fall der Nocapyrone C (4) und D (5) musste die Startereinheit Acetyl-CoA sein. Eine ahnliche
Variabilitat konnte bereits fir das Erythromycin Startermodul der DEBS 1-TE nachgewiesen

werden. Sie akzeptierte in vitro sowohl Acetat als auch Isobutyrat als Startereinheit [Viesman et

1995 Weissman et al. 1998a; Weissman et al. 1998b] Eg gcheint so als folgte auf den Einbau einer
Acetatstartereinheit ein zusatzlicher Verlangerungsschritt mit einer Propionateinheit. Wenn das
der Fall ist, beinhaltet die Biosynthese der Nocapyrone einige interessante Aspekte. Aufgrund der
geringen Ausbeute wurden nur Fltterungsexperimente beziglich des Nocapyron A (2)
durchgefihrt.

Insgesamt stellte dieser Nocardiopsis Stamm eine reichhaltige Quelle bekannter und neuer
Naturstoffe dar. Eine biologische Aktivitdt dieser Naturstoffe konnte im Rahmen der
durchgefiihrten Bioaktivitatstests bisher nicht entdeckt werden. Die Nocapyrone zeigten weder
antimikrobielle noch antitumorale Wirkung und waren auch in den enzymatischen Assays nicht
aktiv. Eine intensive Suche kann jedoch spezielle pharmakologische oder andere Aktivitaten
aufdecken, deren Anwendung am Menschen weniger Nebenwirkungen, in Form von

beispielsweise einer gewissen Zytotoxizitat gegenuber normalen Zellen, im Weg stiinden.
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4.4.3.5 Zusammenfassung

Vier neue Sekundarmetabolite mit einer y-Pyrongrundstruktur, die Nocapyrone A - D (2-5),
wurden aus dem Rohextrakt des Stammes Nocardiopsis sp. HB383 isoliert. Bis heute sind das
die ersten y-Pyrone aus einer Nocardiopsis Art. Die Strukturen wurden mithilfe von ein- und
zweidimensionalen NMR-Experimenten aufgeklart, welche zusatzlich durch HPLC-UV/MS- und
HRESIMS-Analysen bestatigt wurden. Im Anschluss wurden erste Untersuchungen zur
Aufklarung des Biosyntheseweges der Nocapyrone durchgefiihrt. Zusatzlich wurden die
Nocapyrone A (2) und B (3) negativ auf antibakterielle und zytotoxische Aktivitat getestet. Auch in
den Enzymassays wurde keine Wirkung festgestellit.

Neben den y-Pyronen produzierte Stamm HB383 mehrere bekannte Substanzen mit einer
Diketopiperazinstruktur, welche ebenfalls das erste Mal fur die Gattung Nocardiopsis
nachgewiesen wurde. Eines der Diketopiperazine, (2E/52)-2-[(4-Methoxyphenyl)methylen]-5-(2-
methylpropyliden)-3,6-piperazindion (6), welches hier erstmals als Naturstoff isoliert werden
konnte, wurde ebenfalls auf seine biologische Wirkung hin untersucht und zeigte eine moderate

zytotoxische Aktivitat gegen Fibroblasten und die humane Darmkrebszelllinie HepG2.
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5 ENTWICKLUNG EINES PRIMERSYSTEMS ZUR
IDENTIFIZIERUNG DER PHENAZINBIOSYNTHESE

51 EINLEITUNG

Eine erfolgreiche Suche nach neuen Naturstoffen, und damit der Ausgangspunkt fur die
Herstellung neuer Medikamente, bleibt weiterhin dringend notwendig, gerade im Hinblick auf ein
grof3es Problem unserer Zeit: Die wachsende Rate von Infektionen mit resistenten, vor allem mit
multiresistenten Mikroorganismen. Es sind bereits einige Systeme entwickelt worden, mit denen
solche pharmazeutisch interessanten Substanzen ausfindig gemacht werden kdnnen, wie
beispielsweise die Suche einer bestimmten biologischen Aktivitat in einem Extrakt und die sich
daran anschlie3ende Isolierung des entsprechenden Metaboliten. Allerdings sind solche Anséatze
haufig mihsam und die Wiederentdeckungsrate ist sehr hoch. Eine Mdglichkeit neue Substanzen
ausfindig zu machen, sind molekulare Screenings, bei welchen auf genetischer Grundlage nach
biosynthetisch talentierten Mikroorganismen gesucht wird. Aufgrund des zahlreichen
Vorkommens von Polyketiden und nicht-ribosomalen Peptiden ist der haufigste Ansatzpunkt,
gerade bei Bakterien und Pilzen, die Suche nach Genen, welche fur die Multienzymkomplexe
PKS oder NRPS kodieren [Ponadio et al. 2007: Willey & van der Donk 2007] ' a(ich jm ersten Teil dieser Arbeit
wurde eine vielversprechende bakterielle Vorauswahl fur die Produktion von neuen
Sekundarmetaboliten mithilfe eines NRPS- bzw. Typ Il PKS-Primersystems getroffen (Abschnitt
4.2.3.2). Bei solchen Untersuchungen wurden weitere interessante Naturstoffklassen, wie
beispielsweise Phenazine, bis jetzt nur wenig beachtet.

Es ist bereits bekannt, dass Phenazine, ob natirlich vorkommende oder synthetisch
modifizierte, als Medikamente geeignet sind und aus diesem Grund gute Kandidaten fiir eine
weitere Suche nach vielversprechenden Strukturen darstellen PA™iser & Moschella 19951 'phangzine sind
heterozyklische, stickstoffhaltige Substanzen, welche an verschiedenen Seiten ihres
Grundgertstes substituiert sein kdnnen (Abb. 37) und gerade deswegen eine grol3e Bandbreite
an struktureller Diversitat aufweisen. Als Sekundarmetabolite werden sie ausschlieBlich von

Bakterien produziert, hauptsachlich von den Gattungen Pseudomonas und Streptomyces Ma/rod &t

al. 2006]

In den letzten Jahrzehnten wurde viel unternommen, um die enzymatischen und genetischen
Prozesse der Phenazinbildung zu verstehen. Dennoch ist das Wissen dariber und dber die
Verbreitung von bakteriellen Produzenten bis heute begrenzt.

Die ersten Untersuchungen zur Phenazinbiosynthese auf molekularer Ebene wurden mit

4 [Pierson et al. 1995 Mavrodi et al.

Pseudomonas aureofaciens 30-8 1 und Pseudomonas fluorescens 2-79 !

1991 qurchgefiihrt. Es zeigte sich, dass fir die Synthese der Phenazin-1-carboxylsaure (PCA) ein
Gencluster mit sieben Genen verantwortlich ist. Es wird vermutet, dass Anthranilat oder ein

weiteres  Intermediat  dieser  Biosynthese  wie  beispielsweise  die = 2-Amino-2-
Levitch &
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Stadtman 1964; Levitch & Rietz 1966; Podojil & Gerber 1967; Chang & Blackwood 1968] Die komplette Phenazinbiosynthese

ist bis heute nur hypothetisch [Mente! et al. 2009]

. Trotzdem konnte die Funktion der Genprodukte
phzC, phzE und phzD experimentell nachgewiesen werden. Diese Enzyme katalysieren die
Umsetzung von 3-Deoxy-D-Arabinoheptulosonsaure-7-phosphat (DAHP), ADIC und trans-2,3-
Dihydro-3-hydroxyanthranilsaure (DHHA) [Calhoun et al. 1972; McDonald et al. 2001; Mentel et a. 2009] i
Phenazingrundstruktur wird anschlieRend durch die Kondensation zweier Molekile 6-Amino-5-
oxocyclohex-2-en-1-carboxylsauren gebildet (Abb. 38) Menel etal. 20091 ‘e Fynktionen der Enyzme
PhzA, PhzB und PhzG sind weiter unklar. PhzF ist wahrscheinlich fiir die Isomerisation von

DHHA auf dem Weg zum Phenazingrundgeriist verantwortlich McPenaid et al. 2001}
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Abb. 37: Schema der Biosynthese des Phenazingrundgeriistes modifiziert nach [Price-Whelan et al.
2006].

COOH
) OO
COOH
6-Amino-5-oxocyclohex-2-en-1-carboxylsdure Phenazingrundstruktur

Abb. 38: Zwei Molekile 6-Amino-5-oxocyclohex-2-en-1-carboxylsdure werden wahrend der
Phenazinbiosynthese verkniipft, so dass im Endeffekt die Phenazingrundstruktur entsteht. Modifiziert
nach [Mentel et al. 2009].

Phenazine zeigen bei der chemischen Analyse ein Absorptionspektrum, welches zwei
getrennte Maxima im UV-Bereich sowie mindestens eines im sichtbaren Bereich aufweist. Dieses

Spektrum variiert abhéngig von der Art und Position der Substituenten am heterozyklischen

Anderson et al. 1999
m | ]

Ringsyste und fuhrt zu einem breiten Repertoire an farbigen Substanzen, wie

beispielsweise zu dem dunkelroten Aeruginosin A, der zitronengelben Phenazin-1-carboxylsaure

[Price-Whelan et al. 2006]

oder dem hellblauen Pyocyanin (Abb. 39)
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Abb. 39: Die Phenazine Aeruginosin A, Phenazin-1-carboxylsdure und Pyocyanin.

Die Variabilitat und die unterschiedliche Kombination der funktionellen Gruppen, welche an die
Grundstruktur binden, bestimmen auerdem das Redoxpotential und die Léslichkeit dieser
Molekile, was wiederum ihre biologische Aktivitat beeinflusst [PriceWhelan et al. 20061 - phapgzine
weisen eine ganze Reihe von unterschiedlichen biologischen Aktivitdten auf: Antibakterielle,
antimykotische, antivirale, antiparasitare und antitumorale McPonald et al. 2001; de Andrade-Neto et al. 2004]
Pseudomonas fluorescens 2-79 und Pseudomonas aureofaciens 30-84 sind Beispiele flr
Produzenten von Phenazinen, welche wiederum pflanzenpathogene Pilze hemmen [Frerson et &
19951 "Ein 6konomisch erfolgreiches Phenazin ist das 1957 beschriebene Clofazimin (Lamprene,
Novartis) (Abb. 40).

C

|
N _N
L X
N NH
Clofazimin

Cl
Abb. 40: Das Medikament Clofazimin.

Clofazimin hat sich als Medikament bei der Bek&mpfung von Lepra bewahrt und zeigt
zusatzlich entzindungshemmende Eigenschaften bei der Kontrolle von Erythema nodosum
leprosum, einer akuten Entziindung des Unterhautfettgewebes B ¢ @ 2004 = gqpjie weitere
antimikrobielle Aktivitaten [Van Rensburg et al. 1992; Pusecker et al. 1997; van Niekerk et al. 1997]. Clofazimin ist ein
synthetisches Phenazinanalogon, welches zu der Gruppe der Riminophenazine zahlt. Des
Weiteren zeigten einige Phenazine, die aus verschiedenen Streptomyces Stammen isoliert
wurden, vielversprechende Wirkungen in der Krebstherapie und haben die Chance, als
Medikament gegen Infektionskrankheiten eingesetzt zu werden, da diese Phenazine keine
zytotoxischen Eigenschaften gegeniiber Eukaryoten aufwiesen [-aursen & Nielsen 2004]

Bezlglich der molekularen Identifizierung von Phenazinbiosyntheseclustern gab es bei Beginn
dieser Arbeit nur eine einzige Studie, die sich ausschlie3lich auf bereits sequenzierte Genome
bezog [Fzpatrick 20091 E5 \wyrde gezeigt, dass Phenazine eine komplexe evolutiondre Geschichte

haben und dass horizontaler Gentransfer existiert.
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Um das molekular methodische Repertoire fir die Suche nach neuen Naturstoffen zu
erweitern, sollte in dieser Arbeit ein System fir den Nachweis von Phenazingenfragmenten

entwickelt werden. 2010 veroffentlichte [Mavredi et al. 2010]

parallel zu den hier veréffentlichten Daten
erstmals eine Methode zur Untersuchung von Phenazinen, bei welcher mithilfe von Sequenzen
des Phenazinbiosynthesegens phzF unter anderem die Diversitdt und Verbreitung von
Phenazinproduzenten bei terrestrischen und Pflanzen-assoziierten Bakterien untersucht wurden.
Allerdings lohnt es sich, nicht nur terrestrische Bakterien zu untersuchen, sondern gerade auch
marine Vertreter, da diese viele neue und vor allem vielversprechende Naturstoffe produzieren
[Blunt et al. 2004; Salomon et al. 2004; Fiedler et al. 2005; Jensen et al. 2005]. Das Im Rahmen dieser Arbelt entWiCkeIte
System auf Grundlage des phzE Genes stellt eine effiziente PCR- und Sequenzierungsmethode
fur die Suche nach der Fahigkeit zur Phenazinbiosynthese dar. Es wurde vor allem fir die Suche
nach Naturstoffen aus marinen Actinobacteria angewandt.

Im Gegensatz zu vielen anderen Sekundarmetaboliten gibt es erste Erkenntnisse beziiglich
der okologischen Funktion von Phenazinen. Typischerweise unterliegen Ressourcen in einem
Mikrohabitat groRen Schwankungen und kommen haufig nur sehr begrenzt vor. Durch die
redoxaktiven Phenazine erlangt ein Stamm Vorteile gegeniber seiner Konkurrenz, da
konkurrierende Mikroorganismen geschadigt werden Maved et a. 200681 * A gerdem haben neuere
Studien gezeigt, dass Phenazine die Genexpression induzieren, also als Signalmolekile
fungieren [Dietrich et al. 2006; Price-Whelan et al. 2006; Dietrich et al. 2008]_ In fluoreszierenden Pseudomonas Arten
startet die Phenazinbiosynthese erst in der spaten Wachstumsphase und wird durch Quorum
Sensing reguliert. Dieser Regulationsmechanismus, bei welchem die Synthese und Anreicherung
von niedermolekularen Signalsubstanzen es den Bakterien ermdglicht, die Expression
bestimmter Gene zu regeln, findet durch N-Acetyl-homoserinlacton als Antwort auf die

[Fugua et al. 2001

Populationsdichte statt 1. Ob Phenazine auch in Actinobacteria als Signalmolekiile

dienen, wurde bis jetzt nicht untersucht.
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5.2 MATERIAL UND METHODEN
5.2.1 BAKTERIELLE STAMME UND IHRE PHYLOGENETISCHE EINORDNUNG

166 bakterielle Stamme unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft (Tabelle 18) wurden fir
diesen Teil der Arbeit aus der Stammsammiung des Kieler Wirkstoff-Zentrums (KiWiz)
verwendet. Zusatzlich wurden zwei vorhandene Stamme der Deutschen Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkultur (DSMZ, Braunschweig, Deutschland), Saccharopolyspora
erythraea DSM 40517 und Streptomyces cinnamonensis DSM 1042, fir die Untersuchungen
benutzt.

Von Saccharopolyspora erythraea DSM 40517 ' ist bereits die gesamte Genomsequenz
bekannt und die offenen Leserahmen fiir mdgliche Produkte einer Phenazinbiosynthese, phzC
und phzF sowie einer Phenazin-spezifischen Methyltransferase, sind hinterlegt [0 et al- 20071 ' gijg
jetzt wurde die Produktion von Phenazinen in diesem Stamm jedoch nicht nachgewiesen. Fir
Streptomyces cinnamonensis DSM 10427 sind ebenfalls Phenazinbiosynthesesequenzen
hinterlegt und die Produktion von Phenazin-1-carboxylsaure und mehreren Endophenazinen
wurde gezeigt [Haagen et al. 2006]

Um alle verwendeten Stamme phylogenetisch einzuordnen, wurde zundchst wie in Abschnitt
4.2.2.2 beschrieben eine DNA-Extraktion und im Anschluss eine 16S rRNA Gensequenzanalyse
nach [The! e & 20071 g rehgefithrt (Abschnitt 8.2, Tabellen 24, 25 und 26). Der Vergleich der
erhaltenen mit bekannten Sequenzen wurde mittels des Basic Local Alignment Search Tool
(nblast) Atsehdl et al 19901 gor EMBL nucleotide Datenbank und des RDP-II Project (€0 © @ 2007]

durchgefihrt.

5.2.2 DESIGN DER OLIGONUKLEOTIDE FUR DEN NACHWEIS VON PHZE GENFRAGMENTEN

Zum Zeitpunkt der Erstellung der Phenazinprimer waren lediglich fiunf Sequenzen in der
Datenbank des European Bioinformatics Institute hinterlegt, deren Zugehérigkeit zu einem phzE
Gen bzw. Produkt bewiesen war. Diese Aminosaure- bzw. Nukleotidsequenzen wurden fir das
Design der Primer verwendet. Mit dem Programm CLUSTAL_X [Thompson et al 1997 \yyrden die
Sequenzen aligned. Die in Tabelle 17 aufgefiihrten phzE Sequenzen wurden daflr verwendet.
Das Alignment wurde anschlie3end manuell bearbeitet. Die daraus resultierenden Primer ephzEf
5-GAAGGCGCCAACTTCGTYATCAA-3" und ephzEr 5-GCCYTCGATGAAGTACTCGGTGTG-
3" (Abschnitt 8.2, Tabelle 24) wurden von der Firma MWG (Ebersbach, Deutschland)

synthetisiert.

Tabelle 17: Fir die Erstellung der phzE-Primer verwendete Sequenzen.

Quelle Acc.-Nr.2 Genabschnitt

S. cinnamonensis AM384985/CAL34110 68793...70757

P. chlororaphis AF195615/AAF17499 4873...6786

P. aeruginosa AF005404/AAC64488 3294...5177

P. aeruginosa AEO04091/AAG07601 4716660...4718543
P. aeruginosa AAG05292 2073555...2075438

#  NCBI Accession Nummer.
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5.2.3 AMPLIFIKATION UND IDENTIFIKATION DER PHZE GENFRAGMENTE

Um die optimale Zusammensetzung des PCR-Ansatzes wund die passende
Annealingtemperatur fiir die synthetisierten Oligonukleotide ephzEf und ephzEr zu ermitteln,
wurde zunachst mit variierenden PCR-Anséatzen (hier nicht ndher beschrieben) eine Gradienten-
PCR (50 bis 61°C) mit dem MJ Research PTC-200 Thermo Cycler (Biozym, Hess. Oldendorf)
durchgefiihrt (Abb. 41).

bp
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Abb. 41: Agarosegelelektrophorese der Amplifikate der Gradienten-PCR. A: Stamm Streptomyces sp.
HB202, B: DSMZ Stamm S. cinnamonensis DSM 1042".

Die folgenden PCR-Bedingungen stellten sich fur die Amplifikation der phzE Gene als am
geeignetsten heraus: Tag DNA Polymerase (New England BioLabs, Ipswich; MA, Endvolumen
25 pL, 5 U Reaktion™), ThermoPol Buffer Kit (New England BioLabs, Ipswich; MA), eine
Konzentration von 10 uM fur die Primer ephzEf und ephzEr, 1 pl einer equimolaren Losung aller
vier dNTPs (2,5 mM) und 10 bis 50 ng DNA als Template (Abschnitt 8.2, Tabelle 25). Initiale
Denaturierung: 94°C fir 120 s, gefolgt von 36 Zyklen Primer-Annealing bei 54,7°C flir 60 s;
Primer-Extension bei 72°C fir 120 s, Denaturierung bei 94°C fiir 60 s und eine finale Extension
bei 72°C fur 420 s (Abschnitt 8.2, Tabelle 26). Die PCR-Reaktionen wurden mit einem T1
Thermocycler (Whatman Biometra, Gottingen, Deutschland) ausgefiihrt. Der Erfolg der
Amplifikation eines etwa 450 bp langen DNA-Fragmentes (Abb. 41) wurde mittels eines

1,5 %igen Agarosegels, gefarbt mit Ethidiumbromid (1,3 pM) (Fluka Biochemika, Buchs,
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Schweiz), Uberprift. Die Sequenzierung erfolgte mit dem ephzE-Primerpaar nach

Standardprotokoll [ et al. 2007]

. Der Vergleich der erhaltenen Sequenzen wurde mit der
Datenbank des European Bioinformatics Institutes mithilfe des Algorithmus blastx [Atsehu! et al. 1990]
durchgefilhrt. Da Stamm Streptomyces cinnamonensis DSM 1042 als Grundlage fir die

Erstellung des Primersystems verwendet wurde, diente dessen DNA-Extrakt als Positivkontrolle.

5.2.4 KULTIVIERUNG DER PHZE PCR-POSITIVEN STAMME

Alle 17 Stdmme mit einem positiven PCR-Ergebnis wurden einer chemischen Analyse
unterzogen, um per HPLC-UV/MS nach Phenazinen zu suchen. Alle Stamme wurden zum einen
fir 17 Tage bei 28°C im Dunkeln auf GYM4- und MB-Agarplatten, zum anderen in 100 mL im 300
mL Erlenmeyerkolben und 1000 mL im 2 L Erlenmeyerkolben GYM4- und MB-Flissigmedium fiir
7 Tage, 120 rpm und bei 28°C ebenfalls im Dunkeln angezogen. Die Platten wurden mithilfe der
Kryokonservierung des jeweiligen Stammes angeimpft. Die Flissigkulturen wurden mit einem 1

cm? groRen Stiick einer zwei bis drei Wochen alten Plattenvorkultur angeimpft.

5.2.5 EXTRAKTION DER KULTUREN DER PHZE PCR-POSITIVEN STAMME

Die Extraktion der Platten sowie der 100 mL Kulturen wurde mit 100 mL bzw. 50 mL EtOAc,
wie bereits in Abschnitt 4.2.2.5 beschrieben, durchgefihrt. Von dem 1000 mL Ansatz wurden die
Zellen und der Uberstand separat extrahiert. Dafiir wurden die Kulturen fiir 20 min bei 4.700 x g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand wie bereits beschrieben mit EtOAc
weiterverarbeitet. Die Zellen wurden mit 100 mL MeOH mithilfe des Ultra Turrax-T25 basic (IKA-
Werke GmbH und Co, Staufen, Deutschland) bei 13.000 rpm fir 30 s homogenisiert und im
Anschluss ebenfalls extrahiert. Die Extrakte wurden vakuumgetrocknet und wiederum in 200 pL
MeOH resuspendiert

5.2.6 CHEMISCHE ANALYSE

Die Analyse der methanolischen Extrakte wurde wie bereits in Abschnitt 4.2.2.7 beschrieben
durchgefiihrt. Die Suche nach Phenazinen erfolgte durch Abgleich der MS- und UV-Daten mit

den Datenbanken Antibase [-2¢" 207 ynd Chapman & Hall/lCRC Dictionary of Natural Products
[Buckingham 2009]

5.2.7 ACCESSION NUMMER DER HINTERLEGTEN NUKLEOTIDSEQUENZEN

Fir alle 16 Stamme, die ein Phenazinbiosynthesegenfragment aufwiesen, sowie fiir die Stamme
AB049 und AB108, fiir welche bis jetzt noch keine 16S rRNA Sequenzen vorhanden waren,
wurden bei GenBank Nucleotide Sequence Database die entsprechenden Informationen
hinterlegt: HM460700-HM460715 (phzE) und HM460698-HM460699 (16S rRNA).
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5.3 ERGEBNISSE
5.3.1 BAKTERIELLE STAMME UND IHRE PHYLOGENETISCHE EINORDNUNG

Fur die schnelle Identifikation von bakteriellen Phenazinproduzenten sollte die Verwendbarkeit
einer PCR-basierten Methode evaluiert werden. Neben den Typstammen Streptomyces
cinnamonensis DSM 1042" und Saccharopolyspora erythraea DSM 40517' wurden 166
vorwiegend marine Bakterienstamme aus der Stammsammliung des Kieler Wirkstoff-Zentrums
mit der erstellten Methode untersucht. Neben einer grol3en Anzahl an Actinobacteria (77)
befanden sich auch Vertreter der Bacteroidetes (2) und Firmicutes (28) sowie Alpha- (21), Beta-

(2) und Gammaproteobacteria (36) unter den 166 ausgewdahlten Bakterienstammen (Tabelle 18).

5.3.2 DESIGN DER OLIGONUKLEOTIDE FUR DEN NACHWEIS VON PHZE GENFRAGMENTEN

Frihere Studien stellten den Zusammenhang zwischen drei enzymatischen Schritten der
Phenazinbiosynthese und den entsprechenden Genen phzC, phzD und phzE her. Die
Umwandlung von Chorismat zu ADIC ist notwenig, um die Phenazingrundstruktur zu bilden und
wird von dem Enzym PhzE ausgefihrt. PhzE ist ein Schlisselenzym des
Phenazinbiosyntheseweges und das zugehorige Gen durch seinen hohen Konservierungsgrad
sehr geeignet fur ein Primerdesign. In dem Alignment der verwendeten phzE Sequenzen (Abb.
42) traten zwei konservierte Bereiche auf, welche den notwendigen Abstand zueinander
aufwiesen, um Genfragmente in relevanter Grof3e zu amplifizieren, und daher als Grundlage fur
die Primer ephzEf (5-GAA GGC GCC AAC TTC GTY ATC AA-3’) und ephzEr (5-GCC YTC
GAT GAA GTA CTC GGT GTG-3") dienten. Bei der Amplifikation entstand ein etwa 450 bp
langes Fragment des phzE Genes. Die Spezifitdt der beiden Regionen wurde durch den
Vergleich der erstellten Primersequenzen mit bekannten Phenazinsequenzen sowie durch
Anwendung des blast-Algorithmus tberpriift. Das Ergebnis zeigte nur Ubereinstimmungen der
erstellten Primer mit bekannten Phenazinsequenzen.

CGCACCTTCGTCGCCGACAT!
..GCG....CAG..GCG. .

IEERRE]
4350

-.GCG....CRG..GCG .- -G. «.G.T.AG.T.... ST... -
............. N, . .GCG....CEG..GCG....020aBueneaCuBuBarnnnneaBGuToBG.TereennaCuBoTonnenalonnn.

Abb.  42: Alignment  der  verwendeten Phenazinsequenzen (AM384985/CAL34110;
AF195615/AAF17499; AF005404/AAC64488; AE004091/AAG07601; AAGO05292). Die schwarz
markierten Bereiche wurden fir das Primerdesign herangezogen. Das Alignment wurde mit
CLUSTAL_X [Thompson et al. 1997] erstellt.

5.3.3 SUCHE NACH PHZE GENFRAGMENTEN IN AUSGEWAHLTEN BAKTERIEN DER
STAMMSAMMLUNG DES KIW1Z

Mit dem erstellten Primersystem wurde die Existenz von phzE Genfragmenten in etwa 10 %
der untersuchten Stdmme nachgewiesen. Insgesamt zeigten damit 15 Bakterien und beide
DSMZ-Stamme ein positives PCR-Ergebnis (Tabelle 19). Die Ubereinstimmung mit bereits
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bekannten Phenazingenen aus der Datenbank reichte dabei von 65 % im Falle des PCR-
Produktes des Stammes LB151 mit dem phzE Gen aus Pseudomonas chlororaphis (AAF17499)
bis hin zu 100 % bei den Stammen CC091 und DSM 1042 mit der Sequenz der ADIC aus
Streptomyces cinnamonenis (CAL34110). Durch die Sequenzierung des PCR-Produktes des
Stammes Streptomyces cinnamonensis DSM 1042" war dieser als Positivkontrolle fiir das
entwickelte Primersystem bestétigt.

Abhangig von der taxonomischen Gruppe wurden unterschiedliche Haufigkeiten beztiglich des
Vorkommens der phzE Genfragmente festgestellt (Tabelle 18).

Tabelle 18: Phylogenetische Zugehorigkeit der auf das Vorhandensein von Phenazin-
genfragmenten untersuchten Stdmme sowie deren Anzahl, die Anzahl der positiven PCR-Ergebnisse
und die Anzahl der Stamme, welche Phenazine im Extrakt aufwiesen.

Phylogenetische Gruppe Anzahl der Stdamme mit  Stdmme mit Phenazinen
getesteten Amplifikat im Extrakt
Stamme

Actinobacteria 77°42° 14 (18 %) 11 (14 %)

Bacteroidetes 2 0 0

Firmicutes 28 1 (4 %) 0

Alphaproteobacteria 21 2 (10 %) 0

Betaproteobacteria 2° 0 0

Gammaproteobacteria 36 0 0

Insgesamt 168 17 (10 %) 11 (7 %)

& Inklusive funf terrestrischer Stamme.

b DSMZz-Stamme.
¢ Inklusive eines terrestrischen Stammes.

Die meisten Amplifikate (14) konnten aus vier verschiedenen Gattungen der Gruppe der
Actinobacteria erhalten werden. Damit zeigten diese Vertreter mit 18 % den grof3ten Prozentsatz
bei der PCR-Produktausbeute. Weiterhin wiesen 10 % der Alphaproteobacteria (2 Amplifikate)
und 4 % der Firmicutes (1 Amplifikat) ein positives PCR-Ergebnis auf. Aus der Gruppe der
Bacteroidetes und der Betaproteobacteria, welche allerdings jeweils nur mit zwei Stdmmen
vertreten waren, und der Gruppe der Gammaproteobacteria konnten keine positiven Ergebnisse

erzielt werden.
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Tabelle 19: Die nachsten verwandten Typstdmme zu den phzE PCR-positiven Stammen sowie die Sequenzadhnlichkeit und -lange der phzE PCR-
Produkte zu bekannten Phenazinsequenzen.
Stamm Nachster verwandter Typstamm® 16S rRNA Phylum  Sequenzlange Verwandtes Phenazingen, Ahnlichkeit
Gene Acc.-Nr. in aa Produzent und Acc.-Nr. zum
Phenazingen
AB049 Bacillus velezensis CR-502' AY603658 F 99 ADIC; S. cinnamonenis CAL34110 89 %
AB108 Pseudovibrio ascidiaceicola F423" AB175663 AP 144 ADIC; S. cinnamonenis CAL34110 95 %
CC091° Streptomyces tendae ATCC19812" D63873 A 74 ADIC; S. cinnamonenis CAL34110 100 %
cc183° Nocardia jejuensis N3-2" AY964666 A 136 ADIC; S. cinnamonenis CAL34110 97 %
DSM 1042 Streptomyces cinnamonensis DSM 1042" DQ462657 A 127 ADIC; S. cinnamonenis CAL34110 100 %
DSM 40517  Saccharopolyspora erythraea DSM 40517'  AM420293 A 117 ADIC; S. cinnamonenis CAL34110 98 %
HB117 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 A 141 phzE; P. chlororaphis AAF17499 73 %
HB122 Streptomyces luridiscabiei S63' AF361784 A 141 phzE; P. chlororaphis AAF17499 74 %
HB202 Streptomyces mediolani LMG 20093" AJ781354 A 91 phzE; P. aeruginosa NP_252903 84 %
HB253 Micromonospora matsumotoense AF152109 A 144 phzB; P. chlororaphis AAF17496 67 %
IMSNU 22003"
HB254 Micromonospora matsumotoense AF152109 A 140 phzE; P. chlororaphis AAF17499 73 %
IMSNU 22003"
HB291 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 A 140 phzE; P. chlororaphis AAF17499 73 %
LB066° Kiloniella laminariae LD81' AM749667 AP 132 ADIC; S. cinnamonenis CAL34110 91 %
LB114 Streptomyces flavogriseus DSM 40323 AJ494864 A 141 phzE; P. chlororaphis AAF17499 79 %
LB129 Streptomyces fimicarius ISP 5322" AY999784 A 145 phzB; P. chlororaphis AAF17496 75 %
LB150 Streptomyces luridiscabiei S63" AF361784 A 132 phzB; P. chlororaphis AAF17496 74 %
LB151 Streptomyces griseus ATCC51928" AF112160 A 133 phzE; P. chlororaphis AAF17499 65 %
a

Die analysierten Sequenzen und die entsprechenden Typstamme zeigten eine Ahnlichkeit von 98,5 % oder mehr zueinander.
Terrestrische Stimme.
Hierbei handelt es sich um den Typstamm Kiloniella laminariae LD81" selbst.
aa Aminosaure.
A: Actinobacteria; AP: Alphaproteobacteria; F: Firmicutes.

b
c
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5.3.4 CHEMISCHE ANALYSE DER PHZE POSITIVEN STAMME

Alle Stamme mit einem positiven PCR-Ergebnis sollten theoretisch die Fahigkeit besitzen,
Phenazine zu produzieren. Dennoch gibt der Nachweis eines Genabschnittes nicht Gewissheit
dartiber, ob das gesamte Gencluster intakt ist und ob bzw. unter welchen Bedingungen die
entsprechenden Produkte exprimiert werden. Um die Synthese von Phenazinen in PCR-positiven
Stdmmen zu untersuchen, wurden diese Bakterien kultiviert und im Anschluss chemisch
analysiert. Diese Analyse liel3 erkennen, dass mehr als die Hélfte (65 %, 11 Stamme) der 17
Stdmme und ausschlielBlich Vertreter mariner Actinobacteria ein oder mehrere Substanzen
produzierten, welche bezuglich ihrer molekularen Masse und ihrer UV-Daten eine
Phenazingrundstruktur aufweisen kénnten bzw. Ahnlichkeiten zu bekannten Phenazinen zeigten
(Tabelle 20). Sechs der Stamme produzierten insgesamt 19 unterschiedliche bekannte
Phenazine. Alle diese Stamme sind marine Streptomyces Arten. In der Arbeit von Mtova e a. 2008]
wurden fir Stamm Streptomyces sp. HB202 verschiedene Phenazine bereits per NMR-
Spektroskopie nachgewiesen. Diese Streptophenazine traten auch in den durchgefiihrten
Versuchen auf (Abb. 43). Aus der Literatur ist ebenfalls bekannt, dass S. cinnamonensis DSM
1042" die Endophenazine A - C und Phenazin-1-carboxylsaure (PCA) produzieren kann, dieses
wurde ebenso in den entsprechenden Extrakten dieser Arbeit festgestellt (Abb. 43). Aul3erdem
wurde die Produktion von Phenazin-1,6-dicarboxylsaure und einer unbekannten Phenazin-

substanz im Extrakt dieses Stammes detektiert.

i Intens. -
107 5
g
2
1
0 A/MWW\J\/\./\/ L /"\4\.}\"\’_/4 }\/\W\M
30 40 Time [min]
1) Unbekannte Substanz 3) Endophenazin B Naphterpln Endophenazm A
m/z 206 m/z 322 m/z 354 m/z 292
2) Phenazin-1- 4) Endophenazin C  6) Phenazine-1,6-  8) Furanonaphthachinon |
carboxylsaure m/z 308 dicarboxylséure m/z 370
m/z 224 m/z 268

Abb. 43: UV/MS-Chromatogramm (schwarze Spur: MS; griine Spur: UV bei 250 nm) eines Extraktes
einer 17 Tage alten GYM4-Agarplatte des Stammes DSM 1042" nach Auftrennung an einer Cqg-
Phase. Im Extrakt wurde neben bekannten Phenazinen eine bisher unbekannte Substanz mit
typischem Phenazin-UV-Spektrum detektiert (Peak 1).

In den Extrakten der anderen neun Stdmme wurden die Phenazine Senacarcin A (Stamm
HB117), Saphenylester D (Stamme HB122 und HB291), Aestivophoenin C und ein mdgliches
Derivat davon (Stamme HB122 und HB291) sowie Phencomycinmetyhlester und 1-

Carboxymethyl-Phenazine (Stamm LB129) nachgewiesen (Abb. 44).
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1) 1_-CarboxymethyI-Phenazin 2) Phencomycinmetyhlester
m/z 238 m/z 296

Abb. 44: UV/MS-Chromatogramm (schwarze Spur: MS; griine Spur: UV bei 250 nm) einer 17 Tage
alten GYM4-Agarplatte des Stammes LB129 nach Auftrennung an einer C1g-Phase. Im Extrakt wurden
1-Carboxymethyl Phenazine und Phencomycinmethylester detektiert.

Neun Stdmme zeigten in ihren Chromatogrammen zusammen 13 verschiedene Substanzen,
welche plausible Massendaten sowie ein passendes UV-Profil aufzeigten und damit auf das
Vorhandensein weiterer, in den Datenbanken nicht vorhandener, Phenazine hindeuteten. Eine
detaillierte chemische Analyse zur Aufklarung der Struktur sowie Bestimmung der biologischen
Aktivitat sollte in Zukunft angestrebt werden.

[
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Tin 500 UV ]
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P ! X
3% 5 6 Time [min] 2

Abb. 45: 3D-UV-Chromatogramm (links) des Extraktes eines 100 mL Ansatzes von Stamm
Streptomyces sp. HB202 nach 7 Tagen Wachstum (rechts) nach Auftrennung an einer Cig-Phase.
Peak 1: Streptophenazin H und C; Peak 2: Streptophenazin A und B; Peak 3: Streptophenazin F und
G. Die Peaks, welche nicht nummeriert wurden, hatten keine Phenazinstruktur. Der obere Teil der
Abbildung zeigt ein typisches Phenazin-UV-Spektrum.
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Abb. 46: UV/MS-Chromatogramm (schwarze Spur: MS; griine Spur: UV bei 250 nm) einer 17 Tage
alten GYM4-Agarplatte des Stammes HB202. Im Extrakt wurden neben dem aromatischen Polyketid
Mayamycin (1) verschiedene Streptophenazine detektiert nach Auftrennung an einer Cyg-Phase.
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Tabelle 20: Die nachsten verwandten Typstdmme zu den phzE PCR-positiven Stammen sowie Masse- und UV-Daten der Peaks, die zu bekannten bzw.
moglicherweise neuen Phenazinen passen.

16S rRNA Gene Masse

Stamm Nachster verwandter Typstamm? Acc.-Nr miz [M'] UV-Daten (nm) Dereplikation der Phenazine
DSM 1042  Streptomyces cinnamonensis DSM 1042" DQ462657 206 367, 249, 212 kein passender Eintrag
20 372,249,215 PRSn armonysaure
268 375, 256, 223 “F:Qagga}atz;lnzgf dicarboxylsaure
292 371, 254, 214 Endophenazin A [faa9en et a- 2000)
306 387, 269, 211 kein passender Eintrag
308 372, 249, 212 Endophenazin C "aa0en et & 20061
322 375, 256, 223 Endophenazin B [13206" &t & 2000]
336 372, 249, 212 kein passender Eintrag
HB117 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901 AJ781331 494 370br, 274, 224 Senacarcin A Na@noetal 1982
512 370br, 275, 230 kein passender Eintrag
HB122 Streptomyces luridiscabiei S63" AF361784 492 376, 275, sh235 Saphenylester D [-ursen et & 2002
496 sh438, 383br, 276, 227 kein passender Eintrag
498 ;2319, 393-325, 289, sh253, kein passender Eintrag
508 376, 275, sh235 kein passender Eintrag
510 430br, 325, 224 Eﬁlréxgtet alv%r; . Aestivophoenin C
512 432br, 327, 226 Aestivophoenin C umoam et ak 1991
HB202 Streptomyces mediolani LMG 20093" AJ781354 396 368, sh364, sh351, 252, 218  Streptophenazin E "2 & 2008
410 371, sh364, sh354, 252,213 Streptophenazin C ""ova & 20%
410 368, sh364, sh351. 252, 218 Streptophenazin D M"ova & & 2008
424 367, sh363, sh350, 252, 215 Streptophenazin A Mva et & 2008
424 368, sh364, sh351, 252, 218 Streptophenazin B M2 & & 208
438 368, sh364, sh353, 252, 215 Streptophenazin F Mtvaetal 200
438 368, sh363, sh351, 252,214  Streptophenazin G M2 82008l
440 368, sh363, sh352, 252, 215 Streptophenazin H Mva et & 200%8]
HB253 2"2'%’3'*‘0”03"”& matsumotoense: IMSNUS 155109 260 458, sh302, 261, 232 kein passender Eintrag
465 sh362, 345, 299, 221 kein passender Eintrag
566 sh362, 345, 299, 221 kein passender Eintrag
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Stamm N&chster verwandter Typstamm? 165 rRNA Gene Masse+ UV-Daten (nm) Dereplikation der Phenazine
Acc.-Nr. m/z [M7]
HB254 g"z'%g’g}'onos"ora matsumotoense  IMSNU 155199 451 361, 343, 352, 301, 223 kein passender Eintrag
HB291 Streptomyces fulvorobeus LMG 19901" AJ781331 492 376, 275, sh235 Saphenylester D [-aureen eta. 2002
496 sh438, 383br, 276, 227 kein passender Eintrag
498 ;%19, SE-E28, 26k, Szt kein passender Eintrag
508 376, 275, sh235 kein passender Eintrag
510 430br, 325, 224 Rl Gl e
512 432br, 327, 226 Aestivophoenin C !noam et &l 1991
LB114 Streptomyces flavogriseus DSM 40323" AJ494864 n.d.’ 370, 270, 244 kein passender Eintrag
n.d. 419, 367, 305, 228 kein passender Eintrag
LB129 Streptomyces fimicarius ISP 53227 AY999784 296 366, 249, 214 Phencomycinmetyhlester
238 366, 249, 214 1-Carboxymethyl-Phenazin
LB150 Streptomyces luridiscabiei S63" AF361784 510 sh401, 378, 274, 227 kein passender Eintrag
LB151 Streptomyces griseus ATCC51928' AF112160 510 sh401, 378, 274, 227 kein passender Eintrag
a

Die analysierten Sequenzen und die entsprechenden Typstamme zeigten eine Ahnlichkeit von 98,5 % oder mehr zueinander.
n.i., Hat nicht ionisiert.

sh Bezeichnet das Auftreten einer Schulter bei angegebener Wellenlange.

s  Schwache Intensitat der angegebenen Wellenlange.

br Bereites Plateau bei der jeweiligen Wellenlange.

b
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54 DISKUSSION

Die grol3e Diversitdt von Mikroorganismen und deren mannigfaltigen biosynthetischen
Fahigkeiten bieten ein enormes Potential zur Produktion von neuen bioaktiven
Sekundéarmetaboliten. Die Suche nach solchen Substanzen in einer bakteriellen
Stammsammlung ohne weitere Informationen - auf3er einer groben phylogenetischen Einordnung
- kann eine sehr zeitraubende Angelegenheit darstellen und zu einer hohen
Wiederentdeckungsrate fuhren. Aus diesem Grund sind effiziente Methoden nétig, welche die
Suche fokussieren. Genetische Ansétze, wie beispielsweise der Einsatz von Primersystemen flr
NRPS, PKS oder Halogenasen, haben sich als hilfreiches Selektionskriterium herausgestellt
[Metsa-Ketela et al. 1999, Plel 2002 e Syche nach Phenazingenen kann diese Auswahimethoden
erfolgreich erganzen. In dieser Arbeit wurde daher ein schnelles genetisches System zur
Entdeckung von Phenazinproduzenten auf Basis des phzE-Gens entwickelt. Da die genetische
Basis der Phenazinbiosynthese hoch konserviert ist und die Variationen der Molekile erst nach
der Synthese der Grundstruktur erfolgt, kann mit den erstellten Primern eine grof3e Vielfalt
verschiedener Phenazinstrukturen entdeckt werden.

Sequenzen der Phenazinbiosynthese von Alpha-, Beta- und Gammaproteobacteria,
Actinobacteria sowie Firmicutes beim NCBI und in der Literatur zugénglich [-aursen et al. 2002 Price-
Whelan et al. 20061 - zllerdings wurden fiir die Erstellung der Primer nur Sequenzen verwendet, bei
denen eine Produktzugehorigkeit bereits belegt wurde. Das waren zum gegebenen Zeitpunkt
lediglich funf Sequenzen, eine davon aus der Gruppe der Actinobacteria. Dennoch war es
moglich, degenerierte Primer fir einen Teil des Biosyntheseweges (phzE) zu entwickeln und
damit die Prasenz von Phenazingenfragmenten fir etwa 10 % der untersuchten Stamme
nachzuweisen. Im Anschluss konnte fir 65 % dieser Bakterien eine Phenazinproduktion gezeigt
werden. Allerdings wurde keine Produktion von Phenazinen in Vertretern der Alphaproteobacteria
und der Firmicutes nachgewiesen, obwohl bei NCBI Nukleotidsequenzen fir beide
Bakteriengruppen hinterlegt sind. Eventuell war zwar das Genfragment, nach dem gesucht
wurde, intakt, nicht aber das gesamte fiir die Produktion nétige Gencluster. Wahrscheinlicher ist
es, dass keine optimalen Produktionsbedingungen hergestellt werden konnten, so dass
Variationen der Kulturbedingungen vermutlich zu einer Phenazinproduktion fihren wirden.

Bei den Bacteroidetes, den Beta- und Gammaproteobacteria konnten keine
Phenazingenfragmente amplifiziert werden. Zur Uberpriifung wurden einige dieser Stamme
angezogen und auf das Vorhandensein von Phenazinen im Rohextrakt untersucht.
Ubereinstimmend mit den negativen PCR-Ergebnissen konnte keine Phenazinproduktion
nachgewiesen werden. Dabei ist zu beachten, dass die Anzahl der untersuchten
Betaproteobacteria und Bacteroidetes zu gering war, um eine zutreffende Aussage Uber die
Anwendbarkeit der ephzE-Primer machen zu konnen. Allerdings sind die negativen PCR-
Ergebnisse bezlglich der 36 Gammaproteobacteria sehr unerwartet, da unter anderem einige
Pseudomonas-Stdamme getestet wurden. Pseudomonaden sind grundsatzlich als Produzenten

zahlreicher Phenazine bekannt [Wilson et al. 1988; Mavrodi et al. 1998; Thomashow et al. 1990] Und schlieRlich
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basierten die Primer unter anderem auf Sequenzen von Pseudomonaden. Zusatzlich wurde nach
der Erstellung der Primersequenzen eine Datenbanksuche mit diesen durchgefiihrt, welche eine
perfekte Ubereinstimmung mit verschiedenen Phenazingenen, wie beispielsweise jenen von P.
chlororaphis (L48339), Pseudomonas sp. M18 (FJ494909) und P. aeruginosa (FM209186,
CP000744, CP000438, AE004091, AF005404), ergab. Sollte es tatsachlich so sein, dass sich
unter den 36 Gammaproteobacteria zuféllig kein einziger Phenazinproduzent befand? Da bis
heute keine genetischen Untersuchungen bezlglich der Phenazinbiosynthese bei marinen
Pseudomonaden stattgefunden haben, ist es theoretisch mdglich, dass sich marine Vertreter von
ihren terrestrischen Verwandten genetisch viel starker unterscheiden als bisher angenommen.

Um die Anwendbarkeit des entwickelten Systems fir marine und terrestrische
Gammaproteobacteria und andere phylogenetische Gruppen nochmals zu Uberprifen, muisste in
Zukunft eine groRere Anzahl verschiedener Bakterien untersucht werden. Dabei sollten auch
Pseudomonas-Stamme hinzugezogen werden, von denen bereits umfassende Informationen
Uber die Phenazinbiosynthese vorliegen, wie beispielsweise Pseudomonas chlororaphis.

Im Gegensatz zu den hier erzielten Ergebnissen konnten Marodietal. 2010 it einem genetischen
System flr phzF Gene eine Trefferquote von 100 % in Pseudomonaden (51 Stamme) erzielen.
Allerdings wurde flr jede Gattung ein eigenes, universales phzF-Primerset entwickelt. Die Idee
der in dieser Arbeit entwickelten ephz-Primer war es, viele phylogenetisch unterschiedliche
Stdmme bzw. Isolate in einem Ansatz untersuchen zu kdnnen. In der Studie von Mavrodi et al.
wurden insgesamt 94 terrestrische Stdmme aus unterschiedlichen Habitaten und verschiedener
phylogenetischer Herkunft auf das Vorkommen von Phenazingenen, genauer des phzF Genes,
untersucht. Es zeigte sich, dass die meisten Phenazinproduzenten im Boden oder in Assoziation
mit Pflanzen lebten.

Das hier entwickelte Primersystem scheint am geeignetsten fir die Untersuchung von
Actinobacteria zu sein. Die PCR-positiven Stamme sind alles marine Vertreter der Gattungen
Nocardia, Saccharopolyspora, Micromonospora und Streptomyces. Fur die letzten zwei
Gattungen konnte ebenfalls die Produktion von bekannten und mdglicherweise neuen
Phenazinen gezeigt werden. Die Ergebnisse der Streptomyceten Stamme stehen im Einklang mit
Daten der Literatur, die sie als reichhaltige Phenazinquelle darstellen [Tumer & Messenger 1986; Pusecker et
al. 1997; Haagen et al. 2006; Mitova et al. 2008] \y/eijtere detaillierte Analysen konnten Aufschluss tber die
moglicherweise neuen Strukturen und eventuelle interessante Bioaktivitaten geben. Besonders
im Hinblick auf die beiden Micromonospora Stamme HB253 und HB254, welche eventuell neue
Phenazine produzieren, wirde sich eine eingehende Untersuchung lohnen, da bis heute keine
Phenazine aus der Gattung Micromonospora bekannt sind.

Nicht nur aus der Literatur sind interessante Bioaktivitaten fir Phenazine bekannt [Nakano et al

1982; Thomashow et al. 1990; Kunigami et al. 1998; Reddy et al. 1999; de Andrade-Neto et al. 2004; Laursen & Nielsen 2004] auch die
i)

Untersuchung der Streptophenazine aus Stamm Streptomyces sp. HB202 zeigte
vielversprechende Aktivitaten gegen unterschiedliche Gram-positive Bakterien Mtova et al. 2008]

Ausgehend von den guten Bioaktivitaten der Streptophenazine kann angenommen werden, dass
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auch die anderen, mdoglicherweise neuen Phenazine der marinen Actinobacteria interessante
Bioaktivitat aufweisen kdnnten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der genetische Ansatz zur Suche nach Phenazinen ein
vielversprechendes Selektionskriterium fiir Actinobacteria, in diesem Fall mariner Vertreter, ist.
Zusétzlich hat sich gezeigt, dass marine Actinobacteria produktive Phenazinproduzenten sind.
Dieses ist besonders interessant mit dem Wissen, dass Streptomyceten Phenazine herstellen
kénnen, welche im Gegensatz zu anderen Phenazinen keine Zytotoxizitat gegentiber Eukaryoten
aufweisen, aber dennoch vielversprechende selektive Aktivitdten gegen Tumorzellen bzw.
Infektionskrankheiten zeigen [-aursen & Nielsen 2004]

Aus okologischer Sicht sind diese Erkenntnisse Uber das Vorkommen und die Diversitat der
aufgetretenen Phenazine ebenfalls interessant. Es ist bekannt, dass Phenazine eine Funktion bei
der Kontrolle von Pflanzenpathogenen haben, dass sie zur o©kologischen Fitness und zur

[Mavrodi et al. 2010]. Mehrere Studien

Pathogenitat des produzierenden Stammes beitragen kénnen
haben gezeigt, dass Phenazine einen nitzlichen Effekt auf die Konkurrenzfahigkeit und das
Langzeitiiberleben der Produzenten in ihrer natiirlichen Umgebung haben Mazzcla et al. 1992
AuRerdem wird die Funktion als Signalmolekiil immer offensichtlicher [Petrich et al. 2006]

Die in dieser Arbeit identifizierten Phenazine wurden ausschlie3lich von marinen Stdmmen
produziert, welche entweder von dem Brotkrumenschwamm Halichondria panicea (HB-Stamme)
oder dem Zuckertang Saccharina latissima (ehemals Laminaria saccharina; LB-Stamme) isoliert
wurden. In der Literatur werden fir alle identifizierten Phenazine vor allem antibakterielle und
zytotoxische Eigenschaften beschrieben. So koénnten die antibakteriellen Eigenschaften des
Senacarcin A [Nkano et al 19821 (giamm HB117), des Phencomycinethylesters [Pusecker et al. 1997]
(Stamm LB129), der Streptophenazine M@ ¢t 2008l (gtamm HB202) und des Saphenylesters D

[Laursen et al. 2002] (Stamme HB117 und HB298) die assoziierte mikrobielle Population des Wirtes vor

unerwiinschten Bakterien schiitzen. Die zytotoxischen Wirkungen des Senacarcin A [MNakano et al

19821 ynd des Phencomycinethylesters [Pusecker et al. 1997]

kénnten Schutz vor beispielsweise
FraRfeinden in Form kleiner Invertebraten bzw. Vertebraten bieten oder den Aufwuchs durch
Algen verhindern. Das Aestivophoenin C [Kunigami etal. 19981 jg4 ain Antioxidans und konnte mit seiner
Redoxeigenschaft den Produzenten schutzen, indem es die Zerstérung empfindlicher Molekule
verhindert.

Da bekannt ist, dass Phenazine zumindest in Pseudomonaden als Signalmolekile fungieren

[Dietrich et al. 2006] ' snnte dieses auch bei Actinobacteria der Fall sein.
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55 ZUSAMMENFASSUNG

Auf der Basis des phzE Gens des Phenazinbiosyntheseweges wurde ein genetisches System
entwickelt, welches aufzeigt, welche Bakterien als Phenazinproduzenten in Frage kommen.
Phenazine sind vielversprechende bakterielle Sekundarmetabolite mit interessanten
antibiotischen Aktivitaten. Sechs unterschiedliche phylogenetische Bakteriengruppen von
verschiedenen, hauptséchlich marinen Standorten, wurden diesbeziglich untersucht. Vertreter
der Firmicutes, Alphaproteobacteria und Actinobacteria zeigten ein positives PCR-Ergebnis. Die
Stamme mit einem positiven genetischen Ergebnis wurden mit Hinblick auf die Fahigkeit zur
Phenazinproduktion kultiviert und das dazugehdrige Metabolitprofii mittels HPLC-UV/MS
analysiert. Die chemischen Untersuchungen zeigten die Bildung von Phenazinen in 11 von 17
genetisch positiv getesteten Stdmmen, allesamt marine Actinobacteria. In sechs Bakterien
konnten bekannte Phenazine identifiziert werden, in funf Stammen traten Phenazine auf, welche
keinem bekannten Phenazin in den Datenbanken zugeordnet werden konnte. Damit stellt dieses
genetische System eine schnelle und vielversprechende Methode zur Identifizierung bekannter

und neuer Phenazine dar.
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6 GENETISCHE UND CHEMISCHE UNTERSUCHUNG DER
SEKUNDARSTOFFPRODUKTION IN NOCARDIA
JEJUENSIS DSM 449597

6.1 EINLEITUNG

Actinomyceten sind traditionell eine reichhaltige Quelle an vielversprechenden Naturstoffen,

von denen viele eine pharmazeutische Anwendung haben [ et a. 2006 Gulo et al. 2006]

n [Clardy et al. 2006]

Streptomyceten haben mit etwa 90 % den gréRten Anteil dara . Auch in der

Gattung Nocardia konnten viele strukturell unterschiedliche und pharmakologisch interessante

Nett et al. 20091 1976 wurden als erste Metabolite aus dieser

Sekundarmetabolite entdeckt werden !
Organismengruppe die B-Laktamantibiotika Nocardicin A und B entdeckt, welche eine Aktivitat
gegen Gram-positive Bakterien und gegen Pseudomonaden zeigten [Heshimeto et al. 1976] ‘gagonders
viele Substanzen wurden bis heute aus der Art Nocardia brasiliensis isoliert. Dazu gehdren das

Shigemori et al. 1996; Tanaka et al. 1997

fungizide Makrolid Brasilinolid A t I das zytotoxische Alkaloid Brasilidin

A [obayashietal 1997] - e immunsuppressiven Diterpenoide Brasilicardin A - D [Komaki et al. 2000; Shigemori et
al. 1998; Komatsu et al. 20041 " e gntibakteriellen Nocarasine A - C [Tsud@ et al 1991 nq gas zytotoxische
Benz[a]anthrachinone D [Tsudaeta- 19961 gqpjie das zytotoxische Mycobactin Brasilibactin A [Tsudaeta:
20951 "Ein Brasilibactin A-Derivat, das antiviral wirkende Mycobactin A-77543 (im weiteren Verlauf
der Arbeit aufgrund der engen strukturellen Verwandtschaft als Brasilibactin B bezeichnet),
wurden ebenfalls in einem nicht naher phylogenetisch klassifizierten Nocardia Stamm
nachgewiesen [Azuma et al. 2000].

Diese Mycobactine bestehen zum einem aus der Mycobactinsdure und zum anderen aus dem

Cobactin (Abb. 47).
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I
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z H NH
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O OH

Mycobactinsaure M Cobactin M

Abb. 47: Mycobactine setzten sich aus einer Mycobactinsaure und einem Cobactinteil zusammen.
Hier das Beispiel des Mycobactin M, isoliert aus Mycobacterium marinum, modifiziert nach [Ratledge
& Snow 1974].

Mycobactine sind eine Gruppe von lipidldslichen, Eisenionen-bindenden Substanzen, welche
Uberwiegend von der Gattung Mycobacterium produziert werden. Die Mycobactine fungieren als

lonophore fiir den Transport von Eisenionen und werden vorwiegend produziert, wenn die

[Ratledge & Marshall 1972]

Umgebung ein Eisendefizit aufweist . Dieses ist besonders wichtig, da die
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mycobakterielle Zellwand sich durch ihre dicke, lipidhaltige Grenzschicht von anderen
bakteriellen Zellwdnden unterscheidet. Die Mycobactine gehdren mit den Exochelinen und den
Carboxymycobactinen zu der Gruppe der Siderophore Ve'9"¢ €@ 2000 e Gattung Nocardia ist mit
der Gattung Mycobacterium nah verwandt und besitzt einen ganz ahnlichen Zellwandaufbau.
Daher stellt auch hier die Eisenaufnahme ein Problem dar. 1974 wurde die erste Mycobactin-
struktur, Nocobactin NA (Abb. 48), aus Nocardia asteroides [Rafedoe & Snow1974] hagchriepen.

0]

HO\N)K

OH

(@]
N NH
®_</ | ° 0
© [los 4
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Nocobactin NA H NHQ
7N

\
© OH
Abb. 48: Nocobactin NA aus Nocardia asteroides, modifiziert nach [Ratledge & Snow 1974].
Das aus nichtproteinogenen Aminosauren aufgebaute Peptidriickgrat der Siderophore und

damit auch der Mycobactine lie3 schon friih eine NRPS basierte Biosynthese vermuten. Etliche

Experimente bestatigten diese Annahme [Quad et al. 1998]
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Abb. 49: Schematischer Aufbau zweier Siderophorgencluster, modifiziert nach ['s"aa eta. 2004]

Die Analyse des Genoms von M. tuberculosis zeigte, dass das Gencluster mbt (Abb 48) fir
die Biosynthese des Mycobactins sowie fur den anschlieRenden Eisentransport verantwortlich ist
[Devoss et al. 1999 gechs der Gene, mbtA bis mbtF, konnten als direkte Gene eines
NRPS/PKS/NRPS-Hybrids identifiziert werden. Neben den zwei PKSn (MbtC und MbtD) und den

drei NRPSn (MbtB, MbtE, MbtF) konnte eine Isochorismatsynthetase (Mbtl), welche Salicylsaure
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zur Verfigung stellt, und ein Adenylierungsenzym (MbtA), welches die Aktivierung der
Salicylsaure bewirkt, um diese anschliefend an das ACP-MbtB zu binden, identifiziert werden
[Crosa & Walsh 2002] 'pyer genetische Aufbau der Siderophore innerhalb der Gattung Nocardia scheint
sehr &hnlich zu sein ['shikawa etal. 2004]

In diesem Teil der Arbeit sollte mit den zuvor erprobten Methoden eine Nocardia Art genetisch
und chemisch naher charakterisiert werden, um so Einblicke in das Potential eines solchen
Stammes - vor allem mit Hinblick auf die Siderophorbildung - zu gewinnen. Dafir wurde der
Typstamm Nocardia jejuensis DSM 44959", der im Jahr 2006 von Lee aus einer Hohle auf Jeju
Island (Stidkorea) isoliert und beschrieben wurde ¢ 2°%! ausgesucht. Fiir diese Art wurden bis
jetzt keine Sekundarmetabolite nachgewiesen.

Nocardia jejuensis gehort innerhalb der Actinobacteria zusammen mit der Gattung
Rhodococcus zu der Familie der Nocardiaceae und ist nah verwandt mit den Typstdmmen
Nocardia alba YIM 30243 (AY222321; 97 % Ubereinstimmung zu N. jejuensis) und Nocardia
uniformis DSM 43136" (AF430044; 96 % Ubereinstimmung zu N. jejuensis). N. jejuensis formt
ein verzweigtes Mycel, welches sich aus ungleichmafigen Stadbchen zusammensetzt und auf der

Unterseite orange und auf der Oberseite weil} bis pink gefarbt ist (Abb. 50).

Abb. 50: A: 7 Tage alte GYM4-Agarplatte des Typstammes N. jejuensis nach Inkubation bei 28°C im
Dunkeln. B: VergroRerung derselben Platte.
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6.2 MATERIAL UND METHODEN

6.2.1 AMPLIFIZIERUNG VON BIOSYNTHESEGENFRAGMENTEN AUS NOCARDIA JEJUENSIS DSM
449597

Der Typstamm Nocardia jejuensis DSM 44959" wurde von der DSMZ in Braunschweig
bezogen. Nach dem Offnen der gelieferten Ampulle wurden 0,5 mL GYM-Medium zugegeben
und die Ampulle wurde for 30 Minuten mit einem Baumwollstopfen verschlossen, so dass das
Pellet aufquellen konnte. AnschlieRend wurde der Inhalt vorsichtig mit einer Impfése umgerihrt
und in ein Reagenzglas mit 5 mL GYM-Medium Ubertragen. 100 pL dieser Suspension wurden
auf einer GYM-Agarplatte ausgestrichen, bei 28°C kultiviert und dann auf GYM4-Agarplatte
Uberimpft. Nach 2 Wochen erfolgte die DNA-Extraktion. Eine Impfése Bakterienmaterial wurde
mit 400 puL DNA-freiem Wasser (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) mithilfe des Precellys 24
Homogenizer (Peqglab, Erlangen) bei 2 x 6.500 rpm fur 45 Sekunden aufgeschlossen.
Anschliel3end wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 8.000 x g zentrifugiert, um den DNA-haltigen
wassrigen Uberstand von dem Zellmaterial zu trennen.

Die PCR zur Amplifizierung der Typ Il PKS, NRPS und phzE Genfragmente erfolgte wie in
Abschnitt 4.2.2.3 und 5.2. beschrieben. Die erhaltenen und manuell bearbeiteten Sequenzen
wurden mithilfe von blastx Ptschul et al- 1991 it hekannten NRPS und Typ I PKS Gensequenzen
verglichen.

6.2.2 KLONIERUNGSEXPERIMENT MIT DEN NRPS-PCR-PRODUKTEN

Da bei der NRPS-PCR mehrere PCR-Produkte mit ahnlicher Lange amplifiziert wurden, wurde
im Anschluss ein Klonierungsexperiment durchgefiihrt, um die PCR-Produkte einzeln
sequenzieren zu koénnen. Hierflir mussten die erhaltenen PCR-Produkte von stérenden PCR-
Komponenten, wie beispielsweise Primerresten, befreit werden. Dieses wurde mithilfe des High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Mannheim) nach Angaben des Herstellers erreicht. Im
Anschluss wurde die DNA-Konzentration in der Probe wie in Abschnitt 4.2.3.1 bestimmt. Fur die
Klonierung lag ein DNA-Gehalt von 25 ng/uL vor. Das Klonierungsexperiment an sich wurde mit
dem TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen, Carlsbad, USA) nach Angaben des
Herstellers ausgefiihrt. Dabei wurde der Ansatz nach vorsichtiger Durchmischung fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. FUr die anschlieende Transformation wurden 2 pL des
Ligationsansatzes zu TOP10-kompetenten E. coli-Zellen gegeben. Der Ansatz wurde fur weitere
30 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte ein Hitzeschock, bei dem der Ansatz fiir 30
sec in 42°C warmes Wasser und anschlieBend erneut fir zwei Minuten auf Eis gestellt wurde.
Danach wurden 250 puL SOC-Medium zu dem Ansatz gegeben. Die Probe wurde fir eine Stunde
bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils auf vorgewarmte LB-Platten 50, 80
und 120 pL der Zellsuspension ausplattiert. Als Antibiotikum fir die LB-Platten wurde Kanamycin
(Calbiochem, Darmstadt) verwendet. Die LB-Platten wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden mittels steriler Zahnstocher Einzelkolonien gepickt und in 50 pL DNA-
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freiem Wasser aufgenommen. Anschlielend wurde bei 95°C (10 min) denaturiert. Nun konnte die
entsprechende PCR (Abschnitt 8.2, Tabellen 25 und 26) mit den Primern M13 forward und M13
reverse (Abschnitt 8.2, Tabelle 24) durchgefihrt werden. Der Erfolg der PCR wurde mittels Gel-
Elektrophorese, wie in Abschnitt 4.2.2.2 beschrieben, Uberprift. Die anschlielende
Sequenzierung erfolgte ebenfalls mithilfe des M13 Primerpaars wie bereits in Abschnitt 4.2.2.2
ausgefuhrt.

6.2.3 KULTIVIERUNG DES NOCARDIA JEJUENSIS DSM 449597

In einer ersten Analyse wurde Stamm N. jejuensis DSM 44959" in 100 mL GYM4CaCl,-
Medium im 300 mL Erlenmeyerkolben bei 120 rpm und 28°C im Dunkeln angezogen. Die
Hauptkultur wurde mit einem zwei bis drei Wochen alten, 1 cm? groRen Stiick einer GYM4-
Agarplatte angezogen, welche wiederum aus der Kryokonservierung angeimpft wurde. Dieser
Ansatz wurde nach sieben Tagen nach Standardbedingungen (Zugabe von 50 mL EtOAc,
Abschnitt 4.2.2.5) aufgearbeitet. Um die in dieser Analyse auftretenden Brasilibactine in
ausreichender Menge zur Verfigung zu haben, wurde ein 12 L Ansatz kultiviert. Hierfir wurde
zunéchst eine sechs Tage alte 100 mL GYM4CaCl,-Vorkultur durch Animpfen aus der
Kyrokonservierung bei 120 rpm und 28°C im Dunkeln hergestellt. Fir die Hauptkultur wurden im
Anschluss 10 mL der Vorkultur in den jeweiligen 2 L Erlenmeyerkolben mit einem Liter
GYMA4CaCl, Uberimpft und bei 120 rpm und 28°C im Dunkeln fur acht Tage kultiviert.

6.2.4 EXTRAKTION DER NOCARDIA JEJUENSIS KULTUR UND AUFREINIGUNG DER
BRASILIBACTINE A - D (7-10)

Die 12 L-Kultur des Stammes Nocardia jejuensis DSM44959" wurden mithilfe des Ultra Turrax
T25 basic (IKA-Werke GmbH and Co) bei 16.000 rpm fir 30 Sekunden homogenisiert und
anschlieBend mit 6 L EtOAc extrahiert. Der Extrakt wurde vakuumgetrocknet und in MeOH
resuspendiert. Ein Aliquot des trockenen Rohextraktes (1,565 g) wurde mittels HPLC-UV/MS
analysiert. AnschlieBend wurde der Rohextrakt mithilfe der préparativen HPLC (Phenomenex
Gemini-NX Cyg 110A, 100 x 50.00 mm; Elutionsmittel: H,O (A), MeCN (B); Gradient 0 min 80 %
B, 16 min 100 % B, 18 min 100 % B; Fluss 15 mL/min; UV-Detektion via DAD) aufgetrennt.
Brasilibactin A (7) (17 mg) konnte bei 12,8-13,4 min, Brasilibactin B (8) (20 mg) bei 8,8-9,4 min,
Brasilibactin C (9) (18 mg) bei 6,2-6,8 min und Brasilibactin D (10) (0,6 mg) bei 4,8-5,2 min

detektiert werden.

6.2.5 CHEMISCHE ANALYTIK

Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker AV 600 Spektrometer (600 und 150 MHz)
aufgenommen. Die verbleibenden Ldsungsmittelprotonen wurden als Referenz verwendet (&4
3,31 und &¢ 49,0 ppm CD3;0OD). Mithilfe eines Benchtop Time-of-Flight Spektrometers (MicrOTOF
I, Bruker Daltonics) mit positiver Elektrospray-lonisation (ESI) wurde von 7-10 eine exakte Masse
ermittelt. Fur die RP-HPLC wurde eine Cig-Saule (Phenomenex Onyx Monolithic Cyg, 100 x 3.00
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mm) und ein Gradient (Abschnitt 8.3, Tabelle 27) bestehend aus H,O (A)/MeCN (B) (0 min 5 %
B, 4 min 60 % B, 6 min 100 % B; Fluss 2 mL/min), jeweils versetzt mit 0,1 %iger Ameisensaure,
verwendet. Die Saule war wiederum Bestandteil eines VWR Hitachi Elite LaChrom Systems,
welches an einen ESl-lonenfallen Detektor (Esquire 4000, Bruker Daltonics) gekoppelt war.

6.2.6 ERMITTLUNG DER ANTIMIKROBIELLEN AKTIVITAT DER BRASILIBACTINE A - D (7-10)

Zur Ermittlung der antibakteriellen Aktivitdt der Brasilibactine A - D (7-10) wurden folgende
Stamme verwendet: Die Gram-positiven Bakterien Bacillus subtilis (DSM 347), Propionibacterium
acnes (DSM 1897), Staphylococcus epidermidis (DSM 20044), Staphylococcus lentus (DSM
6672), die Gram-negativen Bakterien Erwinia amylovora (DSM 50901), Escherichia coli K12
(DSM 498), Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071), Pseudomonas fluorescens (NCIMB 10586),
Pseudomonas syringae pv. aptata (DSM 50252), Ralstonia solanacearum (DSM 9544),
Xanthomonas campestris (DSM 2405) und die Hefe Candida glabrata (DSM 6425) sowie der Pilz
Septoria tritici (BASF). Alle Tests wurden wie in Abschnitt 4.4.1.2.4 beschrieben durchgefihrt.

6.2.7 ERMITTLUNG DER ZYTOTOXISCHEN AKTIVITAT DER BRASILIBACTINE A - D (7-10)
Die Sensitivitat der NIH-3T3, HepG2 und HT-29 Zelllinien (DSMZ, Braunschweig) gegeniber

den Brasilibactinen A - D (7-10) wurde wie in Abschnitt 4.4.1.2.4 beschrieben ermittelt.

6.2.8 ERMITTLUNG DER ENZYMINHIBITORISCHEN AKTIVITAT DER
BRASILIBACTINE A - D (7-10)

Die Ermittlung der enzyminhibitorischen Aktivitaten der Brasilibactine A - D (7-10) wurde wie in
Abschnitt 4.4.3.2.7 beschrieben durchgefihrt.
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6.3 ERGEBNISSE

Aus Typstamm Nocardia jejuensis DSM 44959" konnten im Laufe dieser Arbeit die bekannten
Mycobactine Brasilibactin A (7) und B (8) sowie zwei neue Derivate C (9) und D (10) isoliert
werden. Bei ersten Untersuchungen zur biologischen Aktivitat zeigten sich antibakterielle und
zytotoxische Wirkungen dieser Metabolite.

12 L Kultur wurden mit EtOAc extrahiert und der organische Uberstand in MeOH gelost, um
eine HPLC-UV/MS Analyse durchzuftihren. Im Anschluss konnten die farb- und gestaltlosen
Feststoffe Brasilibactin A (7) (17 mg) bei 12,8 - 13,4 min, Brasilibactin B (8) (20 mg) bei 8,8-9,4
min, Brasilibactin C (9) (18 mg) bei 6,2 - 6,8 min und Brasilibactin D (10) (0,6 mg) bei 4,8-5,2 min
detektiert und mit einer Reinheit von tber 80 % isoliert werden. Die Summenformel CzgHsgNsO10
(gemessen m/z 746,43197 [M+H]", berechnet m/z 746,4335 [M+H]") fur Brasilibactin C (9) und
die Summenformel CzsHssNsO1o (gemessen m/z 718,40564 [M+H]", berechnet m/z 718,4022
[M+H]") fiir Brasilibactin D (10) wurden mittels HRESIMS ermittelt. Die UV-Absorption zeigte
folgende Maxima Amax (MeOH) 306, 260sh, 250sh, 244, 230sh und 215 nm fiir 9 und 10. Dieses
deutete auf ein substituiertes Benzolchromophor hin und stimmte mit den UV-Daten der
bekannten Brasilibactine Gberein. Au3erdem ist aus der Literatur bekannt, dass die strukturellen
Komponenten der Mycobactine im Allgemeinen ein typisches UV-Spektrum aufweisen, welches
durch den Hydroxyphenyloxazolinrest und die Acylhydroxamsauregruppe hervorgerufen wird.
Daraus ergibt sich ein Ay in Methanol von 243, 249 und 304 nm bei einer substituierten

Benzylgruppe, bei einer nicht substituierten Benzylgruppe ein Amay von 250 und 311 nm [Verone et

2000].

Da aus dem organischen Extrakt des DSM Stammes ebenfalls das Brasilibactin A (7) isoliert
werden konnte, war es méglich, einen Abgleich des gemessenen *H NMR-Spektrums mit den
entsprechenden Daten aus der Literatur durchzufihren. Die Spektren waren nahezu identisch.
Anhand des Spektrums von Brasilibactin A (7) (Anhang A) und den Daten der HRESIMS konnte
die Struktur des Brasilibactin C (9) aufgeklart werden. Die *H und **C NMR-Spektren des
Brasilibactin C (9) (Anhang A) deuteten auf das Vorhandensein von neun CH-Gruppe, vier
Carbonylgruppen, einer N-Formylgruppe, drei Methylengruppen in Nachbarschaft zu einem
Heteroatom, zwei Methyl- und einigen Methylengruppen in einer Alkylkette hin. Die Struktur von 9
wies insgesamt funf Spinsysteme auf. Einen Benzolring von H-3 bis H-6, einen Dihydrooxazolring
von H»-9 bis H-10, Alkylketten von NH-13 bis H,-31, von NH-20 bis H»-24 und von H-17 bis H-44.

Aus der Literatur sind bestimmte Anhaltspunkte fir die NMR-Signhale von Mycobactinen
bekannt: Die Protonensignale teilen sich in finf Regionen auf. Aromatische Protonen kommen in
der Region um 7,7 bis 6,5 ppm vor. Die olefinischen Protonen, die Protonen in a-Stellung zu
einem Sauerstoffatom und die Protonen in a-Stellung zu zwei Gruppen wie einem Stickstoffatom
oder einer Carbonylgruppe geben ein Signal zwischen 6,0 und 4,0 ppm. Die Protonen in a-
Stellung zu einem Stickstoffatom liegen bei 4,0 bis 3,0 ppm. Protonen einer Allylgruppe kommen
bei 3,0 bis 2,0 ppm vor Verane et a 2000l Aphand dessen konnten die *H-"H-COSY-Signale von H-3

(64 6,98; d, J = 8,3 Hz) mit H-4 (04 7,42; br t, J = 7,7 Hz), H-4 mit H-5 (&4 6,91; brt, J = 7,5 Hz),
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H-4 mit H-6 (&4 7,69; dd, J = 7,9; 1,7 Hz) und H-5 mit H-6 einem orthodisubstituierten,
aromatischen Ring mit einer Hydroxygruppe am C-2 (&6c 161,0) zugeordnet werden. Die
chemische Verschiebung der **C Signale (C-3 &¢c 117,7; C-4 8¢ 135,0; C-5 8¢ 120,0; C-6 ¢
129,5) erharten das Aussehen dieses Strukturelements. Die *H-"*C-HMBC-Korrelationen von H-
3/C-1 (6¢ 111,5), H-3/C-5, H-4/C-2 und H-5/C-1 zeigten zusatzlich, dass der Benzolring am C-2
eine phenolische Hydroxygruppe tragen musste. *H-"*C-HMBC-Korrelationen von H-3/C-7 (3¢
168,5), H-6/C-7, H,-9 (64 4,62 und 4,64)/C-7 und H-10 (64 5,03)/C-7 bewiesen, dass der
Benzolring (C-1 bis C-6) Uber C-7 mit C-9 und C-10 verbunden war. Die chemischen
Verschiebungen von C-7, C-9 (&¢ 70,4) und C-10 (8¢ 69,3) deckten sich mit den Daten des
Brasilibactin A (7) und es konnte davon ausgegangen werden, dass ein Dihydrooxazolring Teil
der Struktur von 9 war. Die *H-**C-HMBC-Korrelationen von H,-9, H-10 und H-14 (5, 4,48) zu C-
12 (6¢ 173,1) zeigten, dass der Dihydrooxazolring an eine Amidcarbonylgruppe gebunden war.
Die 'H-'H-COSY- sowie die *H-*C-HMBC-Korrelationen von H-14 zu H-28 (3, 1,94 und 1,83, m)
bzw. zu dem entsprechenden C-28 (5¢ 31,8) sowie H-28/C-15 (8¢ 172,9) zeigten den Ubergang
von der Amidcarbonylgruppe zu der Alkylkette H-28 bis H,-31 (H-29: 64 1,47 und 1,73; m; H-30:
Oy 1,72; H,-31: 8y 3,55 und 3,49). Die chemische Verschiebung von C-31 (&¢ 50,7) und die H-
13C-.HMBC-Korrelation von H,-31 zu C-33 (8¢ 159,3) wiesen auf eine N-Formylgruppe an dem N-
32 hin. Diese Alkylkette ist an die Carbonylgruppe C-15 (8¢ 172,9) gebunden. Dieses wurde
durch die *H-*C-HMBC-Korrelation von H-14 (3, 4,48; m)/C-15 gestiitzt. *H-**C-HMBC-Signale
zeigten die Bindung von H-18 (&4 2,69; dqg, J = 7,0 Hz; 7,5 Hz) zu der Amidcarbonylgruppe C-19
(6¢c 175,0). Die Methylgruppe H-45 (6¢ 1,13;t, J = 7,0 Hz), C-45 (6¢ 14,1) lag in Nachbarschaft zu
C-17, C-18 (d¢ 45,1) und C-19, was durch eine COSY-Korrelation zu H-18 und die HMBC-
Korrelation zu den drei genannten Kohlenstoffatomen bewiesen wurde. Die Amidcarbonylgruppe
C-19 war mit einem e-Aminocaprolactamring verbunden. Dieses wurde durch entsprechende *H-
13C-HMBC-Korrelationen von H-21 (5 4,56; br d, J = 11,4 Hz) und H»-24 (5 3,92; dd, J = 16,4;
11,5 Hz und 3,66; dd, J = 16,4; 5,0 Hz) zu C-22 (&¢ 171,1) sowie 'H-'H-CcOSY-Korrelationen von
H-21 zu H,-27 (04 1,55 und 1,84), H,-24 zu H,-25 (64 1,57 und 1,79) unterstitzt. Die lange
Alkylkette erstreckte sich von H-17 bis H»-34 (04 1,61; m). Diese Alkylkette endete mit der
Methylgruppe CHs-44 (& 0,90; d, J = 7,0 Hz). Dieses wurde von einer COSY-Korrelation von H-
44 zu H,-43 (54 1,20 — 1,35; m) und einer *H-"*C-HMBC-Korrelation von Hz-44/C-42 (5¢ 23,7)
und H,-43/C-43 (6¢ 33,0) bewiesen.
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Abb. 51: Brasilibactine A - D (7-10).

Fir die Strukturaufklarung von Brasilibactin D (10) mittels NMR-Experimenten konnte
bedauerlicherweise nicht genligend Substanz isoliert werden. Dennoch gab die Messung der

Exakten Masse und damit die Berechnung der Summenformel geniigend Information, um die
Struktur des Brasilibactin D (10) zu erstellen.
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Abb. 52: 3D-UV-Chromatogramm des Rohextraktes von N. jejuensis nach Auftrennung an einer Cqg-

Phase. Unten sind die entsprechenden Massen von bekannten und neuen Brasilibactin Derivaten an
den entsprechenden Peaks angegeben.

Neben den isolierten Brasilibactinen waren im 3D-UV/Vis-Chromatogramm des Extraktes des
Stammes DSM 44959" weitere Massen mit dem gleichen UV-Spektrum 306, 260sh, 250sh, 244,
230sh, 215 nm zu erkennen (Abb. 52). Es ist weitestgehend bekannt, dass Mycobactine haufig
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als eine Mischung verschiedener Strukturderivate vorliegen, welche sich nur in der Lange der

vergne et al. 2000l nyiageg schien hier der Fall zu sein.

Seitenkette unterscheiden |

Fir die gefundenen Massendaten, bis auf die beiden Massen m/z 772 und 800 [M+H]", konnte
davon ausgegangen werden, dass die Kettenldange ab C-34 ausgehend von dem Brasilibactin A
(7) um eine CH,-Gruppe verlangert (m/z 830 [M+H]") bzw. um ein bis sechs CH,-Gruppen (m/z

718 [M+H]") verkirzt war (Abb. 53).

Abb. 53: Zuordnung der aufgetretenen Masse zur Lange der Seitenkette im Brasilibactin-Molekiil.

Zusatzlich zu den Brasilibactinen traten im polaren Bereich des 3D-UV-Chromatogramms
(Abb. 52) mehrere Substanzen auf, deren Grundgerist vermutlich aus einem Indol bestand. Einer
dieser Strukturen konnte das bekannte Indol-3-carbaldehyd (Abb. 54) zugeordnet werden,
welches eine Masse von m/z 145 und ein UV von 299, 260, 244, 220sh, 211 aufwies. Eine zweite
Substanz, die im Rohextrakt aufgetreten war, ist das N-Acetyltryptophan (Abb. 54) mit einer
Masse von m/z 246 und einem UV von 291sh, 267, 233, 218sh. Die weiteren Indolstrukturen

konnten bislang nicht aufgeklart werden.

HO
o] =0
N—H /O
NH {
A\ A\
N N
H H
Indol-3-carbaldehyd N-Acetyltroptophan

Abb. 54: Indol-3-carbaldehyd und N-Acetyltryptophan aus N. jejusensis.
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Tabelle 21: NMR-Daten (600 MHz, CD3;0D) der Brasilibactine A (7) und C (9).

Brasilibactin A (7)*

Brasilibactin C (9)

Position Oc, mult. Oy (Jin Hz) COSY HMBC Oc, mult. Oy (Jin H2) COSY HMBC
1 109,8 111,5;C

2-OH 159,1; C 11,79 161,0; C

3 116,6; CH 7,00; d (8,3) 4 1 117,7; CH 6,98; d (8,3) 4 1;2;5;
4 134,0; CH 7,46; brt (8,0) 3;5 2 135,0; CH 7,42; brt (7,7) 3;5 2,6

5 119,0; CH 6,94; brt (8,0) 4; 6 1 120,0; CH 6,91; brt (7,5) 4;6 1;3

6 128,0; CH 7,94;d (7,7) 5 7 129,5; CH 7,69; dd (7,9; 1,7) 5 2;4;7
7 165,9; C 168,5; C

8

9 69,2; CH, 3d6?73dé88§; LRI AT 10 7 70,4; CH, ?9602) B e 10 7,12
10 67,0; CH 5,02; dd (7,7; 9,9) 9 7; 12 69,3; CH 5,03;t(8,5) 9 7,12
11

12 169,9; C 173,1; C

13-NH 8,71;d (11,0) 14 12

14 52,6; CH 4,25 m 13;28 15 54,0; CH 4,48; m 28 12; 15; 28
15 171,5; C 172,9; C

16

17 75,6; CH 4,90; dt (2,0; 9,0) 18;34 15 77,6; CH 5,07; m 18; 34

18 43,6; CH 2,62;m 17; 49 45,1; CH 2,69; dq (7,0; 7,5) 17;45 19

19 172,1; C 19 175,0; C

20-NH 8,11;d (6,9) 21

21 50,6 4,44; m 20;27 22 52,5; CH 4,56; brd (11,4) 27 22

22 168,9; C 171,1; C

23-NOH 9,70

24 52,5; CH, gi; gg 54111461258;3) 25 22 53,8; CH, i19§)3d2‘5(1%d4(15661) 25 22

25 24,7; CH, 1,35-1,20; m; 1,09; m 24; 26 23,0 — 24; CH, 1,79; m; 1,57; m 24

26 26,9; CH, 1,82;m 25; 27 23,0 — 24,0; CH, 1,20 - 2,00
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Brasilibactin A (7)? Brasilibactin C (9)
Position Oc, mult. Oy (Jin Hz) COSY HMBC Oc, mult. Oy (Jin H2) COSY HMBC
27 31.8: CH, i’iﬁ_‘ml’ﬁo; m 148 51. 26 32,6: CH, 1,84: 1,55
28 30,1; CH, 1,72;m; 1,48 —1,40; m  14: 29 31,8; CH, 1,94: m; 1,83: m 14:29 15
29 225,223CH, oo TOAM LA o 59 230-34,0;CH,  173;m; 147;m
30 26.,4: CH, 1’22__”11’60; m 1.60— 59. 31 23,0 — 34,0: CH, 1,72 31
31 45.4:48,9: CH, 3,42:m:3,35:m 30 33 50,7: CH: 47,0: CH, 3,55: 3,49 30 33
32-OH 9,95
33 161,5: C 8,22:5:7,87; s 165,3; 159,3; C 8,16: 7,90; s
34 1,35-1,20: m 17 230-34,0;CH, 1,61:m 17
. 1,60—-152; m; 1,48 —
36
37
38 23,0 — 34,0; CH, 1,20 - 2,00; m 35-41 35-41
39
40
28,6 — 29,0; CH,
41 1,35-1,20: m
42 ’ e 23.7: CH, 1,45 m
43 33,0: CH, 1,20 -1,35: m 44
44 14,5; CH, 0,90; d (7,0) 43 42: 43
45 14,1; CHs 1,13; t (7,0) 18 17: 18; 19
46 31,2: CH,
47 22,0: CH,
48 13,9; CHs 0,95; t (6,5)
49 14,4; CHs 0,95: d (7,7) 19

2 NMR-Daten aus der Literatur entnommen, DMSO-d6 600 MHz fiir '"H NMR; 150 MHz fiir °C NMR.
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Die ersten antibakteriellen Aktivitatstests zeigten, dass die beiden neuen Brasilibactin-Derivate
C (9) und D (10) im Gegensatz zu den bekannten Brasilibactinen A (7) und B (8) Aktivitat gegen
Gram-positive Bakterien wie auch gegen Gram-negative Bakterien aufwiesen (Tabelle 22).
Zusatzlich konnten fir die Brasilibactine A - C (7-9) zytotoxische Aktivitdten gegen die
Leberkarzinomzelllinie HepG2 und die Darmkrebszelllinie HT-29 nachgewiesen werden (Tabelle
23). Allerdings zeigten alle drei Substanzen ebenfalls eine Zytotoxizitdt gegen die
Fibroblastenzelllinie NIH-3T3. In dem sensitiveren zytotoxischen Test der Firma Oncotest zeigte
Brasilibactin B (8) keine Aktivitdt mehr. Das bereits bekannte Brasilibactin A (7) wies, wie auch
bei den HepG2 und HT-29 Zelllinien, bei allen weiteren Zelllinien einen kleineren ICg-Wert als
das Derivat C (9) auf und damit also eine bessere Wirkung. Keines der getesteten Brasilibactine
zeigte eine Aktivitat in den enzymatischen Tests.

Neben der strukturellen Analyse der Brasilibactine und deren biologischer Aktivitat wurde
Nocardia jejuensis zusatzlich genetische auf das Vorhandensein von NRPS- und Typ Il PKS-
Genfragmenten untersucht Diese Untersuchungen ergaben, dass die etwa 20 amplifizierten
NRPS-Genfragmente eine 41 %ige bis 84 %ige Ahnlichkeit zu unterschiedlichen Genabschnitten
der putativen NRPS aus Nocardia farcinica IFM 10152, eine 54 %ige Ahnlichkeit zu der NRPS
aus Rhodococcus sp. RHA1 und eine 44 %ige Ahnlichkeit zu der NRPS MbtE aus N. farcinica
IFM 10152 (NC_006361) aufwiesen. Das PKS-Genfragment zeigte eine 35 %ige Ahnlichkeit zu
der putativen PKS von Burkholderia thailandensis MSMB43. Es konnte kein

Phenazingenfragment amplifiziert werden.
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Tabelle 22: Antibakterielle Aktivitaten der Brasilibactine A - D (7-10) gegen verschiedene mikrobielle Teststamme.

Teststamm ICs9 (LM) ICs0 (UM) der
A(7) B@B C(9 D (10) Referenzsubstanz

Bacillus subtilis (DSM 347) 0 0 87 0 9,0
Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Candida glabrata (DSM 6425) 0 0 0 0 n.b.?
Erwinia amylovora (DSM 50901) 0 0 0 0 n.b.2
Escherichia coli (DSM 498) 0 0 0 0 n.b.?
Propionibacterium acnes (DSM 1897) 0 0 0 0 1,0
Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071) 0 0 0 0 27,3
Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Pseudomonas fluorescens (NCIMB 10586) 0 0 0 0 n.b.?
Pseudomonas syringae pvar. aptata (DSM 50252) 0 0 0 0 n.b.®
Ralstonia solanacearum (DSM 9544) 0 nb? 87 61 n.b.?
Staphylococcus epidermidis (DSM 20044) 0 0 0 0 n.b.®
Staphylococcus lentus (DSM 6672) 0 0 39 0 2,3
Referenzsubstanz: Chloramphenicol

Xanthomonas campestris (DSM 2405) 0 0 0 0 3,6

Referenzsubstanz: Chloramphenicol

a

Nicht bestimmt.
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Tabelle 23: Zytotoxische Aktivitat der Brasilibactine A - D (7-10) gegen acht humane Krebszelllinien und eine Fibroblastenzelllinie.

Krebszelllinie ICso (UM)® ICs0 (UM) der
A(7) B (8) C (9 D (10) Referenzsubstanz

HepG2 (Leberkarzinomzellinie) 15,9 49,6 25,4 n.b.2 23,4

Referenzsubstanz: Tamoxifen

HT-29 (Kolonkarzinomzelllinie) 18,3 31,4 26,6 n.b.® 38,6

Referenzsubstanz: Tamoxifen

NIH-3T3 (Maus-Fibroblasten) 14,75 37,5 22,3 n.b.? n.b.®

GXF 251L (Magenkarzinomzelllinie) 0,529 ug/mL  n.a. 2,43 ug/mL  n.b.f <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

LXF529L (Bronchialkarzinomzelllinie) 0,399 pg/mL  n.a.” 1,71 pg/mL n.b.® <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

MAXF401NL (Brustkrebszelllinie) 0,253 ug/mL  n.a.” 1,26 yg/mL n.b.? <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

MEXF462NL (Melanomzelllinie) 0,379 yg/mL  n.a.’ 1,44 pg/mL  nb? <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

PAXF1657L (Pankreastumorzelllinie) 0,224 pg/mL  n.a.” 1,49 yg/mL  n.b.? <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

RXF486L (Nierenkrebszelllinie) 0,772 ug/mL  n.a. 3,27 ug/mL  n.b? <0,052

Referenzsubstanz: Adriamycin

& Nicht bestimmt.
Nicht aktiv.
Wenn nicht anders angegeben.
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6.4 DISKUSSION

Die Gattung Mycobacterium zeichnet sich durch seinen dicken, lipidhaltigen Zellwandaufbau
aus. Um auch bei vorherrschenden Mangelbedingungen Eisenionen Uuber die Zellwand
aufzunehmen, produzieren diese Bakterien sogenannte Siderophoren, die ihnen einen Vorteil
gegeniiber den konkurrierenden Mikroorganismen verschaffen [uad ¢t al- 19981 ‘\yjje spater bekannt
wurde, zeichnet sich auch die Gattung Nocardia durch diese Eigenschaften aus !'s"kawa et al. 2004]
Daher war es nicht verwunderlich, dass N. jejuensis mehrere Mycobactine in Form der
Brasilibactine produzierte.

Bei der Gattung Mycobacterium sind im Allgemeinen viele Aspekte bezliglich der Mycobactine
wie Biosynthese, Enzymologie, Genetik, Eisentransport und Virulenz bereits gut untersucht. Bei
der Gattung Nocardia sollte dieses Bild trotz vieler Parallelen zu den Mycobakterien noch
vollstandiger werden. Grundsatzlich sind die Vertreter der Gattung Nocardia Umweltbakterien,

Darai et al. 2009] Besonders

kénnen aber haufig zu opportunistischen Krankheitserregern werden !
betroffen sind Patienten mit einer schwerwiegenden Grunderkrankung oder einer
Immunschwéache. Meistens verursachen die Zellwandbestandteile Mykolsaure und verschiedene
Adhéasine das Krankheitshild der Nokardiose, bei der es zu Entziindungen, Abzessen und

Granulomen an der Lunge, am Zentralnervensystem, am Gehirn oder an der Haut kommt 2@ ¢

al. 2009].

Eventuelle Unterschiede oder Gemeinsamkeiten mit der Gattung Mycobacterium kénnten
anhand weiterer Studien erkannt und Nocardia Infektionen eventuell mit den gleichen Mitteln wie
Mycobacterium Infektionen bekampft werden; dieses ist fiir das Reserveantibiotikum Amikacin
bereits der Fall. Eine intensive Untersuchung von mycobakteriellen und mycobakteriell-dhnlichen
Siderophoren kénnte ebenfalls helfen, einen Ansatzpunkt fur die therapeutische Behandlung zu
finden. Mikrobielle Infektionen mit diesen Erregern werden durch das Konkurrieren des Wirtes mit

[Bullen & Griffiths 1987]

den Bakterien um Eisenionen hervorgerufen . So konnte die Stoérung der

Eisenaufnahme eine lethale Wirkung fiir die Bakterien haben und stellt damit eine Méglichkeit zur

Therapie dar [Verone et a. 2000

. Durch die Hemmung des Eisentransportes konnte auch die
Schwierigkeit umgangen werden, dass die Zellwand dieser Bakterien eine gro3e Barriere bei der
Behandlung durch Antibiotika darstellt, da diese aus einem polymerischen Komplex aus
Peptidogylkan aufgebaut ist, welcher kovalent an Arabinogalactane bindet und mit einem dicht
gepackten Mycolsaurebereich abschlief3t [erane et a!- 20001

Die genetischen Untersuchungen und die strukturelle Verwandtschaft der Brasilibactine zu
den Mycobactinen aus Mycobacterium tuberculosis gaben einen ersten Hinweis auf die
Biosynthese der Brasilibactine, welche aller Wahrscheinlichkeit nach wie alle anderen
Mycobactine Uber einen NRPS/PKS-Hybrid Biosyntheseweg produziert werden. Diese These
wurde zusétzlich durch das positive Ergebnis der NRPS-PCR unterstitzt. Unter anderem konnte
eine Ahnlichkeit zu der NRPS mbtE aus N. farcinica festgestellt werden, welche Teil des

Mycobactinbiosyntheseclusters ist. Auch das Genom von M. tuberculosis enthélt ein Gencluster
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bestehend aus zehn Genen, mbtA-J, welche fir die Grundstruktur der Mycobactinbiosynthese
verantwortlich sind. 2004 konnten UShkawa et al. 2004 hoyeisen, dass die Organisation der
Mycobactingene in Actinomyceten grundsatzlich konserviert ist. So zeigte auch das putative
Siderophorgencluster aus Nocardia farcinica IFM 10152 eine groRe Analogie zu dem mbt
Gencluster (Abb 48). Um eine spezifischere Aussage Uber das gesamte Brasilibactin-Gencluster
machen zu kénnen, missten weitere genetische Experimente wie beispielsweise die Erstellung
einer Cosmidbank mit N. jejuensis durchgefiihrt werden.

Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass eine Mycobacterium Art durch die
Mycobactine einer zweiten Art gehemmt wurde 5" %% Allerdings sind weitere Untersuchungen
notig, um die inhibierende Wirkung zu erklaren, welche auf einer Mycobactingrundstruktur
basierte, und so den Mechanismus genauer zu verstehen.

Des Weiteren gibt es erste Untersuchungen zur Eisenaufnahme und der sich daraus

ergebenden Hemmung bzw. Anregung bei dem Tumorwachstum [TrowPridge & Omary 1981; Kameyama et al.

1987 Eine zytotoxische Aktivitat fir verschiedene Tumorzelllinien wurde auch fur die Brasilibactine
nachgewiesen. Dabei fiel auf, dass Brasilibactin A (7) eine hohere Wirksamkeit gegeniber den
HepG2-, den HAT-29- und den NIH-3T3-Zelllinien zeigte als die anderen Brasilibactine. Bei den
antibakteriellen Tests hingegen zeigte vor allem Brasilibactin C (10) Wirkungen. Da aul3er der
Kettenldange kein Unterschied zwischen den einzelnen Derivaten besteht, ist anzunehmen, dass
diese einen Einfluss auf die biologische Aktivitat hat.

Insgesamt scheinen Siderophore und damit die Mycobactine eine Vielzahl ntzlicher
biologischer Aktivitaten aufzuweisen, welche entweder Prozesse, an denen Eisenionen beteiligt

[Vergne et al. 20001  ghmjt stellen diese Strukturen einen

sind, hemmen oder fordern kdnnen
vielversprechenden Ansatzpunkt fur mdogliche therapeutische Malinahmen dar. Aul3erdem
kénnten ndhere Untersuchungen weitere Einblicke in die biologische Rolle von Eisenionen in der

Natur geben.
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6.5 ZUSAMMENFASSUNG

Typstamm Nocardia jejuensis DSM 44959" produzierte neben den bekannten
Sekundarmetaboliten Brasilibactin A (7) und B (8) die Alkaloide Indol-3-carbaldehyd und N-
Acetyltryptophan. AuRerdem wurden zwei neue Brasilibactin Derivate, Brasilibactin C (9) und D
(10), im Kulturextrakt identifiziert. Die Struktur von Brasilibactin C (9) wurde mithilfe von ein- und
zweidimensionalen NMR-Experimenten aufgeklart. Der Strukturvorschlag wurde durch die
Analyse der HPLC-MS, HRESIMS und UV-Daten unterstitzt. FUr Brasilibactin C (9) konnten
antibakterielle Aktivitdten sowohl gegen Gram-negative als auch gegen Gram-positive Bakterien
nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte Brasilibactin C (9) zytotoxische Aktivitdten gegen

verschiedene Zelllinien.
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7  ALLGEMEINE DISKUSSION

Schon frih spielten Naturstoffe eine bedeutende Rolle in der Heilkunde. Lange Zeit standen
mafigeblich die Inhaltsstoffe verschiedener Pflanzen im Zentrum des Interesses. Seit der
Entdeckung des Penicillins gewannen im Laufe des letzten Jahrhunderts auch mikrobielle
Sekundéarmetabolite immer mehr an Bedeutung. Es stellte sich heraus, dass fur eine
pharmazeutische Anwendung Naturstoffe haufig viel geeigneter sind als synthetisch hergestellte
Substanzen [Prokseh 20041 1y den Jahren 1981 bis 2006 betrug der Anteil reiner Synthetika an den
Neuzulassungen der US-Arzneimittelbehdrde (United States Food and Drug Administration, FDA)
nur etwa 30 9 [Newman & Cragg 20071 ey groRe Erfolg der Naturstoffe erklart sich durch die Millionen
Jahre der Evolution, welche diese Substanzen derart geformt hat, dass sie zu einem bestimmten
Ziel in einer Zelle passen und dadurch haufiger eine Wirkung zeigen als Synthetika [Frokseh 2004
Die Natur bleibt also eine gute Quelle fir neue Strukturen und Wirkmechanismen.

Um insbesondere neue, pharmazeutisch interessante Naturstoffe zu entdecken, missen
sinnvolle Suchstrategien angewandt werden, damit es nicht unnétig zu Mehrfachisolierungen
bereits bekannter Substanzen kommt. Besonders in gut untersuchten Gruppen wie den
Actinomyceten und insbesondere in der Gattung Streptomyces nimmt die Isolierung bereits

[Kelecom 2002; Fenical & Jensen 2006]

bekannter Substanzen immer mehr zu und es kommt zu immer

Busti et al. 2006 Fine effektive Art, bereits bekannte Substanzen zu

weniger Neuentdeckungen
identifizieren, ist die Anwendung eines gekoppelten Verfahrens aus HPLC-UV/MS, falls mdglich
unter Zuhilfenahme von NMR-Experimenten. Die so gewonnenen Daten kdnnen mit bekannten
Naturstoffen in Datenbanken verglichen werden, um die Isolierung bekannter Substanzen in
einem gewissen Mal3e zu verhindern. Der Umfang und die Aktualitdt der Datenbanken ist dabei
ein nicht zu unterschatzender Faktor. Mittlerweile umfassen solche Datenbanken, wie zum
Beispiel AntiBase oder das Dictionary of Natural Products, auch spezifisch mikrobielle
Naturstoffe.

In der vorliegenden Arbeit wurden zusétzlich zu der chemischen Untersuchung bestimmte
biologische Aktivitdten und das Vorhandensein von Biosynthesegenfragmenten der Typ Il PKS,
der NRPS sowie Teile des Phenazinbiosynthesesystems als Kriterium zur Bewertung mikrobieller
Naturstoffproduzenten herangezogen. Beziiglich der genetischen Methode kann es bei einer
solch ,schnellen“ Vorauswahl mittels PCR zu Fehlinterpretationen kommen, da sich gerade die
degenerierten Primer unspezifisch anlagern kénnen. Durch die Lange der PCR-Produkte bzw.
vor allem durch eine anschlieRende Sequenzierung kénnen falschpositive Ergebnisse erkannt
und ausgeschlossen werden. Dennoch sagt ein positives PCR-Ergebnis noch nichts Néheres
Uber die Substanz an sich bzw. ihre Produktionsbedingungen aus. Es ist nicht bekannt, ob das
entsprechende Gencluster aktiv bzw. intakt ist. Aber mithilfe dieser genetischen Methode kdnnen,
wie in dieser Arbeit gezeigt, Stamme ausgewahlt werden, deren biosynthetisches Potential hoher

ist als das solcher Stamme ohne genetisch positives Ergebnis. Gerade die Suche nach PKS-
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oder NRPS-Genen ist ein erfolgversprechender Ansatzpunkt flr eine genetische Vorauswahl, da
sich bedingt durch deren Aufbau und die daraus resultierende biosynthetische Kapazitat eine
enorme strukturelle Vielfalt entdecken lasst, welche wiederum unweigerlich zu Substanzen mit
besonders interessanter biologischer Aktivitat fuhrt.

Die Genetik ermdoglicht aulRerdem im Vorfeld eine phylogenetische Zuordnung der
Produzentenstamme. Ein Kriterium fir die Auswahl der Stdmme aus einer Sammlung war
demnach die Zugehorigkeit zu einer Gattung, welche bereits fir die Produktion interessanter
Naturstoffe bekannt war. Um aber dennoch mit einer gréReren Wahrscheinlichkeit neue
Naturstoffe zu entdecken, wurden Stamme angezogen, welche grofitenteils aus einem Habitat
stammten, welches erst in letzter Zeit in den Mittelpunkt des Interesses gerickt ist: das Meer. Es
konnte mittlerweile festgestellt werden, dass marine mikrobielle Vertreter strukturell neue

Fiedler et al. 2005]

Substanzen mit spannenden biologischen Aktivitaten hervorbringen ! . Da gerade

Mikroorganismen, welche in Assoziation mit einem marinen Invertebraten leben, besonders

Hentschel & Bringmann 2010; Pimentel-Elardo et al. 2010]
, wurden vor

vielversprechende Produzentenstamme sind !
allem solche Bakterien untersucht, die aus der Assoziation mit dem marinen Schwamm
Halichondria panicea isoliert wurden. Auf marinen Invertebraten liegt meistens eine hdhere
Besiedelungsdichte und eine andere mikrobielle Zusammensetzung als in der umgebenden
Wassersaule vor. Kommunikation in Form kleiner Molekiille und chemische Abwehrstrategien
sind hier Ublich. So war anzunehmen, dass besonders hier eine reichhaltige Auswahl an
Sekundarmetaboliten produziert wiirde.

Die in dieser Arbeit untersuchten actinobakteriellen Gattungen geben nicht das ganze in
Schwdmmen gefundene actinobakterielle Repertoire wieder. Aul3erdem ist aus Vorarbeiten
bereits bekannt, dass Actinobacteria etwa 18 % der kultivierten Bakterien in dem Schwamm H.
panicea ausmachen koénnen. Hierbei konnten unter anderem die Gattungen Micrococcus,
Rhodococcus, Streptomyces und Micromonospora identifiziert werden. Allerdings wurden bis jetzt
nicht alle von Halichondria panicea isolierten Actinomyceten genauer untersucht. Somit bietet
sich fur die Zukunft an, zusatzlich zur ndheren Untersuchung der 46 bereits analysierten
Stdmme, noch weitere Vertreter und deren biosynthetisches Potential zu untersuchen. Auch die
Actinomyceten aus der Assoziation mit dem Zuckertang Laminaria saccharina (mittlerweile als
Saccharina latissima bezeichnet) sollten in Zukunft einer genaueren biosynthetischen
Betrachtung unterzogen werden, da es auch hier, im Rahmen der Phenazinbiosynthese-
Experimente, erste Hinweise auf neue Naturstoffe gab. Daraus ergab sich insgesamt, dass, wie
bereits angesprochen, mit marinen Makroorganismen assoziierte Bakterien eine reichhaltige
Quelle fur neuartige Sekundarmetabolite darstellen, wie am Beispiel des Mayamycins und der
Nocapyrone gezeigt werden konnte.

Nicht nur die Untersuchung der strukturellen Diversitat und eine phylogenetische Einordnung
ist im Interesse der Wissenschaft, insbesondere das Auffinden einer biologischen Aktivitét spielt
eine zentrale Rolle, um so eine Substanz zu erhalten, die es potentiell zu einer Anwendung auf

dem Markt schaffen kann. Nicht immer kann die Wirkung auch experimentell sofort gezeigt
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werden, wie im Falle der Nocapyrone. Um eine interessante Wirkung zu entdecken, misste hier
eventuell ein grolRerer Aufwand betrieben werden, indem die untersuchten Targets noch breiteer
gefachert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die isolierten Substanzen bzw. die Extrakte
auf ihre antibakterielle Aktivitat, ihre Wirkung gegen bestimmte Krebszelllinien und auf Hemmung
von Enzymaktivitdten getestet. Es wirde sich, im Besonderen bei nicht toxischen Substanzen,
anbieten, Moglichkeiten der Anwendung im Bereich der Kosmetik oder der
Nahrungserganzungsmittel zu erproben.

Wie sich herausstellte, war diese Kombination mehrerer experimenteller Anséatze erfolgreich.
Dadurch konnten im Rahmen dieser Arbeit einige neue Substanzen isoliert, identifiziert und
analysiert werden. Zusatzlich wurde mit den tber 90 bis jetzt unidentifizierten Metaboliten der
Grundstein fir weitere, vielversprechende Untersuchungen gelegt und eine gute Vorauswahl
biologisch aktiver Stamme getroffen. Insgesamt stellte sich heraus, dass Actinomyceten aus dem
marinen Schwamm Halichondria panicea, aber auch die wahrend der Phenazinuntersuchung
betrachteten Actinomyceten aus der marinen Alge Saccharina Ilatissima &uR3erst
vielversprechende Produzenten von pharmazeutisch und 6kologisch interessanten Naturstoffen
sind. Die bis jetzt als unbekannt eingestuften Sekundarmetabolite bieten ein enormes Potential,
weitere neue Substanzen zu isolieren. Dieses Potential der bisher nur recht oberflachlich
untersuchten anderen 43 Actinomyceten-Stamme scheint besonders grold zu sein und auch bei
den drei bereits besser charakterisierten Stammen Streptomyces sp. HB202, Micromonospora
sp. HB254 und Nocardiopsis sp. HB383 ist das Spektrum der Sekundarmetabolitproduktion noch
nicht vollstandig ausgeschopft.

Fur die Gattung Streptomyces wird geschétzt, dass sie in der Lage sein soll, mindestens

n Watveetal 2001 ¢ |ohnt sich also immer

100.000 antimikrobiell aktive Substanzen hervorzubringe
noch, wie auch in dieser Arbeit gezeigt, gut untersuchte Gattungen wie Streptomyces noch naher
zu untersuchen. Je mehr chemische und genetische Informationen Uber die untersuchte Gruppe
vorliegen, desto besser kdnnen diese flr die experimentelle Herangehensweise genutzt werden.
FUr Screeningansatze ist daher zu empfehlen, eine Kombination von gut und weniger gut
untersuchten Gattungen zu verwenden. Denn es scheint nicht nur mdéglich, aus taxonomisch
neuen Stammen unbekannte Sekundarmetabolite zu isolieren, sondern es ist anzunehmen, dass
neue Arten mit groRer Wahrscheinlichkeit einzigartige Strukturen hervorbringen. Evolutiondr
gesehen kann die Herausbildung neuer Strukturen eine treibende Kraft bei der Spezialisierung

[Bull & Stach 2007] 'g4 kann nach einer gezielten Vorauswahl die Fokussierung

hin zu einer Art sein
auf wenige ausgewahlte Stdmme stattfinden, um diese anschlieRend beispielsweise mittels
Stimulations- bzw. Kultivierungsversuchen noch naher zu charakterisieren. Dieses konnte auch in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. So liel3 sich der Streptomyces sp. HB202 durch erneute
Variation der Kulturbedingungen zur Produktion des aromatischen Polyketides Mayamycin
anregen. Alle drei naher untersuchten Actinomyceten produzierten eine ganze Reihe

unterschiedlicher Sekundarmetabolite in den jeweiligen Stimulations- bzw. Kultivierungsansétzen.
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So erfordert eine erfolgreiche Substanzsuche neben einer geeigneten Vorauswahl der
Stamme und entsprechenden Kultivierungs- und Extraktionsmethoden vor allem die Erfahrung
des Experimentators, um mit den Methoden der Naturstoffchemie mdglichst die Doppelisolierung
von Substanzen zu vermeiden. Allerdings kommt es immer wieder vor, dass die zunachst fir neu
gehaltenen Metabolite sich im Laufe der Zeit als bekannt herausstellen bzw. neue Substanzen
maoglicherweise Ubersehen werden.

Besonders schwierig wird dann der Schritt von den ersten Untersuchungen einer neuen
Substanz zu Analysen, die zeigen, ob ein Naturstoff flir eine Anwendung, sei es pharmazeutisch,
kosmetisch oder im Lebensmittelbereich, geeignet ist. Dieser Prozess ist in der Regel langwierig
und enorm kostenintensiv.

In der Naturstoffforschung spielt neben dem pharmazeutischen auch der 6kologische Aspekt
eine wichtige Rolle und in diesem Falle die Betrachtung des gesamten Systems
Makroorganismus-Mikroorganismus. Unabhangig davon, ob Actinomyceten in Assoziation mit
einem Schwamm oder einer Alge leben, kommen sie insgesamt im Meer in groRer Anzahl vor
[Webster & Hill 2001; Webster et al. 2001; Hentschel et al. 2002; Fiedler et al. 2005; Jensen et al. 2005]. Gerade bel einer
Vergesellschaftung von Mikroorganismen mit einem in diesem Fall marinen Makroorganismus
stellt sich die Frage, ob es sich dabei um eine echte Symbiose handelt. Die Symbiose wird
definiert als ein regelmaRiges Zusammenleben von Organismen verschiedener Arten zu
wechselseitigem Nutzen MWehner & Gehring 2007 - Bagser eignet sich hier der Begriff Mutualismus.
Hierbei handelt es sich um eine Wechselbeziehung zwischen Organismen zweier Arten aus der
beide einen Nutzen ziehen. Da die identifizierten Arten in dieser Arbeit bereits von Schwammen
bekannt sind, ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dass eine gewisse Art von Assoziation bestand,
gleichwohl ist es mdglich, dass die isolierten Actinomyceten aus dem umliegenden Meerwasser
oder aus dem Sediment stammten. Dennoch scheinen gerade die Actinomyceten aufgrund der
reichhaltigen Sekundarmetabolitproduktion eine Bedeutung innerhalb dieser Assoziation zu
haben. Ein zusatzliches Argument fur diese These lieferte die Beobachtung, dass Actinobacteria
im Mesohyl des Schwammes H. panicea vermehrt zu finden waren [€"@°%ski 20021 Aych dieses
deutete auf eine spezifische Gemeinschaft mit dem Schwamm hin. Diese Ergebnisse passen

ster et al. 2001] \velche zeigte, dass Actinobacteria einen hohen Anteil

ebenfalls zu der Arbeit von "
der Bakterienpopulation in Schwammen darstellen. Die Frage, ob es sich um echte Symbionten
handelt, bleibt aber weiter offen. Es gibt Vermutungen, dass die Mehrzahl der mit einem
Schwamm assoziierten Bakterien lediglich als Nahrungsquelle dient und nur wenige Vertreter der
bakteriellen Gemeinschaft eine andere Funktion im Schwamm erfiillen MU 199 Gerade die
Naturstoffproduktion scheint eine solche andere Funktion zu sein, da beide Partner einen Vorteil
erlangen, indem Schwamm und Mikroorganismen-Gemeinschaft sich so gegen Feinde von
auBen verteidigen kénnen. Der Schwamm bietet wiederum ein geschitztes Habitat fur die
Mikroorganismen. Eventuell werden auch N&hrstoffe oder Vorstufen fir die Biosynthese von
Naturstoffen ausgetauscht. Sekundarmetabolite sind nicht essentiell fir das Wachstum und der

Biosyntheseweg wird nur in bestimmten Wachstumszeitrdumen oder unter Stress, beispielsweise
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Mann 1987]

durch Nahrstoffmangel, hervorgerufen ! . Meist wird der Sekundarmetabolismus in der

spaten exponentiellen Phase oder zu Beginn der stationaren Phase, nach der Zellteilung oder

Yarbrough et al. 193] |hshesondere marine Naturstoffe sind

beim Anstieg der Biomasse aktiviert |
pharmazeutisch interessant, da viele dieser Verbindungen sich durch eine hohe Wirksamkeit
auszeichnen. Begriindet wird dieses durch das Entgegenwirken gegen die Verdinnung durch
das Meerwasser Haefner 2003 Penesyan et al. 2010] ' gig hate st allerdings die dkologische Rolle dieser
Naturstoffe noch recht unklar und viel ist Uber ihre biologische Funktion nicht bekannt, aber im

[Bibb 2005] ' Njaturstoffe konnen

Grunde ist es unvorstellbar, dass sie keine dkologische Rolle haben
als Signal zur Kommunikation dienen und bringen somit dem Produzenten einen
Uberlebensvorteil, indem diese als Antibiotka bekannten Sekundarmetabolite in
subinhibitorischen Konzentrationen Einfluss auf die Biofilmbildung, den Gentransfer, die
Zellmorphologie, die Mutationsfrequenz, das Quorum Sensing oder die Sekretion von
Exoproteinen, Virulenzfaktoren und Toxinen haben ™ & @ 2007 “Mmarine Naturstoffe kénnen aber
auch in entsprechender Konzentration als Antibiotika dienen, also traditionsgemal als
Substanzen, welche von Mikroorganismen produziert werden und andere Mikroorganismen im

Wachstum hemmen oder toten [Madigan et al. 2000]

Somit kann die eigentliche mikrobielle
Lebensgemeinschaft in einem Makroorganismus sich und den Wirt gegen Konkurrenz aus der
Umgebung verteidigen. Die im Labor detektierte biologische Aktivitat reflektiert mit hoher
Wabhrscheinlichkeit nicht die primére bzw. einzige Funktion einer Substanz in der natirlichen
Umgebung des Actinomyceten. Sie kann aber eine spezielle pharmazeutische Wirkung zeigen,
welche wiederum ein erster Ansatzpunkt zur Entwicklung eines neuen Wirkstoffes sein kann, um
so beispielsweise bei der Bekdmpfung multiresistenter Erreger zur Verfigung zu stehen.

f [Van Valen 1974] Dieses

1973 stellt Leigh Van Valen die sogenannte Red-Queen-Hypothese au
Prinzip beschreibt das Wettrlisten konkurrierender Organismen und bezieht sich auf eine
Erklarung, welche die Rote Konigin der neugierigen Alice gibt: ,Hierzulande musst du so schnell
rennen wie du kannst, wenn du am gleichen Fleck bleiben willst‘. Dieses muss auch fur die
Naturstoffforschung gelten, um bei der Bek&mpfung der vorherrschenden und neu auftretenden

Infektionskrankheiten unserer Zeit eine Chance zu haben.
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8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 NAHRMEDIEN UND PUFFER

Fur alle Nahrmedien wurde demineralisiertes Wasser verwendet und der pH-Wert wurde vor
dem Autoklaviervorgang (feuchte Hitze, 121°C, 1 bar Uberdruck, 30 min) mit 0,5 N NaOH bzw.

0,5 N HCL eingestellt. Fur Agarplatten wurden 15 g/L Agar hinzugegeben.

CaCOj; (nur zum Flussigmedium hinzufigen)

GYM(1L)

49 Hefeextrakt
10¢g Malzextrakt
49 Glucose
29

pH 7,2

GYM4 (1 1)

49 Hefeextrakt
49 Malzextrakt
49 Glucose
249 CaCOs;

pH 7,2
GYM4CaCl, (1 1)

49 Hefeextrakt
49 Malzextrakt
49 Glucose
29 CacCl,

pH 7,2

LB Medium (1 L)

1049 Trypton

59 Hefeextrakt
10¢g NaCl

50 mg Kanamycin
pH 7,0

Marine Broth (MB) (1 L) Fertigmedium
1g Hefeextrakt
59 Bacto Pepton
19,45 gNacCl

0,169 NaHCO;

4 mg Natriumsilikat
2,4 mg Natriumfluorid
189 CaCl,
0,55¢ KCI

0,08 ¢ KBr

3,24 ¢g MgSO;,
5949 MgCl,
0,149 FeCitrat
1,6 mg NH;NO3
8,0 mg Na,HPO,
34,0 mg SrCl,

22,0 mg HBO;

pH 70-72
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Natriumformiat-Puffer

5mM NaOH
0,2 % Formiat
50 % Isopropanol

PBS-Puffer (1 L)

8¢ NacCl

0,29 KCI

1,449 Na,HPO,

0,24 g KH,PO,

pH 7,4

PYG-Medium (1 L)

2,0 g K2HP04

20,0g Glucose

50¢9 Hefeextrakt

50¢g Pepton

pH 7,4

TBE (Tris Borat EDTA) Puffer
100 mM Tris

80 mM Borsaure (pH 8,0)
1 mM EDTA

Tryptone Soya Broth (TSB) (1 L)
0,3¢g Sojamehl

1,79 Caseinpepton
0,25¢g Glucose

10g NacCl

0,25¢ KsHPO,

pH 7,1
Auftragspuffer fur die Gelelektrophorese
50 % Saccharose

20 % Gylcerin

50 mM EDTA

0,1 % Bromphenolblau

In TBE-Puffer I16sen.
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8.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Tabelle 24: Verwendete Primer.

Primer Sequenz Funktion Referenz

27f 5'-GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3' 16s rRNA PCR [Weisburg et al. 1991]
1492r 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’ 16s rRNA PCR [Weisburg et al. 1991]
534r 5'-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3' Sequenzierung [Muyzer et al. 1993]

342f 5'-TAC GGG AGG CAG CAG-3' Sequenzierung [Muyzer et al. 1993]

790f 5-GAT ACC CTG GTA GTC C-3 Sequenzierung [Thiel et al. 2007]

A2f 5’-AAG GCN GGC GSB GCS TAY STG CC-3 NRPS PCR/Sequenzierung [Doekel & Marahiel 2001]
A3r 5-TTG GGB IKB CCG GTS GIN CCS GAG GTG-3 NRPS PCR/Sequenzierung [Doekel & Marahiel 2001]
KSaf 5’-TSG CST GCT TCG AYG CSA TC-'3 PKS Il PCR/Sequenzierung [Metsa-Ketela et al. 1999]
KSar 5"-TGG AAN CCG CCG AAB CCG CT-"3 PKS Il PCR/Sequenzierung [Metsa-Ketela et al. 1999]
ephzEf 5"-GAA GGC GCC AAC TTC GTY ATC AA-3’ PCR/Sequenzierung

ephzEr 5-GCC YTC GAT GAA GTA CTC GGT GTG-3’ PCR/Sequenzierung

M13 forward
M13 reverse

5-GGT GAC GCC YTC GAT GAA GTA CTC GGT GTG-3
5-GGT GAC GCC YTC GAT GAA GTA CTC GGT GTG-3

Klonierung/Sequenzierung
Klonierung/Sequenzierung

[Yanisch-Perron et al. 1985]
[Yanisch-Perron et al. 1985]

Tabelle 25: Verwendete PCR-Reaktionsansatze zur Amplifikation.

Bead/

H,O  Puffer dNTPs Primer 1 Primer 2 Template Taq Funktion
Konzentration 27f 10 pmol/uL 1492r 10 pmol/pL
Einzelprobe uL 22,0 1,0 1,0 1,0 L IR
Konzentration 10 pmol/uL A2f 10 pmol/uL A3r 10 pmol/pL 5U NRPS
Einzelprobe pL 15,5 2,5 1,0 1,0 1,0 3,0 1,0 (T)
Konzentration 10 pmol/pL KSaf 10 pmol/uL KSar 10 pmol/pL 5U PKS Il
Einzelprobe pL 13,5 2,5 1,0 1,0 1,0 5,0 1,0 (T)
Konzentration 10 pmol/uL ephzEf 10 pmol/uL ephzEr 10 pmol/pL 05U Phenazine
Einzelprobe pL 12,5 2,5 1,0 2,0 2,0 4,0 1,0 (T)
Konzentration 10 pmol/uL ~ M13 forward 10 pmol/uL ~ M13 reverse 10 pmol/uL 05U Klonierung
Einzelprobe pL 17,5 2,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 (T)
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Tabelle 26: Verwendete PCR-Protokolle zur Amplifikation.

PCR-Schritt D In't'a.lle Denaturierung  Annealing Elongation Termlnz_ile Endtemp. Funktion
enaturierung Elongation

Zeit [min] 2,0 0,5 0,5 0,5 1,0/5,0 0
Temp. [°C] 92,0 92,0 55,0 72,0 42,0/72,0 10,0 16S rRNA
Anzahl der Zyklen 30
Zeit [min] 2,0 1,0 1,0 2,0 7,0 0
Temp. [°C] 95,0 95,0 68,0 70,0 70,0 10,0 NRPS
Anzahl der Zyklen 40
Zeit [min] 2,0 1,0 1,0 1,5 8,5 &)
Temp. [°C] 96,0 96,0 62,2 73,0 73,0 10,0 PKS II
Anzahl der Zyklen 30
Zeit [min] 2,0 1,0 1,0 2,0 7,0 ©
Temp. [°C] 94,0 94,0 54,7 72,0 72,0 10,0 Phenazine
Anzahl der Zyklen 35
Zeit [min] 2,0 1,0 1,0 1,0 7,0 0
Temp. [°C] 94,0 94,0 55,0 72,0 72,0 10,0 Klonierung
Anzahl der Zyklen 35
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8.3 CHEMISCHE METHODEN UND INSTRUMENTELLE ANALYTIK

Fir die HPLC wurden ausschlie3lich analysenreines Acetonitril und bidestilliertes Wassesr verwendet.

Tabelle 27: Verwendete HPLC-Bedingungen.

Versuch Gerat® Saule Lésungsmittel Gradient Fluss
. . Phenomenex Onyx Monolithic H20 (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 5% B, 4 min 60 % B, 6 min .
AEINE NIIET ETElEE Cas, 100 X 3,00 mm HCOOH) 100 % B. 6,8 min 100 % B 2 LT
. Phenomenex Onyx Monolithic H,O (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 5% B, 4 min 60 % B, 6 min .
DSM 44959 analytisch Cs, 100 X 3,00 mm HCOOH) 100 % B. 6,8 min 100 % B 2 mL/min
Phenomenex Gemini-NX Cig 5 5 . 5 . 0
7-10 Prep 1 um 110A, Axia packed: H.O (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 80 % B, 16 min 100 % B, 18 15 mL/min
. . HCOOH) min 100 % B
dimension 100 by 21.20 mm
HEB100 brenl Phe”;mlel%e/;‘ ‘/ifi';"”;‘(’:\'kédc,w 5 1,0 (A)YMeCN (B)(0,1% O min 40 % B, 10 min 40 % B, 10,5 16 mLmin
P _Hm 194, P ' HCOOH) min 100 % B, 12 min 100 % B
dimension 100 by 21.20 mm
Phenomenex Gemini 10u Cssg, H20 (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 10 % B, 17 min 60 % B, 22 .
HB117 I 100A, Axia, 100 x 50.00 mm HCOOH) min 100 % B, 25 min 100% B8 100 mL/min
Phenomenex Gemini 10u Cjs, H,O (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 10 % B, 17 min 60 % B, 22 .
HB157 Prep2 100A, Axia, 100 x 50.00 mm HCOOH) min 100 % B, 25 min 100 % B 100 mL/min
1 Prep 2 Phenomenex Gemini 10u Cisg, H>O (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 10 % B, 17 min 60 % B, 22 100 mL/min
P 100A, Axia, 100 x 50.00 mm HCOOH) min 100 % B
Phenomenex Gemini-NX Cig 5 o . o . 0
HB254 Prep 1 pm 110A, Axia packed; H20 (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 35 % B 12 min 100 % B, 14 15 mL/min
. . HCOOH min 100 % B
dimension 100 by 21.20 mm
Phenomenex Gemini 10u Css, H>O (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 10 % B, 17 min 60 % B, 22 .
AlEe eRg 100A, Axia, 100 x 50.00 mm HCOOH) min 100 % B, 25 min 100 % B OB LT
Phenomenex Gemini-NX Cig 5 o o . 0
. Prep 1 1M 110A, Axia packed: H.O (A)/MeCN (B) (0,1 % Omin5%B, 16min70%B, 165 o .
) - HCOOH min 100 % B
dimension 100 by 21.20 mm
Phenomenex Luna silica, . 0 . 0 .
4&5 Prepl 5micron, 250 X 10.00 mm Isopropanol (C)/Hexan (D) 0 min 75 % D, 16 min 80 % D 5 mL/min
Phenomenex Gemini-NX Cig 5 o
6 Prepl pm 110A, Axia packed,; H0 (A)/l\|_/||(e:((3)l\(|)|(_|B) 0.1 % 0min45% B, 13 min 90 % B 15 mL/min
dimension 100 by 21.20 mm
. . Phenomenex Onyx Monolithic H20 (A)/MeCN (B) (0,1 % 0 min 5 % B, 4 min 60 % B, 6 min .
Phenazine Kulturen analytisch Cus, 100 x 3,00 mm HCOOH) 100 % B. 6.8 min 100 % B 2 mL/min

a

Gerétedefinition auf der folgenden Seite.
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HPLC-Anlage (analytisch):

LaChrom Elite VWR-Hitachi

Organizer

Diode Array Detector L-2450

Column Oven L-2300

Autosampler L-2200

Pump L-2130

Fraktionssammler Foxy Jr. ISCO

Saule (Standard):

Onyx monolithic C4g, 100 x 3.0 mm Phenomenex
Séaule (Fraktionierung): Luna C1g(2), 4.6 x 250 mm, 5 um Phenomenex
Software: Hystar Bruker

Massenspektrometer (analytisch)

esquire4000 Bruker

NITROX UHPLCMS 18 Domnick Hunter
Software: esquireControl Bruker

HPLC-Anlage (exakte Masse)

LaChrom Elite VWR-Hitachi

Organizer

Diode Array Detector L-2455

Column Oven L-2300

Autosampler L-2200

Pump L-2130

Saule: Gemini-NX 5u C1g 110A, 250 x 4.60 mm Phenomenex
Software: Hystar Bruker

Massenspektrometer (exakte Masse)
MicrOTOF Il Bruker

NITROX UHPLCMS 18 Domnick Hunter
Software: microOTOFcontrol Bruker

HPLC-Anlage (praparativ 1)

LaChrom Elite Merck-Hitachi

Organizer

Diode Array Detector L-2450

Autosampler L-2200

externe Pumpe L-7150 VWR-Hitachi

Saule: Gemini 5u C4g, 110A, Axia, 100 x 21.20 mm, 5 micron Phenomenex
Software: EZChrom Elite VWR

HPLC-Anlage (praparativ 2)

LaPrep VWR International

Pumpe P311

Detektor P110

Autosampler 3900

Saule: Gemini 10u C4g, 100A, Axia, 100 x 50.00 mm Phenomenex
Software: EZChrom Elite VWR

NMR-Spektrometer
DRX500 Bruker
Avance 600 mit Cryoprobenkopf Bruker

147



Experimenteller Teil

8.4 CHEMIKALIEN UND KITS
1-3C-Natriumacetat
1-*C-Natriumpropionat

Aetonitril, HPLC Gradient Grade

Agar

Ameisensaure, p.a.

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Biomol Green™ PTP1B tyrosin phosphatase
drug discovery Kit

Bromphenolblau

CaCls

CaCO;

Caseinpepton

CellTiter-Blue®Cell Viability Assay

Chloramphenicol

Chloroform-d, 99.8 Atom % D

D(+)-Glucose-Monohydrat

Dimethylsulfoxid-d6, 99.8 Atom % D

DNA-freies Wasser

DNA Molecular Weight Marker X

EDTA

ELISA Kit

Ethanol 99 %, vergallt

Ethidiumbromid

Ethylacetat, rein

Fleischextrakt trocken

Fotales Rinderserum

Glucose

HCI

Hefeextrakt

Hexan

High Pure PCR Product Purification Kit

Isopropanol

Kanamycin

Malzextrakt

Marine Broth

Mc Coys 5A Fertigmedium inkubiert

Methanol-d4, 99.8 Atom % D

Methanol, HPLC Gradient Grade

Methyl-*3C-methionin

NaOH

Natriumchlorid, p.a.
Natriumhydroxid, p.a.

PDE Light HTS cAMP phosphordiesterase Kit
Penicillin

Pepton

Pepton aus Sojabohnenmehl
Resazurin Redoxindikator
RPMI 1640 Fertigmedium
Saccharose

Salzsaure, 32 %, reinst
Sojamehl

Streptomycin

SYBR® Safe DNA gel strain

Cambridge Isotope Laboratories, Isotec and
Aldrich, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Cambridge Isotope Laboratories, Isotec and
Aldrich, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

LGC Promochem, Wesel

Bacto™, VWR, Hannover

Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Applied Biosystems, Darmstadt

Enzy Life Science GmbH, Lérrach
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Difco, VWR, Hannover
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim
Walter-CMP, Hamburg

Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz
Walter-CMP, Hamburg

Merck, Darmstadt

Promocell, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Bacto™, VWR, Hannover

Carl Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Baker, Griesheim

Calbiochem, Darmstadt
Bacto™, VWR, Hannover
Difco™, VWR, Hannover
Invitrogen, Carlsbad, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Cambridge Isotope Laboratories, Isotec and
Aldrich, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Rockland, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA
Bacto™, VWR, Hannover
Merck, Darmstadt

Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich
Invitrogen, Carlsbad, USA
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Difco, VWR, Hannover
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
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Tamoxifen

Taq DNA Polymerase

Tetrazyklin

TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing
Trypticase Soy Broth

Trypton

8.5 GERATE

ABI PRISMA 3730 DNA Analyzer
Analysenwaage CPA

Gel-Jet-Imager Dokumentationsanlage
GeneQuant Pro

Precellys ®24

Precellys ®24 Kit VK05
Mikrotiterplatten Readers Infinite® M200
MJ Research PTC-200 Thermo Cycler
Multifuge 1 | g, Heraeus

NanoVue Spectrophotometer
Schittler Multitron

Ultra Turrax T25 basic

Biomol, Hamburg

New England Biolabs, Country Road, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Difco, VWR, Hannover

Difco, VWR, Hannover

Applied Biosystems, Foster City, USA
Sartorius, Goéttingen

Intas, Gottingen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Peglab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Biozym, Hess. Oldendorf

Thermo Scientific, Langenselbold

GE Healthcare, Littler Chalfont, UK
Inforce, Einsbach

IKA-Werke GmbH and Co, Staufen,
Deutschland
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13 ANHANG

A NMR-SPEKTREN

A 1. 'H NMR (600 MHz, CD;0D) Spektrum von Mayamycin (1)
2
|

g g = 2 S 2 285 g
o T~ ™~ w wi ™M ™M ~” Lo B I o ) -
- | } P I 777 100

A i jiﬁ

(=i

0

i i '1*
& & EmaE = 10
=] =] ~

T T T T T T T T T T T T T 179

3.0 25 2.0 15 1.0 0L 0.0




Anhang

A 2.'H NMR (600 MHz, CD,Cl,) Spektrum von Mayamycin (1)
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A 3. BC NMR (150 MHz, CD3;0D) Spektrum von Mayamycin (1)
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A 4. 'H-*C HMBC-NMR (600 MHz, 150 MHz, CD;0D) Spektrum von Mayamycin (1)
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A 5. NOESY-NMR (600 MHz, CD3;0D) Spektrum von Mayamycin (1)
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A 6. 'H NMR (500 MHz, CD;0D) Spektrum von Indol-3-carbaldehyd aus Stamm HB254
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A 7. ™H NMR (500 MHz, CD;0D) Spektrum von Nocapyron A (2)
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A 8. 'H NMR (500 MHz, CD;0D) Spektrum von Nocapyron B (3)
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A 9. 'H NMR (500 MHz, CD;0D) Spektrum von Nocapyron C (4)
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A 10. 'H NMR (500 MHz, CD;0D) Spektrum von Nocapyron D (5)
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A 11. *C NMR (125 MHz, CD;0D) Spektrum von Nocapyron A (2)
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A 12. *H-*C HMBC-NMR (500 MHz, 125 MHz, CD;0D) Spektrum von Nocapyron A (2)
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A 13. *C NMR-Spektrum von 2 nach dem Fitterungsexperiment mit 1-*C-Natriumpropionat
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A 14. ®*C NMR-Spektrum von 2 nach dem Fitterungsexperiment mit 1-*C-Natriumacetat
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A 15. ¥C NMR-Spektrum von 2 nach dem Fitterungsexperiment mit Methyl-**C-methionin
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A 16. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) von (2E/5Z)- und (22/5Z)-2-[(4-Methoxyphenyl)methylen]-5-(2-methylpropyliden)-3,6-piperazinedion (6)
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A 17. *H NMR (600 MHz, CD50D) Brasilibactin C (9)

450

=300

=200

~100

194



Anhang

A 18. *C NMR (600 MHz, CD;0D) Brasilibactin C (9)
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A 19. *H NMR (600 MHz, CD50D) Brasilibactin B (8)
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A 20. *H NMR (600 MHz, CD;0D) Brasilibactin A (7)
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B IUPAC (INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY) AMBIGUITY CODE

IUPAC Code Nukleotid Komplamentares Nukleotid

A
C
G
T
A oder C
A oder G
A oder T
C oder G
CoderT
G oder T
A oder C oder G
A oder C oder T
A oder G oder T
C oder G oder T
A oder C oder G oder T

szI<x<m§m§goo>
Z<IUWZIITDWVS<XAX>OOA
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