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Professor Giinther Wilke zum 75. Geburtstag gewidmet

Offenkettige Tetrapyrrole wie Phytochromobilin 1 und
Phycocyanobilin 2 dienen als Chromophore in einer Reihe
von Chromoproteinen. Thre Photoreaktivitdt wird zum gro-
Ben Teil durch die Proteinumgebung gesteuert. Wéahrend 2 in
den Lichtsammelpigmenten der Cyanobakterien einen der

HO,C CO,H

1 R =CH, R'= CH=CH,
2 R=CH,, R'= CH,CH,
3 R=CH=CH,, R'=CH,

Antennenchromophore darstellt,['! ist 1 der Chromophor des
pflanzlichen Photorezeptors Phytochrom,? der iiber eine
reversible Photoisomerisierung der C,;s-C;s-Doppelbindung
zwischen der physiologisch inaktiven P.-Form und der aktiven
P;-Form wechselt. 3 Diese Art der photochromen Kontrolle,
die iiber die Doppelbindungsisomerisierung erfolgt, ist jedoch
nicht allein auf 1 beschrédnkt. So dient 2, ganz analog zu 1, in
dem Phytochrom der Alge Mesotaenium caldariorum als
photochemischer Schalter.! Ebenso kann 2 diese Rolle in
rekombinanten Phytochromen hoéherer Pflanzen iiberneh-
men.Bl In allen diesen Photorezeptoren ist der Chromophor
iiber eine Thioether-Bindung zu einem Cysteinrest kovalent
an das Protein gebunden.

In dieser Arbeit haben wir untersucht, ob die kovalente
Bindung des Chromophors eine zwingend notwendige Vo-
raussetzung fiir die Funktion als photochemisch gesteuerter
Ausloser ist. Zum ersten Mal kann hier gezeigt werden, dass
dies nicht der Fall ist. Vielmehr kann das Apoprotein den
Chromophor in die chromophorbindende Tasche einbetten
und iiber Wirt-Gast-Wechselwirkungen den P-P;-Photozyk-
lus steuern, ohne dass eine kovalente Bindung zwischen
beiden besteht.
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Die Grenzbedingungen, die fiir den Einfluss der Pro-
teinumgebung auf die spektralen und photochemischen
Eigenschaften des Phytochromchromophors maf3gebend sind,
sind bisher noch nicht griindlich untersucht worden. Die
regioselektive Isomerisierung der Doppelbindung an C-15
von Chromophoren wie 1 und 2 in der Protein-gebundenen
Form wird der Steuerung durch die sie umgebende Pro-
teinmatrix zugeschrieben. In homogenen organischen Losun-
gen wird dagegen eine Photoisomerisierung bevorzugt an der
Doppelbindung an C-10 angenommen.!®) Zudem ist das 10E-
Isomer von 2 thermisch labil und wandelt sich bei Raum-
temperatur innerhalb von Nanosekunden in die Z-Form
um.[7

Weiterhin hat sich gezeigt, dass die Photochromie des
Phytochroms A (PhyA) durch einige wenige Aminosduren
beeinflusst wird® und, wie auch der Einbau von 2 in das
Apoprotein, entscheidend von den beiden Propionsidure-
resten des Chromophors abhingt, mit deren Hilfe sich der
Chromophor vor der Bildung der kovalenten Thioether-
Bindung entsprechend zu positionieren und seine endgiiltige
Konformation einzunehmen scheint.®! Wir konnten ebenfalls
zeigen,”! dass eine Verdnderung des Substitutionsmusters im
Ring D des Phytochromobilin-Isomers 3 im P,-P;-Photozyk-
lus von der Proteinumgebung toleriert wird, wobei allerdings
selektiv das Absorptionsmaximum der Pg-Form zu kiirzeren
Wellenldngen hin verschoben ist.

SchlieBlich wird die Bedeutung dieser Untersuchung eines
phytochroméhnlichen Proteins mit einem nicht kovalent
gebundenen Chromophor hervorgehoben durch den Be-
fund,l' dass in einem Bakteriophytochrom die kovalente
Anbindung an einen Histidinrest anstelle des herkémmlichen
Cysteins erfolgt und sich damit die natiirliche Strukturvielfalt
der Phytochromfamilie noch erweitert.

Bei der Inkubation von rekombinantem Hafer-Apo-
phyA65M! mit 4, einem Methanoladdukt von 2,2 wurde
dieser Chromophor spontan in das Apoprotein eingebettet.

HO,C CO,H
CHZ0

Der resultierende ApophyA/4-Komplex zeigte eine dem
Photozyklus des Phytochroms &hnliche photoreversible
Transformation, mit im Vergleich zu den P und P;-Formen
von rekombinantem PhyA65-2 analogen, aber leicht hypso-
chrom verschobenen Absorptionsmaxima (A, =643 und
705 nm; Abbildung 1A), obwohl die Methanoladdition an
die Bindungsstelle (C-3') des Chromophors eine kovalente
Bindung von 4 mit dem Apoprotein blockiert (Sche-
ma 104).151 Auch bei wiederholter Belichtung mit entspre-
chenden Wellenldngen (4 =614 und 714 nm fiir die Anregung
der P,- bzw. P-dhnlichen Formen) nahmen die Absorptions-
maxima bei 643 und 705 nm nicht ab.
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Abbildung 1. P- und Pg-Absorptionen (A) und P-Pg-Differenzspektren
(B) von ApophyA65/4-Komplex (durchgezogene Linien) und rekombi-
nantem Hafer-PhyA65-2 (gestrichelt), jeweils nach sittigender Rot- und
Dunkelrotbelichtung. Die hier gezeigten Spektren von Phy A65-2 waren im
Anschluss an das Verdridngungsexperiment von ApophyA65/4 mit 2
aufgenommen worden.

., (585

Piphss) d-Komple
Schema 1. Schematische Darstellung der Chromophortasche des P-Phy-
tochroms!'¥ (oben) und des P-dhnlichen ApophyA65/4-Komplexes (un-
ten). Die Pfeile markieren die Z — E-Photoisomerisierung der Doppelbin-
dung, die zu den jeweiligen P;-Formen fiihrt.

Die nicht kovalente Einbindung des Methanoladdukts in
den ApophyA/4-Komplex konnte durch ein Verdringungs-
experiment schliissig nachgewiesen werden: Bei der Zugabe
von 2 zur P-dhnlichen Form des Komplexes unter den fiir eine
spontane kovalente Bindung von 2 an das Apoprotein
bewiihrten Bedingungen!''®<l wurde das Methanoladdukt 4
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aus der Bindungstasche prompt verdriangt. Stattdessen bildete
sich die P,-Form des bekannten Chromoproteins PhyA65-211]
(Abbildung 1), welches den charakteristischen P,-P;-Photo-
zyklus durchlief (rekombinantes PhyA65-2: A,,,=653 und
718 nm fiir P, bzw. P[],

Die Absorptionsintensitit der Pi-Form des ApophyA65/4-
Komplexes relativ zur P-Form ist etwas geringer, als es fiir
den P;-Zustand kovalent gebundener Chromophore (1 oder
2) iiblich ist, und die Form der Absorptionsbanden ldsst auf
mehr als blof3 zwei absorbierende Komponenten schlieBen
(Abbildung 1 A). Im Differenzspektrum von ApophyA/4
jedoch sind die Intensitdten der den P,- und Py -Formen der
Wildtyp-Phytochrome entsprechenden Amplituden ver-
gleichbar (Abbildung 1B). Die im Vergleich zu P, und Py
starkere Verbreiterung der Absorptionsbanden von Apo-
phyA/4 spiegelt moglicherweise eine grofere Population an
konformeren Chromophoren in der Bindungstasche wider, als
dies bei Phytochromen anzutreffen ist. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass die kovalente Bindung an Cys321 (die
Chromophor-Bindungsstelle im Hafer-Phytochrom) essentiell
fiir eine konformativ einheitliche Einbindung des Chromo-
phors in das Protein ist. Zweifellos wird diese Anordnung
noch zusitzlich durch Wasserstoffbriickenbindungen und
dipolare Wechselwirkungen unterstiitzt. In Abwesenheit
einer kovalenten Bindung diirften diese nicht bindenden
Kréfte nicht vollig ausreichen, um selektiv die Einstellung
einer optimalen Konformation zu ermoglichen. Ihr Einfluss
geniigt jedoch fiir eine ausreichend stabile Anordnung, um
gleichzeitig zwei Funktionen zu gewéhrleisten: Sie wirkt
einerseits als Photoschalter, indem sie den die Photochromie
des Phytochroms imitierenden Photozyklus zu durchlaufen
vermag, andererseits aber lasst sie auch den Austausch des
Methanoladdukts 4 durch das an Position 3,3 ungesittigte
Phycocyanobilin 2 zu.

Experimentelles

4: 2 und 4 wurden bei der Methanolyse von Spirulina platensis gewonnen,
die routinemiBig fiir die Préparation von 2 durchgefiihrt wird.['®l Nachdem
die lyophilisierten Cyanobakterien (500 g) wiahrend 16 h in siedendem
Methanol im Dunkeln unter Argon geriithrt worden waren, wurde der
Bilinextrakt durch Umkehrphasen-Chromatographie gereinigt. Mittels
priparativer HPLC (Chromasil RP-18, 1 mL min~!, MeCN/Phosphatpuffer
(7.5 mMm, pH 7.6) 7:18) wurden 2 und 4 getrennt (12:1). Die zweite Fraktion
wurde im Vakuum vom Acetonitril befreit und mit CH;Cl/MeOH 19:1
extrahiert. Bei —70°C lieB3 sich 4 aus CH,Cl,/n-Hexan kristallisieren. UV/
Vis (100 mMm Tris, 200 mm NaCl, 10% Glycerin, 0.2% DMSO, pH 8.0):
Amax = 348, 593 nm. 'H-NMR (500 MHz, CsD;sN, 'H/'"H-COSY): 6 =1.24 (t,
3J(H,H) =7.52 Hz, 3H; H;C-18), 1.31 (d, %/(H,H) = 6.30 Hz, 3H; H;C-3?),
1.43 (d, 3J(H,H) =7.35 Hz, 3H; H,C-2"), 1.97, 2.07, 2.12, 3.30 (4 s, je 3H;
H,C-7', -17, -13! bzw. H;CO-3"), 2.49 (m, 2H; H,C-18"), 2.78, 3.06 (2 m, je
1H; HC-2 bzw. -3), 2.85 (m, 4H; H,C-8% und -12?), 3.10,3.18 (2 t, 5/(H,H) =
742,723 Hz, je 2H; H,C-8! bzw. -12!), 3.75 (m, 1H; HC-3"), 5.68, 6.06, 7.30
(3 s, je 1H; HC-5, -15, bzw. -10); die chemischen Verschiebungen wurden
durch selektive Entkopplung und NOESY-Experimente zugeordnet. HR-
MS (ESI, Positivionenmodus): C3H,N,O;Na [M+Na]*: ber.: 641.2951,
gef.: 641.2999.

Die Struktur von 42l wurde durch MS und Vergleich mit den 'H-NMR-
Spektren von 2 (eigene Messungen) und den Dimethylestern von 2] und
4181 sowie Addukten von 2 mit kurzen, cysteinhaltigen Peptiden!'®]
bestitigt. Die Probe von 4, die fiir die Assemblierung mit ApophyA65
eingesetzt wurde, war gemdB HPLC, MS und 'H NMR homogen.
Insbesondere konnte keine Verunreinigung mit anderen Tetrapyrrolen,
z.B. 2, festgestellt werden.
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Assemblierung von ApophyA65 mit 4 und Belichtung: Rekombinantes
Hafer ApophyA65['!l (Rohlysat aus Hansenula-polymorpha-Hefezellen;[1l
4.5 nmol in 600 pL Phosphatpuffer, pH 7.6) wurde mit 4 (5nmol in 1 pL
DMSO) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Apoprotein-Konzentration
wurde separat vor der Inkubation durch Assemblierung eines Protein-
Aliquots mit einem Uberschuss an 2 bestimmt.

Die Losung des ApophyA65/4-Komplexes wurde mit dem Licht eines
Diaprojektors bestrahlt (250 W; Abstand der Probe vom Projektor ca.
20 cm; die Anregungswellenldngen von A=614+7 und 714 +7 nm fiir
P, —P; bzw. P, —P, wurden mit Hilfe von Interferenzfiltern erzeugt). Fiir
vollstindige Umsitze (maximale Absorptionswerte) der jeweiligen Form
waren Belichtungszeiten von >10min erforderlich. Die Absorptions-
spektren wurden mit einem Shimadzu-UV2102PC-Spektrometer aufge-
nommen.

Verdrangungsexperiment mit ApophyA65/4-Komplex und Phycocyanobi-
lin 2: Zu einer Probe (600 uL) der P-dhnlichen Form des ApophyA65/4-
Komplexes wurde eine Losung von 2 (1.7 nmol in 1 pL. DMSO) hinzuge-
geben. Die Mischung wurde fiir einige Minuten im Dunkeln stehen
gelassen, bevor erst mit Licht der Wellenldnge 653 +7 nm (Interferenz-
filter; P, —P;) und darauf mit >720 nm (Kantenfilter; P; —P,) bestrahlt
wurde. Vor der ersten und darauf nach jeder Belichtung wurden UV/Vis-
Spektren aufgenommen.
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Hexacyclinsiaure, ein Polyketid mit neuartigem
Grundgeriist aus Streptomyces**

Regina Hofs, Martina Walker und Axel Zeeck*

Wie aus fritheren Untersuchungen bekannt, bildet Strepto-
myces cellulosae subsp. griseorubiginosus (Stamm S1013) in
Schiittelkulturen mit einem Haferflockenmedium lediglich
die Carbazucker GabosinD, 1, und E, 2.1 Mit Hilfe
des OSMAC-Ansatzes (OSMAC=one strain/many com-
pounds)? und des chemischen Screen-
ingsPl sollte untersucht werden, ob sich Q

bei diesem Stamm die Produktion neuer Ho\ijAOR
Metabolite induzieren lésst. HO™ ™
Der OSMAC-Ansatz geht von der Be- OH

obachtung aus, dass einzelne Sekundir-
stoffproduzenten mehr Metabolite bilden
konnen, als sich bei der Untersuchung von
Standard-Rohextrakten erkennen lisst.?!
So ist es bei den fiir die Sekundéirstoffbildung besonders
begabten Actinomyceten und Pilzen leicht, auch bei gut
untersuchten Stimmen neue Naturstoffe zu entdecken, deren
Biosynthese letztlich durch eine Variation der Kultivierungs-
parameter induziert oder gefordert wird. Dabei gibt es einen
flieBenden Ubergang zwischen der Ausbeutesteigerung ein-
zelner im Prinzip vorhandener und dem erstmaligen Auf-
treten vorher nicht nachweisbarer Metabolite. Wirkungsvoll
variieren lassen sich beim OSMAC-Ansatz neben Nidhrme-
dium und Kultivierungsgefd3 unter anderem Temperatur,
Beliiftung, pH-Wert und/oder Belichtung. Im Nidhrmedium
spielen die Auswahl der C- und der N-Quelle sowie die
Zugabe von anorganischen Salzen, Enzyminhibitoren oder
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