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Professor Thomas Hartmann zum 70. Geburtstag gewidmet

Myxobakterien haben sich in Studien der letzten zwei Jahr-
zehnte als vielseitige Produzenten unterschiedlichster Se-
kundirmetabolite (SMs) mit zum Teil hoher biologischer
Aktivitit erwiesen.!! Viele dieser Verbindungen enthalten
Strukturelemente, die selten in SMs anderer Produzenten-
gruppen auftreten.”) Unter den Myxobakterien sind diverse
SM-Multiproduzenten bekannt; unter anderem Stigmatella
aurantiaca Sgal5, aus dem die Aurachine,’! Myxocheline,!
Myxalamide und Stigmatelline®® isoliert wurden. Wihrend
die molekularbiologischen Details der Myxochelin-, Myxal-
amid- und Stigmatellin-Biosynthesen weitgehend aufgeklart
worden sind, sind entsprechende Informationen {iiber die
Biosynthese der Aurachine bis heute nicht verfiigbar.”

Die Aurachine sind ungewohnliche Chinolin-Alkaloide,
die eine Isoprenoid-Seitenkette enthalten. Infolge ihrer
strukturellen Ahnlichkeit zu Vitamin K hemmen sie den
Elektronentransport in der Atmungskette.”) Die verwandten
isoprenylierten Chinolin-Antibiotika wirken als starke
Wachstumsinhibitoren von Helicobacter pylori,®® wihrend die
alkylierten Chinolinderivate 3,4-Dihydroxy-2-heptylchino-
1in®” und 4-Hydroxy-2-heptylchinolin als Signalmolekiile in
der Zell-Zell-Kommunikation von Pseudomonas aeruginosa
dienen.['")
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Die Biosynthese dieser 4-Hydroxy-2-alkylchinoline er-
folgt durch eine Kopf-Kopf-Kondensation von Anthranil-
siure (1) mit B-Keto-Fettsiuren.'!! In Fiitterungsexperimen-
ten wurde nachgewiesen, dass Anthranilat, das in S. auran-
tiaca erstaunlicherweise durch eine vielmehr fiir Pflanzen als
fiir Bakterien typische 3-Desoxy-D-arabinoheptulosonat-7-
phosphatsynthase (DAHP-Synthase) gebildet wird, auch in
der Aurachin-Biosynthese als Startereinheit fungiert.'?! Auf-
grund dieser Experimente wurde postuliert, dass 1 wihrend
der Aurachin-Biosynthese durch Acetoacetat verlangert und
anschliefend in das frithe Intermediat 4-Hydroxy-2-methyl-
chinolin (3) iiberfiihrt wird (Schema 1a).*! Alternativ konnte
das Intermediat 3 durch Verlingerung von aktiviertem An-
thranilat mit zwei Einheiten Malonyl-CoA unter Katalyse
einer Typ-III-Polyketidsynthase (PKS) entstehen. GemaB
dieser Hypothese wird bei der Biosynthese der Akridone (9)
aktivierte und N-methylierte Anthranilsdure (8) mit drei
Einheiten Malonyl-CoA mithilfe einer pflanzlichen Typ-III-
PKS (Akridon-Synthase) verldngert (Schema 1b). Ur-
spriinglich wurde angenommen, dass das Vorkommen derar-
tiger Typ-III-PKSs, die auch als Chalconsynthasen (CHSs)
bezeichnet werden, auf Pflanzen beschriankt ist.'¥ Kiirzlich
wurden solche Enzyme auch in einigen Bakterien ent-
deckt.['16]

Anfingliche Versuche, einen Genabschnitt einer Typ-III-
PKS durch Polymerasekettenreaktion (PCR) ausgehend von
genomischer DNA von S. aurantiaca zu amplifizieren, liefer-
ten kein entsprechendes Produkt. Daher wurde eine mariner-
Transposonmutantenbank von S. aurantiaca Sgal5 erstellt,
um die Aurachin-Biosynthesegene zu identifizieren. Die
Analyse der Extrakte von 4096 in Mikrotiterplatten kulti-
vierten Klonen durch HPLC-MS (Hintergrundinformatio-
nen),™ " fiihrte zur Identifizierung einer Mutante (4.59), die
Aurachine in nur signifikant geringeren Mengen (Abbil-
dung 1b) als der Wildtyp bildet (Abbildung 1a). Dieses Er-
gebnis wurde durch die Analyse von Extrakten groBerer
Kulturen (50 mL) der Mutante und des Wildtyps von S. au-
rantiaca Sgal5 bestdtigt. Durch Transposon-Recovery
wurden sowohl das transposable Element als auch die an-
grenzenden Sequenzbereiche aus dem Genom der Mutante
4.59 isoliert!” und der Aurachin-Biosynthesegencluster
identifiziert (Tabelle 1). Das Transposon-Plasmid p4.59/Notl
umfasst einen Sequenzbereich von 11191 bp aus dem Chro-
mosom von S. aurantiaca Sgal$, in dem insgesamt elf ORFs
kodiert sind. Der durchschnittliche Guanin + Cytosin-Gehalt
betriagt 66.66% und ist typisch fiir diese Bakterienart (un-
veroffentlichte Ergebnisse; die Sequenz des Genclusters ist in
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Schema 1. a) Postulierter Biosyntheseweg fiir die Bildung der Aurachi-
ne D—A (4: Aurachin D, 5: Aurachin C, 6: Aurachin B, 7: Aurachin A).
Gezeigt sind die katalysierten Biosyntheseschritte der Genprodukte
(AuaA-E) des Aurachin-Core-Genclusters. Die intramolekulare 1,2-Um-
lagerung des Farnesylrests bei der Transformation von 5 zu 6 wird
vom Verlust des '®O-markierten Carbonyl-Sauerstoffs begleitet. Dies ist
im Einklang mit einer moglichen Wagner-Meerwein-Umlagerung (G.
Hofle, persénliche Mitteilung und Lit. [13]). b) Zum Vergleich die Bio-
synthese des in Pflanzen synthetisierten Acridons.

der EMBL-Datenbank unter der Zugangs-Nr. AM404078
hinterlegt).

GemiB der Sequenzanalyse liegt die Transpositionsstelle
in Mutante 4.59 in orfl, dessen Genprodukt jedoch Ahn-
lichkeiten zu Hydrolasen zeigt und daher wahrscheinlich
nicht an der Aurachin-Biosynthese beteiligt ist. Strangauf-
wirts von orfl konnten weitere orfs identifizert werden.
Diese Gene kodieren fiir Proteine mit signifikanten Ahn-
lichkeiten zu einer Benzoat-CoA-Ligase (AuaE), einen fiir
Typ-II-PKS-Systeme  typischen Satz von Proteinen
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Abbildung 1. HPLC-MS-Chromatogramme von Extrakten des Wildtyps
von S. aurantiaca Sgal5 und von aua-Knockout-Mutanten: a) Wildtyp;
b) Mutante 4.59; c) Mutante Sga-D_AS (die lonenspuren (EICs; extrac-
ted-ion chromatograms) der Mutanten Sga-A_AS und Sga-E_AS sind
ghnlich); d) Sga-D_AS nach Komplementierung mit 3. Dargestellt sind
die lonenspuren der Aurachinderivate von unterschiedlichen Kulturex-
trakten. 4: [M+H]" 364; 5: [M+H]" 380; 6: [M+H]" 380; 7: [M+H]*
396.

(AuaDCB) und eine Prenyltransferase (AuaA; Tabelle 1).
Typ-II-PKSs sind Multienzymkomplexe, die aus iterativ ver-
wendeten Enzymen bestehen. Bis heute wurde das Vorkom-
men dieser Enzyme ausschlieflich in Aktinomyceten be-
schrieben, wo sie an der Biosynthese von polycyclischen
aromatischen Verbindungen wie dem Actinorhodin beteiligt
sind.”*?! Simtliche Typ-II-PKSs sind charakterisiert durch
eine ,,minimale* Zusammensetzung aus einem Acyl-Carrier-
Protein (ACP; AuaB) und einem Heterodimer aus einer
Ketosynthase (KSa; AuaC) und dem Kettenldngenfaktor
(CLF (,,chain length factor) oder KSB; AuaD). Die KSa-
Untereinheit ist fiir die iterative Kondensation der Malonyl-
CoA-Einheiten zustiandig, wogegen KSB die Decarboxylie-
rung der Startereinheit katalysiert und die Lange der aufzu-
bauenden Polyketidkette festlegt. AuaB und AuaC zeigen
insgesamt nur geringe Homologien zu ihren jeweiligen En-
zymfamilien (Tabelle 1), weisen aber die konservierten
Aminosduren in den aktiven Zentren auf. In dem zu be-
kannten CLFs homologen AuaD ist der normalerweise im
aktiven Zentrum aufzufindende Glutamin- oder Glutamat-
rest jedoch gegen Threonin ersetzt.>2!!

Weiterhin befindet sich im Gencluster ein Prenyltransfe-
rasegen, dessen Genprodukt (AuaA; Abbildung 2) Ahnlich-
keiten zur 4-Hydroxybenzoat:Polyprenyldiphosphat-3-poly-
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Tabelle 1: Kodierte Proteine des sequenzierten genomischen Bereichs einschliefRlich des Core-Genclusters der Aurachin-Biosynthese und deren

mdgliche Funktionen.

Protein (Gen) GréRe (in Da, bp)

mégliches Homologes, Herkunft (Identitit [%], Ahnlichkeit [%]; Zugangs-Nr.)

AuaA (auaA) 36605, 981 UbiA-Prenyltransferase-Familie, Flavobacteria bacterium BBFL7 (28, 44; EAS21036)
AuaB (auaB) 9572, 255 Aycl-Carrier-Protein, Enterococcus faecalis (34, 60; AAO 82791)
AuaC (auaC) 423842,1221 [-Ketoacylsynthase, Desulfitobacterium hafniense (40, 59; YP_518890)
AuaD (auaD) 41891, 1242 3-Oxoacyl-ACP-Synthase Il, Streptomyces avermitilis (31, 45; NP_824120)
Auak (auak) 53329, 1494 Familie der Benzoat-CoA-Ligasen, Rhodopseudomonas palustris (37, 52; YP_568017)
ORF1 (orfT) 24354, 675 Carboxymethylenbutenolidase, Rhodopseudomonas palustris (45, 56; NP_946545)
ORF2 (orf2) 24958, 663 hypothetisches Protein, Flavobacterium johnsoniae (41, 59; ZP_01247630)

ORF3 (orf3) 28683, 813 sekretierte Hydrolase, Streptomyces coelicolor (56, 70; CAC16457)

ORF4 (orf4) 20379, 543 transkriptionsregulatorisches Protein, Bradyrhizobium japonicum (40, 62; BAC47519)
ORF5 (orf5) 45410, 1286 Protein mit unbekannter Funktion, Deltaproteobacterium MLMS-1 (28, 49; EAT04615)
ORF6 (orf6) 47699, 1335 Protein mit unbekannter Funktion, Deltaproteobacterium MLMS-1 (28, 49; EAT 04615)

auaA auaC . . -
orf6  orf5 orf4 auaB auaD auaE orff orf2  orf3 destotrotz kann ein polarer Effekt durch die Plasmidinser-
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Abbildung 2. Oben: Genetische Organisation des Aurachin-Biosynthe-
segenclusters. Die Position und Transkriptionsrichtung der einzelnen
Gene sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Fihnchen kennzeichnen
die Sequenzregionen, die fiir die Plasmidinsertionen der in dieser
Arbeit erzeugten Knockout-Mutanten verwendet wurden (Hintergrund-
informationen). Das Dreieck markiert die Integrationsstelle des Trans-
posons magellan4 in der Mutante 4.59. Unten: stark vergréRerter Aus-
schnitt, der die transkriptionale Uberlappung zwischen orf1 und auaE
darstellt. Die Pfeile kennzeichnen die Transkriptionsrichtung des Aura-
chin-Operons und der zusitzlichen orfs strangaufwirts und strangab-
wirts des Aurachin-Biosynthesegenclusters. Die minimale PKS ist
durch schwarze Pfeile, die verbleibenden Gene des Core-Genclusters
sind durch graue Pfeile dargestellt. Weie Pfeile symbolisieren Gene,
die fiir Produkte mit unbekannter Funktion kodieren. Weiterhin gezeigt
ist die Integrationsstelle des Tn5-Promotors in Mutante 4.59, der wahr-
scheinlich die Transkription des 3'-Fragments von orf1 aktiviert.

prenyltransferase UbiA aus E. coli zeigt/” welche die
Prenylierung von 4-Hydroxybenzoat mit Farnesyldiphosphat
katalysiert. Das Programm Sosui (http://bp.nuap.nagoya-
u.ac.jp/sosui) zeigt fiir AuaA zehn mogliche Transmembran-
helices auf. Das Protein AuaE zeigt groBe Ahnlichkeiten mit
der Benzoat-CoA-Ligase EncN, die Teil des Typ-II-PKS-
Systems ist, das die Enterocin-Biosynthese steuert.”*?!l

Um die Beteiligung des aua-Genclusters an der Aurachin-
Biosynthese zu beweisen, wurden Geninaktivierungsexperi-
mente durchgefiihrt (Hintergrundinformationen).” Eine
HPLC-MS-Analyse ergab, dass die Inaktivierung von auaA,
auaD und auaE zu einem Verlust der Aurachinproduktion
fiihrt (Abbildung 1c¢), wodurch die fiir die Aurachin-Biosyn-
these essenzielle Rolle des aua-Operons belegt wird. Nichts-
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tionen auf die strangabwirts folgenden Gene nicht ausge-
schlossen werden. Fiir Myxobakterien sind keine replizie-
renden Plasmide verfiigbar, die Komplementierungsexperi-
mente ermoglichen wiirden. Auflerdem sind Versuche zur
Erzeugung von Doppelcrossover-Mutanten in S. aurantiaca
Sgal5 bisher ohne Erfolg geblieben (unveroffentlichte Er-
gebnisse).

Soweit uns bekannt ist, wurde hiermit erstmals eine Typ-
II-PKS in einem Gram-negativen Bakterium identifiziert.
Eine Zuordnung der vermuteten Reaktionsschritte in der
Biosynthese der Aurachine zu den Genprodukten des Gen-
clusters fithrte zur Aufstellung eines moglichen Biosynthese-
schemas (Schema 1). Die Aktivierung von 1 zum Anthrani-
loyl-CoA (2) durch AuaE und der Transfer zum Acyl-Carrier-
Protein AuaB fithren zur Bildung von Anthraniloyl-S-AuaE.
Die minimale PKS (bestehend aus beladenem AuaB zusam-
men mit AuaC und D) katalysiert anschlieBend die Bildung
von 3 durch eine Verlidngerung von 2 mit zwei Malonyl-CoA-
Einheiten. Dieser Schritt umfasst aulerdem eine Cyclisie-
rung, die Freisetzung der Carbonsiure und eine Decarboxy-
lierung. Die anschlieBende Prenylierung mit Farnesyldiphos-
phat durch AuaA fiihrt zur Bildung von Aurachin D (4).
Weitere Gene, die an der Transformation von Aurachin D zu
den Aurachinen C (5), B (6) und A (7) beteiligt sind, konnten
nicht identifiziert werden und miissen daher an anderen
Stellen im Genom von S. aurantiaca Sgal5 lokalisiert sein.
Obwohl Gencluster mit einer gesplitteten Organisation der
beteiligten Gene bekannt sind,['"* wird diese Anordnung
noch als ungewohnlich angesehen.*’]

Neben der Typ-II-PKS des Aurachin-Genclusters nutzen
einige bakterielle aromatische PKSs einen anderen Starter als
Acetyl- oder Malonyl-CoA.?! Zum Beispiel verwenden die
Doxorubicin- und Daunorubicin-PKSs Propionyl-CoA als
Starter,” wogegen die Frenolicin-Biosynthese mit Butyryl-
CoA beginnt.’”! Die Typ-TI-PKS des Enterocin-Genclusters
aus S. maritimus nutzt Benzoyl-CoA als Startereinheit, das in
einer ATP-abhéngigen Reaktion von EncN aus Benzoat ge-
bildet wird.F'!! Vor dieser Arbeit war dies die einzig bekannte
Typ-1I-PKS, die einen aromatischen Starter verwendet. Um
den postulierten Biosyntheseweg zu den Aurachinen zu be-
weisen, wurde das hypothetische Intermediat 3 synthetisiert
(Hintergrundinformationen) und an Kulturen der Mutanten
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Sga-D_AS (auaD™) und Sga-E_AS (auaE™; Hintergrundin-
formationen) verfiittert. Wie durch HPLC-MS nachgewiesen
wurde (Abbildung 1d), konnte dadurch in den Mutanten die
Bildung der Metabolite 4-7 wiederhergestellt werden. Au-
Berdem konnten in Wildtyp-Extrakten, nicht jedoch in Ex-
trakten der Mutanten Sga-D_AS und Sga-E_AS, nach Deri-
vatisierung mit N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid
(MSTFA) und anschlieBender GC-MS-Analyse Spuren von 3
nachgewiesen werden, wobei das synthetisierte Intermediat
als Standard diente. Die Aurachinproduktion wurde in der
Mutante Sga-A_AS (auaA~) durch Verfiitterung von 3 nicht
wiederhergestellt (ohne Abbildung). Dariiber hinaus akku-
muliert 3 in der Mutante Sga-A_AS, vermutlich weil das In-
termediat nicht in die Aurachine umgewandelt werden kann
(Hintergrundinformationen). Insgesamt ergeben diese Fiit-
terungsexperimente mit den vorhergesagten Schritten der
Aurachin-Biosynthese ein iibereinstimmendes Bild.

Im Core-Gencluster sind die Gene auaB und auaC sowie
auaD und auaFE hochstwahrscheinlich translational gekop-
pelt, da ihre Start- und Stoppcodons iiberlappen. Diese An-
ordnung deutet darauf hin, dass die Gene ein Operon bilden,
was zu einer Coexpression der beteiligten Enzyme fiithrt. Die
Grenzen des Aurachin-Genclusters werden durch die Gene
orf4 und orfl festgelegt, die in inverser Richtung zum Core-
Gencluster transkribiert werden. Eine Inaktivierung dieser
beiden Gene durch homologe Rekombination hatte keine
Auswirkung auf die Aurachin-Produktion (ohne Abbildung,
siche Hintergrundinformationen). Die ungewohnliche tran-
skriptionale Uberlappung der 3-Enden von orfl und auaE
kann moglicherweise die verringerte Produktion von 4, 5 und
6 in der identifizierten Mutante 4.59 erkldren, wiahrend 7 in
etwa in der gleichen Menge wie im Wildtyp gebildet wird
(man beachte hierbei, dass 7 im Wildtyp nur einen Bruchteil
der Gesamtmenge an Aurachinen reprisentiert). In dieser
Mutante fiihrte die Transposition in orfl moglicherweise zur
Induktion der Expression eines Fragments dieses Gens (Ab-
bildung 2). Die transkriptionale Uberlappung mit auaE
konnte in der Folge eine Verringerung der Expression des
Aurachin-Operons bewirken. Dies wiirde in der Bildung ge-
ringerer Mengen an 4 resultieren. Die Expression der ande-
ren Enzyme, die fiir die Umsetzung von 4 zu 7 zusténdig sind,
bliebe in dieser Mutante unbeeinflusst, sodass ein nahezu
vollstandiger Umsatz von 4 zu 7 zu erwarten wére.

Der evolutiondre Zusammenhang zwischen der Aurachin-
PKS und anderen Typ-II- und Typ-III-PKSs (einschlieBlich
der Akridonsynthase) wurde durch eine vergleichende Ana-
lyse der Sequenzen verschiedener bakterieller und pflanzli-
cher PKSs mit der der Aurachin-PKS beleuchtet. Diese
Analyse schliefit die Sequenzen von allen bis heute bekann-
ten reprisentativen Typ-II- und Typ-III-PKS-Systemen ein
(Abbildung 3).! Unter Verwendung von archaebakteriellen
FabH-Homologen als Bezugsgruppe konnten zwei Haupt-
gruppen identifiziert werden. Die erste enthélt die bakteri-
ellen FabH und alle zu Chalconsynthasen &hnlichen Se-
quenzen aus Bakterien und Pflanzen, wéhrend die zweite
Gruppe die KSa- und KSB-Proteine von bakteriellen Typ-II-
PKSs enthilt. Die Typologie dieses Stammbaums wird auch
durch die Verwendung weiterer bakterieller Typ-II-PKSs
nicht veridndert (Daten nicht gezeigt). Nach dieser Analyse
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KS
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AVVST
SVISA
GVVSA
TVVST
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TMVST
LVIPT

SGIDS
SGIDA
SGIDV
SGLDA
SGLDA
SGLDS
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CLF
CLF
CLF
CLF
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GVVVA
GALVA
SVEVT
GVVAA
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GGLDA
GGLDA
GGLDA
GGLDA
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Cct
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Act
Aua
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Abbildung 3. a) Phylogenetische Beziehung von AuaC und AuaD mit
ausgewihlten Typ-II- und Typ-111-PKSs. Oberhalb der Aste sind Bayes-
sche Wahrscheinlichkeitswerte fiir alle Hauptknoten angegeben. Die
Linge der Aste korreliert mit der Zahl der Aminoséureaustausche pro
Position. b) Sequenzvergleiche im Bereich des aktiven Zentrums zwi-
schen typischen KSa- und CLF-Proteinen von Typ-1I-PKSs mit denen
von AuaC und AuaD. Fiir diese Alignments wurden Sequenzen der
KSa- und KSB-Untereinheiten aus den Biosynthesegenclustern von Fre-
nolicin (Fren), Enterocin (Enc), Oxytetracyclin (Otc), Tetracenomycin
(Tem), S. coelicolor Sporenpigment (WhiE) und Actinorhodin (Act) ver-
wendet.

gehort AuaC eindeutig der Subgruppe an, die die gut cha-
rakterisierten KSa-Proteine aus Aktinomyceten enthilt,
wenn es mit diesen auch nur entfernt verwandt ist und somit
einen eigenen Zweig bildet.

AuaD bildet eine eigene Gruppe innerhalb des Stamms
der Typ-II-PKS im phylogenetischen Stammbaum und re-
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prisentiert somit einen neuen Typus von Typ-1I-PKS-CLF. Im
Regelfall enthilt das aktive Zentrum des CLF ein Glutamin
(Abbildung 3), das direkt an der Decarboxylierung wihrend
des Kettenstarts beteiligt ist.***! WhiE aus Streptomyces
coelicolor ist das einzige bekannte Beispiel, bei dem dieses
Glutamin durch ein Glutamat ausgetauscht ist. In AuaD er-
setzt ein Threonin das Glutamin im aktiven Zentrum, sodass
AuaD moglicherweise inaktiv und nicht an der Aurachin-
Biosynthese beteiligt ist. Ein vermuteter polarer Effekt in der
Inaktivierungsmutante von AuaD konnte daher die Aura-
chin-Bildung in der Mutante Sga-D_AS verhindern. Alter-
nativ konnte das Glutamin im aktiven Zentrum nicht an der
Steuerung der Kettenldnge beteiligt sein, sodass AuaD mog-
licherweise nur zur Stabilisierung des aktiven Komplexes aus
den beiden Proteinuntereinheiten beitrigt.* Dennoch kann
AuaD in der Aurachin-Biosynthese als Kettenverldnge-
rungsfaktor beteiligt sein, was auf Grundlage der Kristall-
struktur von KSo/KSp diskutiert wurde.® Insgesamt deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass die Aurachin-PKS zu einer
neuen Gruppe von PKSs gehort, die einen evolutiondren
Ubergang von Typ-1I-PKS zu Typ-III-PKS und/oder FABs
bzw. umgekehrt bilden. Gegenwiértig arbeiten wir an Expe-
rimenten, die diese Hypothese verifizieren und den postu-
lierten Aurachin-Biosyntheseweg weiter stiitzen sollen.
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