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Abstract: Pamamycine sind Makrodiolide polyketider Her-
kunft, die antibakteriell wirken. Es wurde postuliert, dass ihre
Biosynthese Succinat als Baustein verwendet. Jedoch war der
Mechanismus des Succinat-Einbaus in ein Polyketid unklar.
Hier berichten wir iiber die ldentifizierung eines Pamamycin-
Biosynthese-Genclusters durch Vergleich der Genome zweier
Pamamycin-produzierender Stimme. Dieses einzigartige
Cluster enthilt Polyketid-Biosynthese(PKS)-Gene, die fiir
sieben verschiedene Ketosynthase(KS)-Enzyme codieren und
ein Gen, das ein Acyl-Transporter-Protein (ACP) codiert. Ein
Cosmid, welches das vollstindige Set an Genen zur Pama-
mycin-Biosynthese trdgt, wurde erfolgreich in einem hetero-
logen Wirt exprimiert. Genetische und biochemische Studien
fiihrten zur vollstindigen Aufklirung der Pamamycin-Bio-
synthese. Diese fiihrt iiber 3-Oxoadipyl-CoA, ein Schliissel-
intermediat des Abbaus von aromatischen Verbindungen des
Primdrstoffwechsels, das in der Polyketid-Synthese den Einbau
von Succinat ermoglichen konnte.

P amamycine (1) sind eine Gruppe der Makrodiolid-Anti-
biotika, die von mehreren Streptomyces-Spezies hergestellt
werden (Abbildung 1 und S1). Sie wurden durch ihre Fahig-
keit, das Wachstum des Luft-Myzels von Streptomyces albo-
niger DSMZ40043 zu stimulieren, entdeckt und konnen
nachweislich das Wachstum von Gram-positiven Bakterien
und Pilzen hemmen.!! Anfinglich wurde eine Substanz mit
der Struktur Pamamycin-607 (R'-R*=Me, R°=H) aus S.
alboniger isoliert,'™ jedoch zeigte eine erneute Untersuchung
von Extrakten eine grofere chemische Diversitédt von 1 durch
unterschiedliche Seitenkettensubstituenten (Abbildungen 1
und S1).”! Die Verbindungen 1 sind aus zwei asymmetrischen
Teilen, einer kleinen Hydroxysdure (3) und einer grofien
Hydroxysiure (4), zusammengesetzt (Schema 1). Die ausge-
préagte biologische Aktivitidt und die herausfordernde Mole-
kiilstruktur dieser Naturstoffe haben intensive Bemithungen
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Abbildung 1. Strukturen von 1 und 2 und die genetische Anordnung
der entsprechenden Biosynthesegencluster. Die Herkunft der Kohlen-
stoffatome ist farbig codiert: blau — Acetat, griin — Propionat, rot —
Succinat.®” Pfeile weisen auf eine Decarboxylierung hin. Die gefolgerte
Funktion der Gene basiert auf Biosynthesestudien fiir 2 und Sequenz-
homologie. KS — Ketosynthase, AT — Acyltransferase, KR/DHO — Keto-
reduktase/Dehydrogenase, ACP — Acyl-Transporterprotein, AmT — Ami-
notransferase, MT — Methyltransferase.

hinsichtlich ihrer Synthese ausgelost,” die bereits zur Total-
synthese von Pamamycin-607"! und einigen Homologen
fiihrten.’! Fiitterungsexperimente zeigten eindeutig die po-
lyketide Herkunft von 1 durch den Einbau von "*C-markier-
tem Acetat, Propionat und Succinat.’! Diese Tatsache ist
besonders interessant, da Succinat nicht direkt durch eine
Claisen-Kondensation eingebaut werden kann. Im Hinblick
darauf blieben die biochemische Reaktion sowie das dazu-
gehorige Enzym bisher unentdeckt.

Die einzigen anderen Naturstoffe, die Succinat als Bau-
stein verwenden, sind die Makrotetrolid-Antibiotika wie
Nonactin (R'-R*=Me; 2), welche von S. griseus und S.
fulvissimus hergestellt werden (Abbildung 1).¥ Die Ver-
bindungen 2 bestehen aus zwei enantiomeren Hydroxysiduren
mit Tetrahydrofuran-Ringen, die stereospezifisch in das
Endprodukt eingebaut werden. Das Gencluster zur Biosyn-
these von 2 (non) enthilt 5-Ketosynthase(KS)-Gene."!

Diese atypischen KS wurden als nichtiterative Typ-1I-PKS
aufgrund ihrer Sequenzihnlichkeit klassifiziert, obwohl ein
Fehlen von ACP durch heterologe Expression und Dele-
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tionsexperimente bewiesen wurde.”*! Ausgiebige Studien
mit *C-markierten Vorstufen zeigten nicht nur, dass Acetat
und Succinat als Bausteine zur Herstellung von 2" verwendet
werden, sondern auch, dass 3-Oxoadipat als Vorstufe fiir 201"
direkt eingebaut wird, was zu der Annahme fiihrt, dass der
erste verbindliche Schritt in der Biosynthese die Kondensa-
tion von Succinat und Malonat ist. Jedoch zeigte das Mar-
kierungsmuster von 3-Oxoadipat, das in dieser Studie ver-
wendet wurde, nicht, wie diese Zwischenstufe von der Bio-
synthesemaschinerie fiir 2 hergestellt wird. SchlieBlich tragt
das Acetat, das in Positionen von 1 und 2 inkorporiert ist,
welche der von 3-Oxoadipat entsprechen, durch doppelte
Decarboxylierung nur ein Kohlenstoffatom zum Produkt-
molekiil bei. Diese ungewohnlichen Merkmale unterscheiden
die Biosynthesen von 1 und 2 von anderen Polyketiden. Trotz
der Erkenntnisse iiber die Herkunft der Vorstufen von 1 und
2 reichen Fiitterungsexperimente nicht aus, um deren Bio-
synthese aufzudecken. AuSerdem haben die Experimente zur
Inaktivierung der non-Gene die Hypothese zur Biosynthese
der Makrotetrolide weiter verkompliziert.”>!! Das Ziel
dieses Projekts war die Aufkldarung des Biosynthesewegs, der
zur Produktion von 1 fiihrt, mit besonderem Augenmerk auf
das/die Enzym(e), das/die den Einbau von Succinat bewirken.
Wir bemiihen uns 1) darum, die Enzyme zu identifizieren, die
in der Lage sind, Succinat als einen intakten Vier-Kohlen-
stoffatom-Baustein in der Biosynthese von 1 und 2 zu ver-
wenden; 2) zu erkldren, wie nur ein einzelnes Kohlenstoff-
atom von Acetat in das Polyketidriickgrat von 1 und 2 ein-
gebaut werden kann; 3) die Enzyme zu identifizieren, die fiir
die Verlangerung von 3 zu 4 durch die Hinzufiigung der
zweiten Succinat-Einheit verantwortlich sind; 4) den kom-
pletten Biosyntheseweg aufzukldren, der zu 1 fiihrt.

Um die Biosynthesegene von 1 zu identifizieren, wurden
die Genome von zwei Produzentenstimmen, S. alboniger
DSMZ40043 und S. sp. HKI 118, sequenziert, nach Sekun-
dérstoffwechselgenclustern mit AntiSMASH!" durchsucht
und miteinander verglichen, um Cluster zu identifizieren, die
in beiden Stimmen vorhanden sind. Nur zwei Regionen, die
fir PKS und Terpenoid-Biosynthese codieren, waren in S.
alboniger und S. sp. HKI118 identisch. Das PKS-Gencluster
von S. alboniger enthélt 20 Gene mit den entsprechenden
Gegenstiicken in S. sp. HKI118 und ist hochgradig homolog
zu dem non-Cluster von S. fulvissimus™ und S. griseus subsp.
griseus” (Abbildung 1, Tabelle S3). Dieses Cluster (pam-
Cluster) besteht aus zwei ,,Kernregionen“ mit KS-Genen.
Der ,rechte Kern“ #dhnelt sehr stark den non-Genclustern
und beinhaltet Gene fiir 5 KS (pamA, D, E, K, J), 3 KR/DHO
(pamO, M, N), AT (pamB), nonS-artige Enoyl-CoA-Hydra-
tase (pamS, vermutlich beteiligt beim Tetrahydrofuran-
Ringschluss!'), Acyl-CoA-Ligase (pamL) und ein ver-
meintliches Resistenzgen (pamH) (Abbildung 1). Zusétzlich
sind noch Gene fiir eine Aminotransferase (AmT) und eine
Methyltransferase (MT) (pamX und Y) in diesem Teil des
Clusters angesiedelt. Der ,linke Kern“ beinhaltet zwei KS-
Gene (pamF und G) und ein ACP-Gen (pamC). Gene, die fiir
ein putatives Transportprotein und zwei Transkriptionsregu-
latoren der TetR- und LuxR-Familien codieren, wurden
ebenfalls flankierend zu den Biosynthesegenen gefunden.
Alle KS im Cluster, auBer PamA, enthalten eine charakte-
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ristische Triade aus CHN als aktives Zentrum, in dem ver-
mutlich N als Bindestelle fiir Acyl-CoA fungiert (Tabelle S4).
Dieser Aufbau des katalytischen Zentrums ist eher typisch fiir
Typ-1II-PKS-Enzyme als fiir Typ II, bei denen das CHH-
Motiv konserviert ist.!]

Das pamD-Gen, das fiir eine KS des ,rechten Kerns*
codiert (Abbildung 1), wurde vom Chromosom von S. albo-
niger deletiert. Diese Mutante war nicht mehr in der Lage,
1 herzustellen, was darauf hinweist, dass die identifizierte
Region tatsdchlich fiir dessen Biosynthese zustdndig ist
(Abbildung S2). Daraufhin wurde eine Cosmidbibliothek von
S. alboniger erstellt und nach Klonen mit dem kompletten
Satz an pam-Genen durchsucht. Dies geschah mittels zweier
Gensonden, die das Cluster flankieren. Die Expression eines
positiven Klons, genannt R2, in S. albus J1074 resultierte in
der Produktion von 1 (Abbildung S3).

Um die aufeinanderfolgenden Biosynthesestufen fiir die
Produktion von 1 zu bestimmen, wurde ein Satz von mutier-
ten Cosmiden mit Deletionen der einzelnen pam-Gene er-
zeugt. Metabolite der rekombinanten S.-albus-Stamme, die
diese Cosmide trugen, wurden mittels LC-MS untersucht
(Tabelle 1). Im Gegensatz zu den Deletionen von pamB,

Tabelle 1: Anreicherung von 1 und deren Vorstufen produziert von S.-
albus-Stammen, die Cosmide mit verschiedenen pam-Gendeletionen
tragen.

Cosmid\Substanz 1

w

R2
pamC?
pamG
pamF —
pamAl
pamB -
pamD —
pamO —
pamK -
pam) -
pamlL —
pamX -
pamY —

[a] Andere tg als 1, 3 und 4 von S.-albus-R2.

|+ +
|+ + | &
|

+

|+ + ++ +
+
|

4+t
|+ + +
|

pamD und pamO, die zum kompletten Erliegen der Biosyn-
these fiihrten, behielten S.-albus-Stimme, die Cosmide mit
Mutationen in pamK, pamJ und pamL aufwiesen, die Fa-
higkeit, 3 und 4 zu produzieren (Tabelle 1, Abbildung S4).
Dies deutet darauf hin, dass PamB, D und O fiir die ersten
Schritte in der Biosynthese von 1 verantwortlich sind, die fiir 3
und 4 dieselben sind, wohingegen PamK, PamJ und PamL an
den letzten Schritten zur Bildung von 1 beteiligt sind. Eine
Deletion der Aminotransferase- und Methyltransferase-Gene
pamX und pamY resultierte in einer Akkumulierung von 3
und der Hydroxysidure K (5) (Tabelle 1, Abbildung S5),1!
einer nichtaminierten Vorstufe von 4. Dies beweist, dass
Aminierung und Methylierung vor der Cyclisierung zum
Makrodiolid stattfinden, wie bereits zuvor postuliert.'”) Da-
gegen fiihrte die Deletion der KS-Gene pamF und pamG aus
der linken , Kernregion® des Clusters zur Anhdufung von 3,
wohingegen weder 1 noch 4 gefunden werden konnten. Dies
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weist darauf hin, dass diese Enzyme zur Erweiterung von 3 zu
4 notwendig sind. Eine Deletion von pamC, das fiir ACP
codiert, storte die bisherige strukturelle Vielfalt von 1, mit
einer verstirkten Akkumulierung von Substanzen mit gerin-
gerem Molekulargewicht (Tabelle 1, Abbildung S6). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass PamC an der Bereitstellung
der Starteinheiten beteiligt ist, wie es fiir einige Félle der
bakteriellen Typ-III-PKS beschrieben ist.['")

Deletion von pamA fiihrte zu einer signifikanten Re-
duktion der Produktion von 1 sowie Verdnderungen in der
strukturellen Vielfalt der angeh4uften Substanzen (Tabelle 1,
Abbildung S7, S8). Da postuliert wurde, dass PamA am
ersten Kondensationsschritt der Biosynthese beteiligt ist,
wiirde jegliche Storung seiner Funktion zu einem Ende der
Produktion von 1 fithren. Die von PamA katalysierte Kon-
densation von Succinat und Malonat sollte zu einer Produk-
tion von 3-Oxoadipyl-CoA fithren, das ein Schliisselinter-
mediat beim Abbau aromatischer Verbindungen in Bakterien
ist!'” Eine KEGG-COMPOUND-Suche!™ des S.-albus-
Genoms zeigte Gene, die eine Anreicherung dieses Metabo-
liten verursachen konnten, einschlieBlich des Gens zur 3-
Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase. In Abwesenheit von
PamA zieht die Biosynthesemaschinerie fiir 1 folglich 3-
Oxoadipyl-CoA aus dem Primédrmetabolismus, was zu einer
geringfiigigen Anreicherung von 1 fiihrt. S. albus mit einem
fehlenden 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase-Gen
wurde erzeugt. Diese Mutante war immer noch in der Lage,
1 herzustellen, wenn das pamA-defiziente Cosmid eingefiihrt
wurde (Abbildung S8). Jedoch war die Produktion sehr stark
reduziert. Somit ist 3-Oxoadipyl-CoA eine Schnittstelle zwi-
schen dem Primérstoffwechsel und der Biosynthese von 1.
Die Tatsache, dass die Mutante immer noch féihig war, 1 zu
produzieren, deutet auf einen alternativen Mechanismus der
3-Oxoadipat-Produktion {iber einen von der 3-Oxoadi-
pat:Succinyl-CoA-Transferase unabhédngigen Prozess hin,
vermutlich durch den Phenylessigsiure-Abbauweg.!"”

Die Funktion von PamA in der Pamamycin-Biosynthese
wurde weiterhin durch In-vitro-Rekonstruktion bewiesen.
PamA wurde in E. coli iiberexprimiert und aufgereinigt
(Abbildung S9). Die Enzymaktivitit wurde in einem Assay
getestet, der Malonyl-CoA und Succinyl-CoA enthielt. Die
Reaktion wurde mittels HPLC iiberpriift (Abbildung 2).
Fraktionen, die den detektierten Peaks entsprechen, wurden
gesammelt und mittels LC-MS und einem HILIC-Ansatz
analysiert.’” Die Bildung einer neuen Substanz mit einer
HPLC-Retentionszeit (tz) von 16.2 min und einem Adsorp-
tionsspektrum, das typisch fiir CoA-Ester ist, wurde im Re-
aktionsgemisch nach 30 min Inkubationszeit beobachtet
(Abbildung 2E), und die Menge dieser Substanz erhohte sich
mit zunehmender Reaktionszeit. Eine HILIC-LC-MS-Ana-
lyse dieses Produkts ergab ein Signal bei m/z 909.6, was mit
der Masse von 3-Oxoadipyl-CoA iibereinstimmt (berechnet:
mlz 909.61) (Abbildung 2 und S10). Die Seitenketten R* und
R’ in einigen Verbindungen 1 sind Methylgruppen (Abbil-
dung 1), die vermutlich iiber die PamA-Reaktion eingebaut
werden, was auf eine Enzym-Substrat-Promiskuitédt hindeu-
tet. Entsprechend produziert PamA, das mit Succinyl-CoA
und Methylmalonyl-CoA statt Malonyl-CoA inkubiert
wurde, eine neue Substanz mit t; = 17.1 min und m/z 924
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Abbildung 2. HPLC-Profil der CoA-Ester-Standards und Reaktionsgemi-
sche, die das PamA-Protein enthalten. A) CoA-SH, B) Malonyl-CoA,

C) Succinyl-CoA, D) Reaktionsgemisch mit durch Hitze inaktiviertem
PamA, E) Reaktionsgemisch mit PamA. F) Methylmalonyl-CoA, G) Re-
aktionsgemisch mit PamA und Malonyl-CoA ersetzt durch Methylmalo-
nyl-CoA. AdC — 3-Oxoadipyl-CoA, MAdC — 2-Methyl-3-oxoadipyl-CoA.

(Abbildung 2 und S11). Dieser m/z-Wert stimmt mit der
Masse von 2-Methyl-3-oxoadipyl-CoA iiberein (berechnet:
m/z 925.64). Wenn die Reaktion in Gegenwart von sowohl
Malonyl- als auch Methylmalonyl-CoA-Substraten durchge-
fiihrt wurde, war das Verhiltnis der Produkte abhéingig vom
urspriinglichen Verhiltnis der Substrate (Abbildung S12).
Anders als NonU, das spezifisch fiir Malonat zu sein scheint,
da keine Version von 2 mit Seitenkettensubstituenten be-
kannt ist, ist PamA somit flexibler in der Wahl seiner Sub-
strate. Weiterhin konnte ein Einbringen von nonU in den
pamA-Mutantenstamm nicht das urspriingliche Spektrum der
Produktion von 1 wiederherstellen, was daran liegt, dass
NonU kein 2-Methyl-3-oxoadipat produzieren kann (Tabel-
le S5). Die Fahigkeit von NonU, 3-Oxoadipyl-CoA zu pro-
duzieren, wird von seiner Versorgung durch den Primér-
stoffwechsel kaschiert.

Durch Nutzung der gewonnenen genetischen und bio-
chemischen Daten wurde der komplette Weg zur Bildung von
1 postuliert (Schema 1). Die erste Reaktion in der Biosyn-
these ist die von PamA katalysierte Kondensation von Su-
ccinyl-CoA mit Malonyl- oder Methylmalonyl-CoA. Die re-
sultierenden Substanzen werden anschlieBend von der PamB-
Acyltransferase gedreht, wie von Rong et al. postuliert.*”
Das resultierende 4-Oxoadipyl-CoA und 5-Methyl-4-oxo-
adipyl-CoA sind Schliisselintermediate im Biosyntheseweg
von 1 und werden als Bausteine der Claisen-Kondensation
verwendet, die den Einbau von Succinat vermittelt. PamD
katalysiert die erste Elongation einer kurzkettigen Acyl-
Starteinheit mit einer dieser Substanzen, gefolgt von der
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Schema 1. Vorgeschlagener Biosyntheseweg von 1.

PamE-katalysierten Addition von Malonyl-CoA. Die Start-
einheiten werden vermutlich als ACP-Ester bereitgestellt.!'"
Nach diesem Schritt teilt sich die Biosynthese in zwei Wege.
In einem resultiert die Aktivitit der KR PamO, M und N
verbunden mit dem Ringschluss zum Tetrahydrofuranring
durch PamS in der Bildung von 3. Im anderen Weg addiert
PamF das zweite Molekiil Adipat gefolgt von der letzten
Verldngerung mit Malonat, die von PamG katalysiert wird.
Die Ketoreduktion und Cyclisierung zum Tetrahydrofuran-
ring durch PamO, M, N und S resultieren in der Bildung von §,
das weiterhin von PamX und PamY reduktiv aminiert bzw.
methyliert wird, um 4 zu produzieren. Sowohl 3 als auch 4
werden von PamL, einer Acyl-CoA-Ligase, reaktiviert. Die
Fiitterung einer Mischung der freien Sduren zur S.-albus-
Kultur, welche die Gene pamlL, pamJ und K exprimiert,
fithrte zur Bildung von 1 (Abbildung S13). Der Ringschluss
zum Makrodiolid 1 wird von den KS PamJ und PamK ver-
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Die Biosynthese dieser Ver-
bindungen ist ein interes-
santes Beispiel fiir die Nut-
zung uniiblicher Substrate,
um die strukturelle Diversi-
tdt von Polyketid-Naturstof-
fen zu vergroBern. Zusitz-
lich werden die charakteri-
sierten pam-Gene die Moglichkeiten der kombinatorischen
Biosynthese neuer Polyketide in hohem Maf3e erweitern.
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