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Abstract: Die Bakterienarten Streptomyces davawensis und
Streptomyces cinnabarinus produzieren Roseoflavin, das ein-
zige bekannte natiirliche Analogon von Riboflavin (Vit-
amin B,) mit antibiotischer Wirkung. Roseoflavin kann als
natiirlicher Antimetabolit bezeichnet werden und soll aus
Riboflavin iiber das Schliisselintermediat 8-Demethyl-8-ami-
noriboflavin (AF) synthetisiert werden. Der ortsspezifische
Austausch einer Methylgruppe des Dimethylbenzolrings von
Riboflavin gegen eine Aminogruppe (der zu AF fiihrt) ist
mechanistisch schwierig. Der Biosyntheseweg von Riboflavin
zu AF war unklar, und das/die zugehorige/n Enzym/e war/en
unbekannt. Systematische Gendeletions- und -expressionsex-
perimente sowie biochemische Analysen zeigten jetzt, dass das
vom Gen BNI159_7989 aus S. davawensis kodierte Enzym
mehrere chemischer Reaktionen katalysieren kann: Ausge-
hend von Riboflavin-5'-phosphat bildet BN159_7989 8-De-
methyl-8-aminoriboflavin-5'-phosphat.

Vitaminanaloga dienen als Leitstrukturen zur Entwicklung
neuartiger Antibiotika und tragen dazu bei, das Arsenal an
Antiinfektiva aufzufiillen, was zur Bekdmpfung multiresis-
tenter bakterieller Krankheitserreger dringend notwendig
ist Drei natiirliche Vitaminanaloga wurden bisher be-
schrieben, das Vitamin-B,-Analogon Bacimethrin,? das Vit-
amin-Bg¢-Analogon Ginkgotoxin®! und das Vitamin-B,(Ribo-
flavin)-Analogon Roseoflavin (RoF).™

Die Gram-positiven Bodenbakterien Streptomyces dava-
wensis und Streptomyces cinnabarinus sind die einzigen be-
kannten Lebewesen, die RoF produzieren.”’ Die bei Mikro-
organismen weit verbreiteten Riboflavintransporter vermit-
teln dabei die effiziente Aufnahme von RoF durch die Ziel-
zellen,! da sie offenbar neben Riboflavin auch RoF als
Aufnahmesubstrat akzeptieren.*”) Nach der Aufnahme
wandeln Flavokinasen und FAD-Synthetasen, in allen Lebe-
wesen vorhandene Enzyme, RoF in die Flavincofaktorana-
loga Roseoflavin-5'-phosphat (RoFP) bzw. Roseoflavin-
adenindinucleotid (RoFAD) um.["® Naheliegende zellulire
Zielmolekiile fiir RoFP und RoFAD sind Flavoproteine.
Diese Proteine sind héufig: 0.1-3.5% der vorhergesagten
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Proteine im Proteom bisher vollstédndig sequenzierter Orga-
nismen sind Flavoproteine.”! Die Aktivitit von Flavoprotei-
nen hingt vom Vorhandensein der Cofaktoren Riboflavin-5'-
phosphat und Flavinadenindinucleotid (FAD) ab. Wenn
Flavoproteine statt dieser Cofaktoren RoFP oder RoFAD
gebunden haben, sind sie weniger oder gar nicht aktiv.*>!%
Riboflavin-5'-phosphat-RNA-Schalter (FMN riboswitches)
sind genetische Elemente, die die Riboflavinbiosynthese und
den Riboflavintransport regulieren. Diese Schalter sind zu-
satzliche Zielstrukturen fiir RoF, denn sie werden in Gegen-
wart von RoFP abgestellt, was zur Riboflavinauxotrophie
fithrt.!'"

In fritheren Arbeiten zur Biosynthese von RoF wurde
vorgeschlagen, dass es aus Riboflavin iiber 8-Demethyl-8-
aminoriboflavin (AF) und 8-Demethyl-8-methylaminoribo-
flavin (MAF) gebildet wird."” Die Zwischenprodukte AF
und MAF wurden durch die Entdeckung des ersten Enzyms
der RoF-Biosynthese, der S-Adenosylmethionin(SAM)-ab-
hiangigen Dimethyltransferase RosA, bestitigt.”¥ Dieses
Enzym bildet RoF aus AF (iiber MAF; Abbildung 1, Um-
wandlung von 6 in 8). Das zugehorige Gen rosA liegt in einer
Gengruppe aus neun Genen (Cluster 7, Abbildung 2). Die
ibrigen Gene dieser Gruppe sind nicht an der RoF-Biosyn-
these beteiligt.'” Der Weg, der von Riboflavin zu AF fiihrt,
blieb weiterhin unbekannt. Es wurde postuliert, dass mehrere
Enzyme fiir die Bildung des Schliisselintermediats AF der
RoF-Biosynthese notwendig sind.’! Ein wichtiger Schritt hin
zur Identifizierung der unbekannten AF-Biosynthesegene
war das Ergebnis des folgenden Genexpressionsexperiments.
Ein Cosmid (pESAC13-SD106kbp),”! das ein bestimmtes
106 kbp grof3es, subgenomisches DNA-Fragment mit 95 pu-
tativen Genen aus S. davawensis enthielt (Abbildung 2),
wurde in das Chromosom des Expressionswirts S. coelicolor
integriert. Dies fiihrte zur Bildung von RoF durch den ent-
sprechenden rekombinanten S.-coelicolor-Stamm.P! S. coeli-
color produziert als Wildtyp weder RoF noch AF (noch ir-
gendein anderes Flavinanalogon). Das Ergebnis dieses Ex-
pressionsexperiments legte daher nahe, dass alle Gene der
RoF-Synthese (und damit auch alle Gene der AF-Synthese),
auf diesem 106 kbp grofien, subgenomischen DNA-Fragment
aus S. davawensis vorhanden sind. Das 106 kbp grof3e subge-
nomische DNA-Fragment enthielt auch das Gen rosA, dessen
Genprodukt fiir die Bildung von RoF aus AF verantwortlich
ist (siche oben). Die meisten in dieser Arbeit beschriebenen
Experimente zielten nun darauf ab, die Gene/Enzyme der
Biosynthese von AF selbst zu identifizieren und zu charak-
terisieren. Zunéchst wollten wir jedoch die publizierten Er-
gebnisse verifizieren, die beschreiben, dass Riboflavin eine
Vorstufe der RoF-Biosynthese ist.1*]

Die Zugabe von Riboflavin (100 pm) zu einer S.-dava-
wensis-Kultur forderte die Bildung von RoF und fiihrte zu
einer erhohten Ausbeute (43 pm RoF im Uberstand einer
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Abbildung 1. Die RoF-Biosynthese in S. davawensis ausgehend von Riboflavin. Die Flavokinase RibC bildet aus Riboflavin und ATP zunachst RP
(2).B" Firr die erste RosB-Reaktion, die Umwandlung von RP in OHC-RP (CP1; 3), ist nur Sauerstoff notwendig. Fur die Uberfiihrung von OHC-RP
in HO,C-RP (4) wird Thiamin, nicht aber Sauerstoff benétigt (X=unbekannter Wasserstoffakzeptor). HO,C-RP wird dann in Gegenwart von Thi-
amin und Glutamat zu AFP (5) decarboxyliert und transaminiert, wobei zugleich 2-Oxoglutarat (2-OG) entsteht. Diese Reaktion benétigt wieder
keinen Sauerstoff. Die SAM-abhingige Dimethyltransferase RosA ist fiir die Umwandlung von AF in RoF (iiber MAF) verantwortlich." Als Begleit-
produkt entsteht S-Adenosylhomocystein (AHC). AFP ist kein Substrat fiir RosA,""! seine Dephosphorylierung wird somit von einem noch unbe-

kannten Enzym durchgefiihrt. Fiir weitere Details siehe Text.

stationdren Kultur im Gegensatz zu 21 um in der unbehan-
delten Kontrolle). Fiitterungsexperimente mit [U-*N]Ribo-
flavin (50 um) und S. davawensis und die nachfolgende Ana-
lyse mittels Fliissigchromatographie gekoppelt mit Massen-
spektrometrie (LC/MS) zeigte, dass alle vier Stickstoffatome
von [U-"N]Riboflavin in RoF erhalten waren (siche Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen). Dies belegt, dass
Riboflavin direkt (ohne zwischenzeitlichen Abbau) als Aus-
gangsstoff fiir die RoF-Biosynthese verwendet wurde.*"
Folgende Expressionsexperimente wurden durchgefiihrt,
um die Zahl der Kandidatengene der AF-Biosynthese auf
dem Cosmid pESAC13-SD106kbp zu reduzieren. 5'- und 3'-
verkiirzte Versionen mit 84 bzw. 76 der urspriinglichen Gene
wurden hergestellt (die weil dargestellten Gene in Abbil-
dung 2 wurden entfernt) und mittels Konjugation in den Ex-
pressionswirt S. coelicolor iibertragen. Uberstinde stationi-
rer Kulturen der rekombinanten Stimme enthielten RoF, was
stark dafiir sprach, dass die AF-Biosynthesegene auch auf
diesen verkiirzten Cosmiden noch vorhanden waren. Da der
Cluster 7 keine Kandidatengene fiir die AF-Biosynthese
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aufwies,”! mussten die gesuchten Gene in den Clustern 1,2, 3,
4, 5, 6 oder 8 (siche Abbildung?2) liegen. Diese Cluster
wurden jeweils einzeln deletiert, und die Uberstinde statio-
ndrer Kulturen der entsprechenden rekombinanten Stimme
wurden auf das Vorhandensein von RoF untersucht. Nur die
Deletion des Clusters 2 fiihrte zu einem Stamm, der kein RoF
mehr produzierte (Abbildung 2, Chromatogramm b). Dies
deutete darauf hin, dass die Gene der AF-Biosynthese in
diesem Cluster zu finden sind. Die fiinf Gene des Clusters 2
wurden jeweils einzeln deletiert, und die Uberstinde statio-
ndrer Kulturen der entsprechenden rekombinanten Stimme
wurden auf das Vorhandensein von RoF untersucht. Nur die
Deletion des Gens BNI159_7989 des Clusters2 fiihrte zu
einem Stamm, der kein RoF mehr produzierte (Abbildung 2,
Chromatogramm c), was darauf hindeutete, dass nur ein
Enzym (das Produkt des Gens BN159_7989) fiir die Bildung
von AF verantwortlich ist. Diese Hypothese wurde durch die
Ergebnisse der folgenden Experimente untermauert. Die
Uberexpression von BN159_7989 in S. coelicolor fiihrte zur
Bildung von AF (Abbildung 2, Chromatogramm d), und die
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Abbildung 2. \dentifizierung des fiir die Bildung von AF verantwortlichen Gens mithilfe systematischer Gendeletions- und -expressionsexperimen-
te; fir weitere Details siehe Text. Mitte: schematische Darstellung 95 putativer Gene auf einem 106 kbp grofien, subgenomischen DNA-Fragment
von S. davawensis (von bp 8914686 bis bp 9020723)."! Unten: Ergebnisse der Analyse von Kulturen rekombinanter S.-davawensis-Stimme im
Hinblick auf die Synthese von RoF und AF mittels HPLC (photometrische Detektion bei A =480 nm). Chromatogramm a: Der S.-davawensis-Wild-
typ (Kontrolle) produziert RoF. Chromatogramm b: Ein S.-davawensis-Stamm ohne Cluster 2 (die systematischen Namen der kodierenden Sequen-
zen von Cluster 2 sind ganz oben gezeigt)® bildete weder RoF noch AF. Chromatogramm c: Ein S.-davawensis-Stamm ohne Gen BN159_7989
(rosB) (rotes Kreuz) bildete weder AF noch RoF. Chromatogramm d: Expression von BN159_7989 in S. coelicolor fithrte zu AF im Kulturiiberstand
des zugehérigen rekombinanten Stammes. Chromatogramm e: Der S.-coelicolor-Wildtyp (Kontrolle) produziert weder AF noch RoF.

Koexpression der Gene BN159_7989 und rosA in S. coelicolor
und dem Gram-negativen Bakterium Escherichia coli fithrte
zur Bildung von RoF. Dariiber hinaus gaben die Expressi-
onsexperimente mit E. coli einen Hinweis darauf, dass das
Reaktionsprodukt von BN159_7989 AFP (die phosphory-
lierte Form von AF) und nicht AF ist (Abbildung S2). Die im
Folgenden beschriebenen Daten zeigen, dass das Protein
BN159_7989 tatsachlich AFP bildet und nicht AF und dass
fiir die RoF-Biosynthese ein zusétzliches Enzym notwendig
ist, das die Umwandlung von AFP in AF (das Substrat von
RosA) katalysiert (eine Phosphatase).

Die Primérstruktur von BN159 7989 wurde mit Primér-
strukturen anderer Proteine in Offentlichen Datenbanken
verglichen, und es zeigte sich, dass BN159_7989 eine putative
Bindestelle fiir RP besitzt (Abbildung S3). Dies legte nahe,
dass RP (und nicht Riboflavin) der Startpunkt der RoF-
Biosynthese ist. FEine rekombinante Version von
BN159_7989, BN159_7989-His,, wurde in E. coli iiberprodu-
ziert und mittels Affinitdtschromatographie gereinigt (Ab-
bildung S4). Dieses Reinigungsverfahren lieferte ein gelbes,
tetrameres Protein. Die Denaturierung einer solchen
BN159_7989-Hiss-Praparation fithrte zur Freisetzung einer
gelben Verbindung, die als AFP identifiziert wurde (Abbil-
dung S5). Nach Modifikation der ersten Reinigungsstrategie
erhielten wir BN159_7989-His,-Préiparationen, die weitge-
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hend AFP-frei waren (AFP-Gehalt <5%) und die fiir die
biochemische Analyse dieses Proteins eingesetzt werden
konnten.

AFP-armes BN159_7989-His, wurde zu einem Enzym-
Assay gegeben, der RP als einziges Substrat enthielt. Nach
Inkubation wurde das Gemisch mittels ultraschneller HPLC
gekoppelt mit Elektrospray-lonisations-Massenspektrome-
trie (UPLC/ESI/MS2) analysiert. Eine unbekannte Verbin-
dung (CP1; 3) mit einem m/z-Wert von 471 wurde von
BN159 _7989-His6 mit einer spezifischen Aktivitdt von
0.44 nmolmin ' (mg Protein)' (£0.01; n=6; K,, fir RP
<20 um) aus RP (aber nicht aus Riboflavin) gebildet. Fiir
diese Reaktion geniigte die Gegenwart von molekularem
Sauerstoff (Abbildung S6b); andere Substrate oder Cofak-
toren waren nicht notwendig. Das UV/Vis-Spektrum (200-
800 nm) von CP1 #hnelte dem von RP (Abbildung S7), was
darauf hindeutete, dass CP1 ebenfalls ein Flavin ist. CP1
wurde mittels UPLC/ESI/MS2 weiter analysiert, und der
Vergleich seiner Produkt-Ionen-Spektren mit denen von RP,
AFP  (Abbildung S6a/h), [U-"N]Riboflavin, [U-"*C]-
Riboflavin und [U-®C,U-"N]Riboflavin (Abbildung S8)
deutete darauf hin, dass CP1 ein Flavin mit einem modifi-
zierten Dimethylbenzolteil ist. Der m/z-Wert und die Mas-
senunterschiede der Produkt-Ionen-Spektren von CP1 pass-
ten zur Oxidation einer der Methylgruppen von RP zu einer

Angew. Chem. 2016, 128, 6208 6212


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

Formylgruppe (sieche Abbildung 1, Umwandlung von 2 in 3).
Dass es sich bei CP1 um 8-Demethyl-8-formylriboflavin-5'-
phosphat (OHC-RP) handeln konnte, passte wiederum dazu,
dass Sauerstoff fiir die Reaktion notwendig war. Dariiber
hinaus deutete das breite Absorptionssignal wiahrend der
Chromatographie des Aldehyds CP1 auf eine reversible
Halbacetalbildung mit Methanol auf der Sdule hin (Abbil-
dung S6b). Die schnelle Reaktion von CP1 mit Phenylhy-
drazin (ein Nachweisreagens fiir primére Aldehyde) zu einem
klar erkennbaren Hydrazon (Abbildung S6¢) und die Oxi-
dation von CP1 zu 8-Demethyl-8-carboxyriboflavin-5-phos-
phat (HO,C-RP) mit Wasserstoffperoxid (Abbildung S6d/e)
bestdtigten, dass CP1 eine Aldehydgruppe enthilt (siehe auch
Abbildung S9).

Die Identifizierung von OHC-RP (CP1) als Intermediat
der AFP-Synthese durch BN159_7989-His, legte nahe, dass
eine Decarboxylierungsreaktion den Weg fiir die Einfiihrung
einer Aminogruppe ebnet (sieche Abbildung 1, Umwandlung
von 4 in 5). Eine solche Reaktion setzt eine Oxidation von
OHC-RP zu HO,C-RP voraus, die im urspriinglichen Enzym-
Assay, der lediglich RP und BN159_7989-His, enthielt, nicht
beobachtet wurde. Mehrere Zusdtze wurden einzeln zum
urspriinglichen Enzym-Assay gegeben, um die angenommene
Bildung von HO,C-RP durch BN159_7989-Hiss zu fordern
(sieche Tabelle S1). In Gegenwart von Thiamin wurde die
Oxidation von OHC-RP zu HO,C-RP tatsichlich beobachtet.
HO,C-RP wurde von BN159_7989-His, mit einer spezifischen
Aktivitit von 0.61 nmolmin ' (mg Protein) ' (£0.04; n=6)
gebildet (Abbildung S6¢/f). Auch die Zugabe von Thiamin-
pyrophosphat forderte die Oxidation von OHC-RP zu HO,C-
RP, im Vergleich zu Thiamin allerdings in geringerem MaBe
(Tabelle S1). Weder Sauerstoff noch irgendein anderes Sub-
strat oder ein anderer Cofaktor waren fiir diesen Reaktions-
schritt notwendig. Die Aufgabe von Thiamin bei der Um-
wandlung von OHC-RP in HO,C-RP bleibt unklar. Eindeutig
war jedoch, dass das Endprodukt AFP auch in Gegenwart von
Thiamin nicht gebildet wurde, d. h., der Aminogruppendonor
der Reaktion war immer noch unbekannt. Ein modifizierter
Enzym-Assay, der jetzt RP, Thiamin und BN159_7989-His,
enthielt, wurde verwendet, um mogliche Aminogruppendo-
noren zu testen (Tabelle S1). Dabei wurde Glutamat als
Aminogruppendonor der AFP-Synthese identifiziert (Abbil-
dung S6¢g/h und Abbildung S9). In Gegenwart von RP, Thi-
amin und Glutamat wurde AFP von BN159_7989-His, mit
einer spezifischen Aktivitit von 0.33 nmolmin ' (mg Prote-
in)™ (£ 0.06; n = 6) gebildet (Abbildung S6¢/f). Der Transfer
der Aminogruppe von Glutamat auf HO,C-RP wurde mittels
[°N]Glutamat als Cosubstrat (anstelle von “N-Glutamat)
verifiziert: Die Atommasse nahm wie erwartet um 1 u von 8-
Demethyl-8-aminoriboflavin-5'-phosphat (**N-AFP) zu [8-
5N]8-Demethyl-8-aminoriboflavin-5'-phosphat (8['°N]AFP)
zu (Abbildung S6i und Abbildung S9). Auch die erwartete
gleichzeitige Bildung von 2-Oxoglutarat wurde mithilfe eines
gekoppelten Enzym-Assays unter Verwendung einer (R)-2-
Hydroxyglutarat-Dehydrogenase!™ validiert. Die Zugabe
von NAD" (aber nicht von NADP") zu diesem endgiiltigen
BN159_7989-Enzym-Assay fiihrte zu einer Aktivitétssteige-
rung um den Faktor 1.7 (siche Tabelle S1).
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Wir schlieBen aus unseren Daten, dass die Schliisselre-
aktionen der RoF-Biosynthese von BN159_7989 katalysiert
werden, das den von Riboflavin abgeleiteten Cofaktor RP in
AFP iberfiihrt. Eine noch unbekannte Phosphatase hydro-
lysiert AFP zu AF, das dann von RosA zu RoF methyliert
wird. Insgesamt werden demnach vier Enzyme fiir die Um-
wandlung eines Vitamins in ein hochwirksames Antibiotikum
bendtigt (Abbildung 1). Als zweites Enzym der RoF-Bio-
synthese (nach RosA) wurde BN159_7989 RosB genannt.
RosB ist eine 8-Demethyl-8-aminoriboflavin-5'-phosphat-
Synthase und das erste bekannte Enzym einer neuen En-
zymklasse (mit einem neuen Reaktionsmechanismus), deren
Vertreter Oxidoreduktasen, Decarboxylasen und Amino-
transferasen in einem sind.

Die Sequenzierung des Genoms von S. cinnabarinus, dem
zweiten bekannten RoF-Produzenten, ergab, dass die Gene
rosA und rosB ebenfalls vorhanden sind. Die Primérstruktur
von RosB aus S. cinnabarinus ist mit der von RosB aus
S. davawensis identisch (Abbildung S3).

RosB konnte im Hinblick auf die Entwicklung neuartiger
Synthesen sehr niitzlich sein. Mittels Mutagenese sollten sich
leicht Varianten fiir die ortsspezifische Substitution einer
Methylgruppe durch eine Aminogruppe bei aromatischen
Verbindungen mit kommerzieller Bedeutung erzeugen
lassen. Wir sind gerade dabei, die rdumliche Struktur von
RosB aufzukldren, was hoffentlich hilft, den Reaktionsme-
chanismus zu verstehen. Ein hypothetischer Reaktionsverlauf
ist in Abbildung S10 zu sehen.

Stichworter: Riboflavin - Riboflavin-5'-phosphat - Roseoflavin -
Streptomyces davawensis

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 6103-6106
Angew. Chem. 2016, 128, 62086212
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