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Abstract: Das Biosynthesegencluster fgr den antiplasmodisch
wirksamen Naturstoff Siphonazol wurde durch eine Kombi-
nation aus Genom-Mining, bildgebenden Verfahren und Ex-
pressionsstudien identifiziert. Das Siphonazol-Grundgergst
besteht aus einer vom Shikimat-Stoffwechsel abgeleiteten un-
gewçhnlichen Startereinheit, Polyketidbausteinen und Ami-
nos-uren. Die Dom-nen der daran beteiligten Polyketidsynt-
hasen und nichtribosomalen Peptidsynthetasen haben ungbli-
che Strukturen, darunter einige geteilte Module und eine
Vielzahl duplizierter, als inaktiv vorhergesagter Dom-nen. Die
Freisetzung des Produkts von der Biosynthesemaschinerie er-
folgt gber Wasserabspaltung und Decarboxylierung, unab-
h-ngig von der trans-stehenden Thioesterase SphJ, was das
Dienmotiv von Siphonazol ergibt. Eine hohe Variation im GC-
Gehalt des Clusters und die ungewçhnliche Dom-nenstruktur
weisen auf eine phylogenetisch junge Entstehung hin.

Naturstoffe haben jahrzehntelang eine herausragende
Rolle als biologisch aktive Molekgle, Inspiration fgr Chemi-
ker und als wichtige Quelle fgr Therapeutika gespielt.[1,2]

Aktuell steht die Naturstoffforschung jedoch vor zwei Di-
lemmata. Einerseits werden viele Wirkstoffe aufgrund von
Resistenzbildungen unbrauchbar; andererseits stockte zu-
gleich die Entwicklung innovativer Wirkstoffe in den letzten
zwei Jahrzehnten, da am Nutzen von Naturstoffen als Basis

neuer Leitstrukturen Zweifel bestanden. Dies hat unter an-
derem den Grund, dass in Bioaktivit-ts-basierten Screening-
Ans-tzen h-ufig bekannte Strukturen erneut isoliert wurden.
Einen auch heute noch vielversprechenden Ansatz stellen
bisher kaum untersuchte Organismengruppen dar, z.B. Mi-
kroorganismen, die mit Insekten assoziiert sind oder aus
marinen Habitaten stammen, oder auch die diverse Gruppe
gleitender Bakterien, die normalerweise komplexe Lebens-
zyklen durchlaufen und ein großes Potenzial zur Produktion
biologische aktiver Komponenten aufweisen.[3–7] Hier be-
schreiben wir die Entdeckung des Biosynthesegenclusters fgr
Siphonazol in Herpetosiphon sp. B060, einem Stamm, den wir
aus einer Umweltprobe des Gezeitenbereichs isoliert haben.
Das Gencluster wurde durch eine Kombination von Genom-
Mining, Expressionsanalyse und massenspektrometrischer
Bildgebung (IMS) identifiziert und weist eine Mosaik--hnli-
che Struktur auf. Es vereint Teile des Shikimat-Stoffwechsels,
der Synthese von Polyketiden und nichtribosomal syntheti-
sierter Peptide.[8] Außerdem scheint die Biosynthese durch
einen ungewçhnlichen Terminationsmechanismus gekenn-
zeichnet zu sein, den wir im Detail erforscht haben.

Vor einem Jahrzehnt wurde Siphonazol aus Herpetosi-
phon sp. B060 isoliert, seine Struktur aufgekl-rt[8] und Stra-
tegien zur vollst-ndigen Synthese entwickelt.[9,10] Aber Ein-
zelheiten zur Biosynthese einschließlich des zeitlichen Ab-
laufs und des zugehçrigen Genclusters waren bisher unbe-
kannt. Neben der Expressionsanalyse stellt IMS eine inter-
essante und schnelle Methode dar, um die Produktion eines
Naturstoffs nachzuverfolgen. Dieses Verfahren kann direkt
an Kulturen auf Agarplatten angewendet werden. Die IMS-
Analyse wurde eingesetzt, um den zeitlichen Verlauf der Si-
phonazol-Produktion zu untersuchen, was Rgckschlgsse zur
Identifizierung des zugehçrigen Genclusters ermçglichte
(Abbildung 1a). Die Produktion des Naturstoffs wurde spe-
zifisch am -ußeren Rand schw-rmender Kolonien festgestellt,
d.h., nur in jungen Zellen. In Kombination mit der Genex-
pression betrachtet, kann IMS erfolgreich zur Untersuchung
von St-mmen verwendet werden, fgr die keine genetischen
Verfahren existieren.

Die Genomdaten von Herpetosiphon sp. B060 wurden auf
das Vorhandensein von PKS- und NRPS-Sequenzen hin un-
tersucht. So wurden zwei Contigs identifiziert, auf denen je-
weils Gencluster lokalisiert sind, die gemischte PKS/NRPS
kodieren. Einer dieser Gencluster zeigte hohe ihnlichkeit zu
einem Stoffwechselweg, der ebenfalls in dem verwandten
Stamm Herpetosiphon aurantiacus zu finden ist, allerdings
produziert letzterer kein Siphonazol. Des Weiteren wies die
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bioinformatische Analyse der Substratspezifit-t der Adeny-
lierungs(A)-Dom-nen dieses Clusters darauf hin, dass Orni-
thin, Asparagin und Leucin inkorporiert werden. Aber keine
dieser Aminos-uren ist in der Siphonazol-Struktur zu er-
kennen (Schema 1), die aus der Startereinheit methyliertes

3,4-Dihydroxybenzoat, einem Glycin, zwei Threoninen, drei
intakten Acetateinheiten und dem C2 eines vierten Acetats
aufgebaut ist (Abbildung S1).[8] Das zweite potenzielle PKS/
NRPS-Gencluster enth-lt A-Dom-nen, fgr welche die bio-
informatische Vorhersage die Aktivierung von Glycin und
Threonin vorhersagte, wie es fgr den Siphonazol-Aufbau zu
erwarten ist. Des Weiteren wurden in den NRPS-Einheiten
Oxidationsdom-nen identifiziert, die fgr die Oxazolringbil-
dung vonnçten sind. Eine Analyse des Expressionsniveaus
der Gene sphA und sphB zeigte eine starke Expression in
jungen Zellen, wobei das Maximum an Tag zwei zu beob-
achten ist (Abbildung 1b). Dies spiegelt die Ergebnisse der
IMS-Untersuchung wider.

Aus der genomischen DNS von Herpetosiphon sp. B060
wurde eine Fosmid-Bibliothek hergestellt und mit Primern,
die fgr spezifische Teile des Clusters abgeleitet wurden, un-
tersucht. Dadurch gelang es drei Fosmide, die Teilsequenzen
des Clusters tragen, zu identifizieren. Durch die Sequenzie-
rung aller drei Fosmide konnten weite Sequenzbereiche des

Clusters gewonnen werden, und durch PCR mit genomischer
DNS als Vorlage wurden die Lgcken geschlossen. Dies er-
mçglichte es, das vermutete Gencluster fgr die Siphonazol-
Biosynthese aufzukl-ren (Abbildung 2). Es handelt sich um
ein aus zehn Genen (sphA bis sphJ) bestehendes, gemischtes
NRPS/trans-AT-PKS-Cluster mit einer L-nge von 50 kb
(Tabelle S1). Mittels RT-PCR konnte gezeigt werden, dass
sphA und sphB sowie der Bereich von sphC bis sphJ tran-
skriptionell gekoppelte Einheiten bilden (Abbildung S2).

Das Kernstgck des Siphonazol-Biosynthesegenclusters
besteht aus zwçlf Modulen, vier NRPS und acht trans-AT-
PKS-Modulen. Weitere integrale Bestandteile sind die O-
Methyltransferase SphB, eine C-terminale Hydrolasedom-ne
aus SphH und die Aldolase SphI(Abbildung 2). Die kataly-
tischen Aktivit-ten dieser Enzyme/Enzymdom-nen ebenso
wie die Aktivierung der Startereinheit wurden im Detail un-
tersucht (siehe die Hintergrundinformationen).

Fgtterungsstudien mit (1-13C)Acetat zeigten die Decarb-
oxylierung der letzten Acetateinheit nach deren Einbau.[8]

Eine Besonderheit des Siphonazol-Clusters ist, dass das letzte
Modul die ungewçhnliche Zusammensetzung KS-ACP0-DH0-
KR-ACP-HYD mit einer C-terminalen Hydrolase aufweist.
Eine bioinformatische Analyse der diskreten Thioesterase
(TE) SphJ wies darauf hin, dass dieses Enzym eine Korrek-
turfunktion erfgllt, um Substrate von falsch beladenen ACPs

Abbildung 1. a) IMS-Analyse einer aktiv wachsenden Agarplattenkultur
von Herpetosiphon sp. B060. Die detektierten Ionen m/z 464 und m/z
486 entsprechen Siphonazol [M++H]+ und dem Natriumaddukt
[M + Na]+. Die Kultur wurde in dem mit der schwarzen Umrandung
gekennzeichneten Bereich inokuliert. Die rote Umrandung kennzeich-
net den Bereich der schw-rmenden Kolonien, in denen die Zellen 2–3
Tage alt sind. b) Zeitlicher Verlauf des Expressionsprofils der Siphon-
azol-Biosynthesegene sphA und sphB.

Schema 1. Siphonazol-Struktur.

Abbildung 2. Siphonazol-Gencluster und Modell der Biosynthese. A:
Adenylierungsdom-ne, ACP: Acyltr-gerprotein, AT-OR: Acyltransferase-
Oxidoreduktase, C: Kondensationsdom-ne, CYC: Cyclisierungsdom--
ne, DAHP: 3-Desoxy-D-arabinoheptulosonat-7-Phosphatsynthase, DH:
Dehydratase, HYD: Hydrolase, KR: Ketoreduktase, KS: Ketosynthase,
MT: Methyltransferase, OX: Oxidationsdom-ne, PCP: Peptidtr-gerpro-
tein, TE: Thioesterase. Dom-nen die laut bioinformatischer Analyse in-
aktiv sind, tragen den Index 0.
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wieder freizusetzen, und somit nicht fgr die katalytische
Abspaltung des fertigen Siphonazols zust-ndig ist. Um ex-
perimentell zu untersuchen, wie die Dom-nen des letzten
Moduls am Ein- und Umbau der vierten inkorporierten Ma-
lonyl-CoA-Einheit beteiligt sind und welche Dom-nen im
Besonderen die Abspaltung des Produkts bewirken – letzte-
res unter Umst-nden in konzertierter Weise mit der diskreten
TE SphJ –, wurden der C-terminale Teil von SphH (ACP-
HYD, im weiteren SphHCterm genannt) und SphJ heterolog in
E. coli exprimiert und gereinigt (Abbildungen S21, S22). Da
das natgrliche Substrat, welches an das ACP von SphHCterm

gebunden vorliegt, schwer zu erzeugen ist, wurden kurze
Substratanaloga zur Untersuchung der Enzymaktivit-t ver-
wendet. Diese wurden ausgehend von 3-Hydroxyhex-4-en-
s-ure (3) synthetisiert.[11] Die S-ure wurde zum entspre-
chenden N-Acetylcysteamin-Thioester (SNAC-Ester) 1 mit-
tels EDC als Kupplungsreagenz umgesetzt (Schema 2). Als
Nebenprodukt dieser Reaktion wurde der SNAC-Ester der
Sorbins-ure (2) isoliert. Des Weiteren wurde, um den En-
zymmechanismus genauer zu untersuchen, der isotopenmar-
kierte Stoff (2-13C,2,2-2H2)-1 durch Aldoladdition von (2-
13C,2,2-2H3)Essigs-ure zu (E)-Crotonaldehyd und Umsetzung
in den entsprechenden SNAC-Ester synthetisiert.

Die synthetischen Substratanaloga wurden mit unter-
schiedlichen Enzympr-parationen inkubiert und die daraus
resultierende Entstehung von Pentadien, das analog zum
Naturstoff Siphonazol gebildet wird, wurde gemessen.
Dies war durch eine Anreicherung der bei der Reaktion
entstehenden flgchtigen Substanzen an einer Fest-
phasenmikroextraktions(SPME)-Faser mit anschließender
GC/MS-Analyse mçglich.[12] Inkubation von 1 mit SphHCterm

und SphJ hatte eine starke Produktion von Pentadien (4) zur
Folge (Tabelle 1 und Abbildung S14), was in 3bereinstim-
mung mit einem Mechanismus ist, bei dem durch SphJ zu-
n-chst der Thioester 1 zur S-ure 3 hydrolysiert wird und dann
eine Decarboxylierung und Dehydratisierung durch SphH
erfolgt (Schema 3a). Aber durch dieses Experiment konnte
die Beteiligung eines der beiden Enzyme nicht ausgeschlos-
sen werden. Um dies zu ermçglichen, wurde der Thioester
1 jeweils auch mit SphJ und SphHCterm alleine inkubiert. Tat-
s-chlich resultierte die Inkubation von 1 mit SphJ alleine nicht

in der Produktion von 4 (nur Spuren, wie auch im Kontroll-
experiment ohne Enzym, konnten detektiert werden), w-h-
rend bei der Inkubation mit SphHCterm alleine 4 in gleichen
Mengen, wie zuvor bei der Inkubation mit beiden Enzymen
beobachtet, gebildet wurde. Diese Ergebnisse stellen die
Beteiligung der TE SphJ im Terminationsmechanismus der
Siphonazol-Biosynthese in Frage und stgtzen die vorherge-
sagte Korrekturfunktion. Stattdessen werden Produktfrei-
setzung, Decarboxylierung und Dehydratisierung durch
SphHCterm katalysiert.

Die Frage, welche dieser drei Reaktionen als erste statt-
findet, wurde durch Experimente mit den Substraten (2-
13C,2,2-2H2)-1, 2 und 3 aufgekl-rt. Wenn die Hydrolyse des
Thioesters als erstes stattfinden wgrde, dann wgrden die fol-
gende Dehydratisierung und die Decarboxylierung einen
konzertierten Prozess darstellen (Schema 3b). Die Verwen-
dung des isotopenmarkierten Substrats (2-13C,2,2-2H2)-1 er-
mçglichte diese Untersuchung, da dieses zun-chst zur freien
S-ure (2-13C,2,2-2H2)-3 hydrolysiert. Protonierung der Hy-
droxyfunktion in (2-13C,2,2-2H2)-3 und Eliminierung von
Wasser kçnnten dann eine spontane Decarboxylierung in-
duzieren. 3ber diesen Mechanismus sollten beide Deuteri-
umatome und die 13C-Markierung im Produkt (1-13C,1,1-2H2)-
4 erhalten bleiben. Dies war der Fall, wie im Inkubations-
experiment mit SphHCterm und (2-13C,2,2-2H2)-1 gezeigt
wurde (Abbildung S15; Massenspektrum des entstandenen

Tabelle 1: Ergebnis der Inkubationsexperimente mit den Substraten 1–3,
(2-13C,2,2-2H2)-1 und unterschiedlichen Enzymkombinationen.

Substrat SphHCterm + SphJ SphJ SphHCterm Kontrolle

1 + @ + @
(2-13C,2,2-2H2)-1 n.b. n.b. + @
2 @ @ @ @
3 n.b. n.b. + +

+ : Pentadienproduktion, @: keine Pentadienproduktion, n.b.: nicht
bestimmt.

Schema 3. Mçgliche Mechanismen der Produktfreisetzung in der Si-
phonazol-Biosynthese. a) Hydrolyse des Thioesters durch SphJ und
Dehydratisierung-Decarboxylierung durch SphHCterm. b) Zun-chst Dehy-
dratisierung durch SphHCterm, gefolgt von der Hydrolyse des Thioester
und Decarboxylierung durch das gleiche Enzym. c) Hydrolyse des Thio-
esters durch SphHCterm, gefolgt von spontaner/konzertierter Dehydrati-
sierung und Decarboxylierung.

Schema 2. Synthese der Substratanaloga 1–3, welche ffr die In-vitro-
Experimente verwendet wurden. a) EDC, DMAP, HSNAC, 70 % 1 und
4% 2 ; b) nBuLi (1 hquiv.), LDA (1 hquiv.), dann (E)-Crotonaldehyd,
85%; c) DCC, DMAP, HSNAC, 47%. EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)carbodiimid, DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, HSNAC
= N-Acetylcystamin, LDA =Lithiumdiisopropylamid, DCC = N,N’-Di-
cyclohexylcarbodiimid.
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(1-13C,1,1–2H2)-4 in Abbildung S16). Dieses Ergebnis des
Markierungsexperiments spricht auch gegen einen Mecha-
nismus bei dem die Dehydratisierung von 1 zu 2 den ersten
Schritt darstellt, da dies den Verlust eines Deuteriums am Ca

nach sich ziehen wgrde. Ebenso resultierte weder die Inku-
bation von 2 mit SphHCterm, noch mit SphJ, oder beiden zu-
sammen in der Produktion von 4 (Tabelle 1 und Abbil-
dung S17) – all das ist in 3bereinstimmung mit der Korrek-
turfunktion der TE SphJ. Falls die Hydrolyse des Esters der
erste Schritt w-re, dann sollte Substrat 3 durch SphHCterm zu 4
umgesetzt werden, wie dies auch experimentell beobachtet
wurde (Tabelle 1 und Abbildung S18). Jedoch wurden -hnli-
che Mengen von 4 auch im Kontrollexperiment ohne Enzym
gefunden, was nahelegt, dass SphHCterm lediglich die Hydro-
lyse des Thioesters katalysiert, w-hrend die Decarboxylie-
rung-Dehydratisierung von 3 zu 4 vermutlich eine spontane
Reaktion in Wasser ist. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die katalytische Aktivit-t von SphHCterm fgr die
Umsetzung des natgrlichen Substrats vonnçten ist.

Bei der Testung der biologischen Aktivit-t des Siphon-
azols wurde Zytotoxizit-t festgestellt, aber dieser Effekt
(durchschnittlicher IC50-Wert gegen eine Testreihe von 36
Krebszelllinien war 5.90 mg mL@1, 12.74 mm) war zu gering fgr
eine weitere Untersuchung als Antikrebsmittel. Ebenso
wurde in nicht-zytotoxischen Konzentrationen keine anti-
virale Aktivit-t festgestellt (getestet wurden: Coxsackie-
Virus B3, Influenza-Virus A, Herpes-simplex-Virus Typ 1).
Antibakterielle oder antifungale Effekte wurden nicht be-
obachtet. Stattdessen zeigte Siphonazol Aktivit-t gegen
Plasmodium falciparum (IC50 : 0.59 mgmL@1, 1.27 mm ; Tabel-
le S2).

Der Aufbau des Siphonazol-Biosynthesegenclusters zeigt
mehrere Eigenheiten, was bei trans-AT-PKSn h-ufig vor-
kommt und als ein Hinweis auf horizontalen Gentransfer zu
werten ist. Bisher blieben die meisten Versuche, ein Gen-
cluster zielgerichtet zu ver-ndern, ineffektiv. Das hier unter-
suchte Cluster aus Herpetosiphon sp. B060 ist ein Beispiel, bei
dem die Natur erst jgngst rekombinatorische Biosynthese
betrieben hat und ein biologisch aktiver Naturstoff entstan-
den ist – ein gewgnschtes Resultat fgr viele Ans-tze der
synthetischen Biologie. Durch zukgnftige Untersuchungen
des Siphonazol-Clusters kçnnten neue Erkenntnisse gewon-
nen werden um „nicht-natgrliche Naturstoffe“ zu erzeugen.
Des Weiteren sind aus Sicht der synthetischen Biologie neue
funktionale Bausteine wgnschenswert. Die hier untersuchte
Hydrolyse eines Thioesters durch SphHCterm stellt solch eine
Funktionalit-t fgr PKS-Systeme dar und ist eine Vorbedin-
gung fgr die anschließende, vermutlich spontane Decarb-
oxylierung-Dehydratisierung des freigesetzten Molekgls. Ein
-hnlicher terminaler Alkenrest wurde auch in der Biosyn-
these des Antikrebsmittels Curacin A beobachtet.[13] Aller-
dings wird in der Curacin-A-Biosynthese zun-chst eine Sul-
fonatgruppe auf die b-Hydroxyfunktion gbertragen, was
diese zu einer besseren Abgangsgruppe macht. Die darauf-
folgende decarboxylierende Eliminierung ist dann durch die
TE katalysiert. In der Siphonazol-Biosynthese hingegen ist
SphHCterm ausreichend, und das hier verwendete vereinfachte
Substratanalogon weist auf eine Promiskuit-t des Enzyms
hin, die auch fgr weitere Umsetzungen genutzt werden

kçnnte. Die vielversprechende antiplasmodische Aktivit-t
des Siphonazols wird Gegenstand weiterer Untersuchungen
sein, da zus-tzliche, erschwingliche Behandlungsoptionen
bençtigt werden, um eine Eind-mmung der von Plasmodium
falciparum ausgelçsten Malaria zu erreichen.[14]

In dieser Arbeit wurde ein Arbeitsablauf vorgestellt, der
es ermçglicht, Biosynthesegencluster und den zu untersu-
chenden Metaboliten direkt zu verkngpfen. Solche Ans-tze
sind notwendig, um die Identifizierung von Genclustern zu
beschleunigen, auch wenn lediglich unvollst-ndige Genom-
daten zur Verfggung stehen; im Besonderen wenn mit Or-
ganismen gearbeitet wird, die genetisch nicht zug-nglich sind.
Um das zugehçrige Gencluster einem Metaboliten zuordnen
zu kçnnen, wurde IMS verwendet. Diese bildgebende Me-
thode ermçglicht es, das Metabolom einzelner und verschie-
dener Organismen direkt auf Agarplatten zu verfolgen[15,16]

und erleichtert die Identifizierung des zu einem Naturstoff
gehçrigen Genclusters. Durch die Zunahme verfggbarer Se-
quenzdaten wurde die Diskrepanz zwischen bioinformatisch
identifizierten Biosynthesegenclustern und tats-chlich be-
kannten Metaboliten deutlich – eine große Ressource die
genutzt werden sollte. Daher mgssen neue Mikroorganismen,
am besten von bisher wenig untersuchten çkologischen Ni-
schen, kultivierbar gemacht werden, wie das kgrzlich fgr den
Teixobactin-Produzenten gelang.[17] Ebenso sollten metage-
nomische Ans-tze verst-rkt werden, um eine Basis zur Auf-
findung neuer Gencluster fgr zukgnftige Leitstrukturen zu
bilden. Dann kann eine Massenspektrometrie-basierte Ana-
lyse in Kombination mit Expressionsprofilen zu einer
schnellen Verkngpfung von Genen und Metaboliten fghren.
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