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Naturstoffe sind von groBer Bedeutung fiir die moderne
Medizin und dienen als wertvolle Substanzen fiir die
Grundlagenforschung in der chemischen Biologie. Polyketide
bilden eine grofle und vielfiltige Naturstoffklasse mit inter-
essanten Bioaktivitdten. Thre strukturelle Komplexitét stellt
groBe Herausforderungen an die organische Synthese, und
sowohl rein synthetische als auch biosynthetische Strategien
werden zu ihrer Gewinnung und Derivatisierung eingesetzt.!"
Die Biosynthese von Polyketiden verlduft {iber eine
Kaskade von decarboxylierenden Claisen-Kondensationen
zwischen Carbonsdurethioestern und Malonsduren als Ver-
lingerungseinheiten. Im Falle der reduzierten Polyketide
bakteriellen Ursprungs folgt die Biosynthese einer modularen
Logik, gemiB der in optionalen Schritten nach jedem Ver-
langerungsschritt der intermedidre (-Ketothioester durch
verschiedene enzymkatalysierte Reduktionen umgesetzt
wird. Ein vielfdltiges Redoxmuster wird durch die schritt-
weise Prozessierung des f-Ketothioester zu einem sekundi-
ren Alkohol, einem Olefin oder einem vollstindig geséttigten
Thioester erreicht. In dieser Kaskade wird die wachsende
Polyketidkette — dhnlich wie auf einem FlieBband — von einer
katalytischen Enzymdomine zur nichsten weitergereicht.”
Die Biosyntheselogik spiegelt sich in der Architektur der
maBgeblich beteiligten Enzyme, den Polyketid-Synthasen
(PKS), wider. Die Mitglieder dieser Enzymfamilie sind typi-
scherweise mehrere tausend Aminosduren grofl und struk-
turell nur fragmentarisch charakterisiert.®* Ein reprisenta-
tives Beispiel von Polyketid-Synthasen findet sich im Bio-
syntheseweg des Polyethers Monensin.® Die Monensin-
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PKS wird durch einen Gencluster von ca. 80000 Basenpaaren
GrofBe mit teilweise sehr langen offenen Leserastern (ORF)
kodiert;"! diese Bedingungen bringen die Techniken des
modernen Enzym-Engineerings an ihre Grenzen, insbeson-
dere, wenn eine groflere Anzahl an Enzymvarianten erzeugt
werden soll.’) Der modulare Aufbau der Biosyntheselogik hat
das Interesse an der Manipulation von PKS zur Erzeugung
neuer Naturstoffanaloga angeregt, woraus das Forschungsfeld
der kombinatorischen Biosynthese entstanden ist. In vielen
Fillen werden neue Polyketide durch den Austausch von
PKS-Fragmenten erzeugt, bei denen katalytische Doménen
oder ganze Module zwischen unterschiedlichen PKS ver-
pflanzt werden.1%11

Die Erfolgsrate in diesen Swapping-Experimenten ist
jedoch nicht selten unzufriedenstellend, und die entstehenden
Hybrid-PKS sind in vielen Fillen unproduktiv.''*! Eine
wesentliche Hiirde in der Planung dieser Experimente ist das
begrenzte Wissen iiber die Struktur und den Mechanismus
der PKS-Hybride. So konnen diese z.B. durch eine hohe
Substratspezifitidt stromabwérts positionierter Enzymdoma-
nen oder aber durch negative Auswirkungen des Swappings
auf ihre strukturelle Integritdt inaktiv werden. Gegenwirtige
Experimente erlauben meist keine Riickschliisse auf die Ur-
sache von Fehlschligen, wodurch PKS-Manipulationen
haufig von ,,Versuch und Irrtum® geprégt sind. Dementspre-
chend schwierig ist die rationale Planung modifizierter Poly-
ketid-Biosynthesen.

Hier stellen wir einen neuen Ansatz in der kombinatori-
schen Biosynthese zur Erzeugung einer Bibliothek komplexer
reduzierter Polyketide vor. Entgegen vorherigen Experi-
menten wird nur die ortsgerichtete Mutagenese zur Ande-
rung der inhdrenten katalytischen Aktivitidt der PKS genutzt,
wodurch unerwiinschte Nebeneffekte auf die Proteinfaltung
minimiert werden. Die systematischen Experimente liefern
Einblicke in die Substratpromiskuitit bakterieller Typ-1-PKS,
der meistgenutzten PKS-Familie. Wir zeigen, dass durch diese
Strategie die modifizierte Biosynthese von schwer zugéngli-
chen Polyketiden in naher Zukunft synthetisch anwendbar
werden kann.

Durch Proteinsequenzvergleiche wurden katalytisch re-
levante Positionen in den aktiven Zentren der reduktiven
Doménen™ """ der Monensin-PKS identifiziert sowie ein
Mutageneseplan entwickelt, der auf die Erzeugung von
Nullmutanten der Ketoreduktasen, Dehydratasen und En-
oylreduktasen zielte (zur Planung dieser Mutagenesen siche
Abbildung 1 und die Hintergrundinformationen). Die Expe-
rimente sollten zu oxidierten Derivaten des Monensin-
Abbruchprodukts Praimonensin fiithren, das strukturell an den
marinen Naturstoff Discodermolid erinnert (Abbildung 3).1*
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Abbildung 1. A) Organisation der Module 2 und 3 in der Monensin-
PKS (die vollstindige Monensin-PKS ist in den Hintergrundinformatio-
nen dargestellt). Die naszierende Kette ist an ein flexibles ACP gebun-
den, von dem sie in einer wahrscheinlich stochastischen Weise an die
Dominen der reduktiven Schleife geleitet wird. Im Anschluss an die
Reduktion erfolgt eine Thio-Umesterung, durch die die Polyketidkette
auf das nichste Modul iibertragen wird. Abkiirzungen: KS: Ketosyn-
thase; KR: Ketoreduktase; DH: Dehydratase; ER: Enoylreduktase;
ACP: Acyl-Carrier-Protein. B) Die Mutageneseplanung beruht auf der
gezielten Verlangsamung eines reduktiven Schrittes. Dadurch soll
dieser langsamer als die Thio-Umesterung zum folgenden Modul
werden, sodass geringer reduzierte Zwischenprodukte zum Folgemo-
dul weitergereicht werden. Effektiv handelt es sich dabei um eine Des-
aktivierung der mutierten reduktiven Domine.

Das Prinzip hinter der Mutagenese ist es, den Transfer
eines wachsenden Polyketids von einem Modul zum folgen-
den in einer hoheren Oxidationsstufe als im Wildtyp zu er-
moglichen. Dazu miissen individuelle reduktive Doménen
durch die Mutagenese blockiert werden. Die Mutagenese soll
mit minimaler struktureller Verdnderung der Proteinstruktur
einhergehen, wodurch eine klare Analyse der Substratspezi-
fitdt stromabwirts gelegener Module erméglicht wird.

Die Verldngerungsmodule 2 bis 8 der Monensin-PKS
wurden als Ziel der Experimente gewihlt. Sie umfassen ins-
gesamt 18 reduktive Doménen. Die Mutagenese kann ent-
sprechend in maximal 36 verschiedenen Polyketiden resul-
tieren, jeweils als Gemisch aus den Redoxderivaten von
Pramonensin A und B. Die gewidhlten Module umfassen die
Mehrheit der reduktiven Doménen der Monensin-PKS, und
die Mutagenese war so geplant, dass das charakteristische
polare Fragment des Praimonensins unangetastet bleibt.
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Die zentralen experimentellen Techniken wurden im
Laufe dieses Projektes entwickelt (siehe Abbildung 2 und die
Hintergrundinformationen). Sie umfassen die sehr zuverlés-
sige PCR-basierte (PCR = Polymerasekettenreaktion) Mu-
tagenese GC-reicher Sequenzen und eine sequenz- und liga-
tionsunabhéngige Klonierungstechnik (SLIC-MIX), die
kiirzlich von unserer Arbeitsgruppe entwickelt wurde.'”) Um
unerwiinschte Nebeneffekte der Mutagenese von S. cinna-
monensis auf die Polyketidproduktion zu minimieren, wurden
die mutierten PKS-Gene durch homologe Rekombination im
direkten Austausch gegen die Wildtyp-Gene in das Chro-
mosom des Prédmonensin-Produzenten S. cinnamonensis
A495 eingefiihrt.”) Mit Ausnahme der Mutationen in
Modul 3 wurden alle Mutationen durch DNA-Sequenzierung
der resultierenden Streptomyces-Varianten bestitigt. In
Modul 3 gelang es in mehrfachen Versuchen unter verschie-
denen Bedingungen nicht, Mutationen einzufiihren.

Die resultierenden 16 Bakterienvarianten, entsprechend
einer theoretischen BibliotheksgroBe von 32 Polyketiden,
wurden anschliefend in Flussigmedium kultiviert und die
Kulturextrakte durch LC/ESI-MS untersucht (Abbil-
dung 3B). Diese erste Analyse wurde durch HRMS bestatigt
und die Bildung von 22 der vorhergesagten Prdmonensin-
Redoxderivate nachgewiesen (Abbildung 3 A,C).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Erfolgsquote der Muta-
genese im Sinne neu gebildeter Produkte vom gewihlten
Doménentyp abhéngt. Die Weiterreichung des naszierenden
Polyketids an stromabwdrts gelegene Module scheint von der
neu gebildeten funktionellen Gruppe abzuhidngen. Diese
Beobachtung wurde auch fiir die kiirzlich beschriebenen
trans-AT-PKS-Enzyme beschrieben,??! bei denen In-silico-
Analysen nahelegen, dass KS-Doménen zwischen unter-
schiedlichen Redoxmustern des Substrats unterscheiden
konnen. Allerdings zeigt sich, dass die hier untersuchten cis-
AT-PKS eine deutlich hohere Substratpromiskuitét aufwei-
sen.

Die Mutagenese hatte bei allen Enoylreduktasedoméanen
der Monensin-PKS den erwarteten Effekt, woraus vier ver-
schiedene Polyketidprodukte mit neuen C-C-Doppelbindun-
gen entstanden (Abbildung3A; ER2’, ER4", ER6’ und
ER&’). Die analoge Mutagenese der Dehydratasedominen
fithrte in vier von sechs Féllen zu den vorhergesagten se-
kundiren Alkoholen (DH2’, DH4°, DH5 und DHS"). Die
Mutagenese der Ketoreduktasedoménen fiihrte jedoch nur in
drei von sechs Fillen zu Produkten (KR2°, KR4” und KR6").
AuBerdem fiihrte, im Unterschied zu allen anderen Modulen,
keine der in Modul 7 eingefithrten Mutationen zur Bildung
eines detektierbaren Pramonensinderivats.

Um die Strukturen der vorhergesagten Derivate mit an-
deren Methoden als ESI-MS zu validieren, untersuchten wir
exemplarisch die Strukturen der vom Wildtyp und der inak-
tivierten ER2-Variante produzierten Verbindungen. Nach
Reinigung der entsprechenden Fermentationsprodukte
wurden die Strukturen durch 1D- und 2D-NMR-Spektro-
skopie sowie durch HRMS aufgeklért. Die Analysen besté-
tigten die Strukturen von Prdmonensin A und B fiir den
Wildtyp™® sowie der entsprechenden oxidierten Derivate
ER2%-A und ER2’-B (Abbildung 3B und Hintergrundinfor-
mationen) fiir die ER2’-Variante. Der strukturelle Unter-
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Abbildung 2. A) Oligonukleotid-gerichtete Mutagenese durch Overlap-Extension-PCR. B) Sequenz- und ligationsunabhingige Klonierung (SLIC-
MIX) unter Zugabe von Einzelstrang-DNA-bindendem Protein (SSB) wird zur schnellen Klonierung der mutierten PKS-Fragmente eingesetzt. Ab-
kiirzungen: repT*®: temperatursensitiver Replikationsursprung; apr®: Apramycin-Resistenzkassette; apr’: Apramycin-sensitives Allel. C) Mutierte
Gene werden durch Konjugation unter Einsatz des Vektors pKC1139 mit einem temperatursensitiven Replikationsursprung (basierend auf pSG5
von Muth et al.)?" in S. cinnamonensis eingefiihrt. Der Einsatz dieses Replikationsursprungs erwies sich als entscheidend, um eine spurlose Ein-
fiilhrung der Mutationen durch einen doppelten Crossover zu erméglichen. Andere Systeme erwiesen sich als zu ineffizient fiir die Herstellung

einer gréferen Zahl von Varianten.

schied zwischen Primonensin und dem oxidierten ER2'’-
Produkt kann anhand der vinylischen Protonen im NMR-
Spektrum nachgewiesen werden. Die ER2"-Derivate zeigen
ein neues vinylisches Proton (H-5); auBerdem waren sowohl
die chemische Verschiebung als auch die Multiplizitidt des
Protons H-4 verédndert. Nach préiparativer HPLC konnte
ER2°-A in Mengen von 0.7 mgL~' und ER2°-B in 2.2 mgL!
isoliert werden, eine Verringerung um eine Grofenordnung
im Vergleich zu Primonensin A und B (82mgL™"' und
152 mgL™).

Fine detailliertere Betrachtung der préiparativen Fer-
mentation der ER2"-Variante fiihrte zu iiberraschenden Er-
gebnissen, die eine bislang unbekannte Interaktion zwischen
verschiedenen Segmenten der PKS nahelegen. Neben den
vorhergesagten Produkten wurden zwei unerwartete Pramo-
nensin-Derivate identifiziert — ER2°-C und ER20-B* — die
isoliert und durch NMR-Spektroskopie und HRMS charak-
terisiert wurden (siche Hintergrundinformationen). Die Bil-
dung von ER2°-B* ist wahrscheinlich das Ergebnis einer er-
hohten Tautomerisierungsneigung des Methylketons in ER2°-
B mit einhergehender Epimerisierung zum entsprechenden
Enol, die durch die Konjugation mit der benachbarten C-C-
Doppelbindung getrieben wird.

ER2’-C ist jedoch ein iiberraschend auftretendes Des-
methyl-Derivat, das in mg-Mengen aus der S.-cinnamonensis-
Variante isoliert werden kann, dessen Primonensin-Analo-
gon jedoch im Wildtyp nicht auffindbar ist. Dieses neue
Produkt entspricht dem Einbau von Malonyl-CoA anstelle
von Methylmalonyl- oder Ethylmalonyl-CoA-Verldnge-

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

rungseinheiten in Modul 5 (Abbildung 4). Die Bildung von
ER2’-C konnte das Ergebnis einer erhéhten Substratpro-
miskuitdt von Modul 5 durch Interaktion mit dem nicht-na-
tiven Substrat sein. Entsprechendes Verhalten ist fiir einstu-
fige biokatalytische Reaktionen beschrieben, war aber fiir
kanonische Typ-1-PKS unerwartet und ist nicht in Uberein-
stimmung mit ihrer typischerweise modularen Synthese-
logik."*?1 Alternativ kann dies ein Effekt eines noch zu
identifizierenden Korrekturmechanismus innerhalb der Mo-
nensin-PKS sein, der manche nicht-nativen Produkte vorzei-
tig von der PKS abspaltet.”?¥ Unabhingig vom exakten
Mechanismus belegt diese Beobachtung einen ungewdhnli-
chen Kontakt zwischen den Modulen 2 und 5 der Monensin-
PKS - ob durch Protein-Protein- oder Substratinteraktionen
bedarf weiterer Untersuchungen (Abbildung 4).

Fin weiterer unvorhergesehener Effekt konnte in
Modul 5 nach Einfiilhrung der DH5°-Mutation beobachtet
werden. Diese Variante lieferte fast ausschlieBlich das
Methyl-verzweigte Pramonensin-B-Redoxderivat mit ver-
nachldssigbarer Bildung des Ethyl-verzweigten Analogons
(Abbildung 4). Die Mutagenese der benachbarten KRS-
Doméne lieferte eine vollstandig unproduktive Variante.

Das gegenwirtige Verstindnis der PKS-Enzymologie
besagt, dass die Acyltransferasedoménen innerhalb der PKS-
Architektur zwischen verschiedenen Malonyl-Verldnge-
rungseinheiten unterscheiden. Unsere Beobachtung legt nun
nahe, dass durch einen noch aufzuklirenden und wahr-
scheinlich subtilen Mechanismus die reduktive Schleife nicht

Angew. Chem. 2012, 124, 1082010825
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Abbildung 3. A) Vorhergesagte Strukturen der in dieser Studie nachgewiesenen Primonensin-Redoxderivate. R=CH;: Praimonensin B;

R=CH,CH;: Praimonensin A. Die mutageneseinduzierten Strukturinderungen sind eingerahmt. Die Verbindungen sind nach dem Dominentyp

und der Modulnummer der jeweils manipulierten Domine benannt. Die Summenformeln aller Verbindungen wurden durch HRMS bestitigt.

B) LC/MS-Spur (Base-Peak) des Screenings der Monensin-PKS-Varianten. Dieses Beispiel stammt von der ER2%Variante. C) HRMS zur Bestati-

gung der Produktmassen genutzt. D) Die ER2%Variante wurde exemplarisch in priparativen Mengen kultiviert, und die Fermentationsprodukte

wurden durch NMR-Spektroskopie charakterisiert. Die Signale der vinylischen Protonen von Praimonensin B und dem Redoxderivat ER2%-B sind

gezeigt. Neben dem Auftauchen eines neuen vinylischen Protons (H-5) dndern sich die chemische Verschiebung und die Multiplizitit des benach-

barten H-4 von dd zu d.

vollstindig von der KS/AT-Kernstruktur getrennt agiert, einer PKS mit 12 Verldngerungsmodulen untersucht; alle
sondern die Wahl der Verldngerungseinheiten beeinflusst. Polyketide wurden dabei iiber 10 bis 33 aufeinanderfolgende

Im Zuge unserer Experimente wurde die Substratspezi- Reaktionsschritte prozessiert. Dabei wurden 22 von 32 vor-
fitdt von auf eine Mutagenesestelle folgenden Modulen in  hergesagten Derivaten nachgewiesen, entsprechend einer
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Abbildung 4. A) Schematische Darstellung des unerwarteten Crosstalks zwischen den Modulen 2 und 5 nach der Mutagenese der ER2-Domiine.
Die in dieser Studie betrachteten Monensin-PKS-Module sind blau hervorgehoben; ER2 und ATS5 sind rot markiert, die Redoxderivatisierung ist
blau eingekreist. Zur besseren Lesbarkeit sind die katalytischen Schritt nach Modul 5 nicht explizit dargestellt. Eine vollstindige Darstellung der
Monensin-PKS ist in den Hintergrundinformationen zu finden. Im Fall der DH5%Variante wurde ein weiterer Crosstalk identifiziert. Das Verhaltnis
von A zu B dnderte sich von ca. 2:3 in Pramonensin-Fermentationen zu < 1:100 in dieser Variante. Fiir die anderen Monensin-PKS-Varianten war
das Verhiltnis zwischen A und B unverindert vom Wildtyp. monAl bis monAlll kennzeichnen die individuellen Enzyme in der Monensin-PKS,
wihrend arabische Ziffern die einzelnen Module bezeichnen. Die Kennzeichnung einzelner katalytischer Dominen ist zur besseren Lesbarkeit
nicht aufgefiihrt. B) Blick in ein einzelnes Modul mit einem kompletten Satz reduktiver Doménen (wie in den Modulen 2, 4, 6 und 8). Alle Module
sind in der gleichen Art organisiert, allerdings in mehreren Fillen mit einer unvollstindigen reduktiven Schleife (KR, DH, ER). Alle Module enthal-
ten den zur Kettenverlingerung essentiellen Satz an Dominen (KS, AT, ACP).

Erfolgsquote von 69 %. Dies ist insbesondere relevant, da die
Experimente nicht mit einem vereinfachten Modellsystem,
sondern anhand einer représentativen PKS in ihrer vollen
GroBle durchgefithrt wurden.

Hier ist zu beachten, dass der Einsatz der ortsgerichteten
Mutagenese eine mechanismusbasierte Planung voraussetzt
und sich nicht nur auf homologe Abschnitte in der Protein-
sequenz verlédsst. Dies macht die hier angewendete Vorge-
hensweise intrinsisch auf alle verwandten PKS und sogar
Fettsduresynthasen iibertragbar und erlaubt die Vermeidung
der aufwindigen Experimente zur Identifikation und Opti-
mierung von Mutagenesestellen, wie sie in den derzeit besten
Experimenten zur Transplantation von Doménen zur Sub-
stanzbibliothekerzeugung bendotigt werden.”=1 Allerdings
wird klar, dass der Ausschluss nicht-nativer naszierender
Polyketidsubstrate durch stromabwérts gelegene Module
nicht auf trans-AT-PKS begrenzt ist, sondern in einem ge-
ringeren Ausmaf} ebenfalls in den haufiger untersuchten cis-
AT-PKS beobachtet werden kann. Zukiinftige Experimente
miissen in Betrachtung ziehen, dass hierdurch die Fermen-
tationsausbeuten signifikant und bislang unvorhersehbar ge-
senkt werden konnen. Gegenwértig kann die Substratspezi-
fitdt von PKS nicht ausschlieBlich durch den Austausch ein-
zelner Aminoséduren beeinflusst werden.

Basierend auf ihrer Ahnlichkeit zu bekannten Polyketi-
den ist anzunehmen, dass das nicht-natiirliche Pramonensin
und seine Redoxderivate privilegierte Strukturen haben und
biologische Wirkungen aufweisen.®? Entsprechend wurden
sie auf antimikrobielle Aktivitdt gegen verschiedene bakte-
rielle Indikatorstimmen getestet. Primonensin A und B
zeigten schwache bakteriostatische Wirkung gegen das Gram-

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

negative Pathogen Pseudomonas aeruginosa DSM1117 (MIC
228 pgmL ). Interessanterweise zeigten die gereinigten De-
rivate ER2%-A, -B und -C eine um zwei GroBenordnungen
erhohte antibakterielle Aktivitit gegen P. aeruginosa (MIC
1.8 ugmL™" fiir ER2%A) sowie auch Aktivitit gegen das
Gram-positive Bakterium B. subtilis DSM10 (MIC
7.2 ugmL™! fiir ER2%-A), gegen das Primonensin A und B
vernachlidssigbare Wirksamkeiten aufweisen (Details siehe
Hintergrundinformationen).

Zusammengefasst stellen wir hier eine neue Strategie zur
Erzeugung von Polyketid-Substanzbibliotheken vor. Unseres
Wissens wurden erstmals ausschlieBlich Punktmutationen zur
systematischen Erzeugung von Polyketidstrukturen einge-
setzt. Entgegen vorheriger Studien vermeidet diese mini-
malinvasive Strategie das Swapping von Doméinen oder
Modulen von PKS, wodurch negative Auswirkungen auf die
Multienzymkomplexe reduziert werden. Durch ein einfach
iibertragbares experimentelles Design lédsst sich die hinrei-
chend breite Substratflexibilitit bakterieller cis-AT-PKS fiir
die gesteuerte Biosynthese komplexer Verbindungen nutzbar
machen. Dies kann zur Verdnderung der Bioaktivitidt der
Verbindungen genutzt werden.

Eingegangen am 28. Mirz 2012,
verdnderte Fassung am 29. Juni 2012
Online veroffentlicht am 20. September 2012

Stichwérter: Biosynthese - Enzyme - Mutagenese - Naturstoffe -
Polyketide
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