447

Sascha Hein
Jahrgang 1991.2010-2015 Stu-
dium Biomolecular Engineering
an der TU Darmstadt, Schwer-
punkt: WeiBe Biotechnologie;
dort 2015-2019 Promotion am
Fachbereich Biologie. Seit 2019
2 Postdoc in der Gruppe von Prof.

B Dr. J. Simon, TU Darmstadt.

DOI: 10.1007/512268-020-1389-z

© Der Autor 2020

B Menachinone sind aufgrund ihrer hydropho-
ben Eigenschaften membranstindige Molekiile
und kommen in sehr vielen Mikroorganismen
vor. Sie lassen sich mittels zwei Elektronen zur
jeweiligen Menachinol-Form reduzieren. In der
Membran von Bakterien und Archaeen bilden
Chinone einen Chinonpool und fungieren als
universelle Redoxmediatoren. Mikroorganis-
men aus anaeroben Habitaten besitzen im Chi-
nonpool oft neben dem klassischen Menachinon
(MK) methylierte MK-Derivate wie Methylme-
nachinon (MMK) und Dimethylmenachinon
(DMMK). Da die methylierten Menachinone bei
negativeren Standardredoxpotenzialen als MK
operieren, spielen sie eine entscheidende Rolle
fiir spezifische Elektronentransportketten der
anaeroben Atmung.

Das Ziel meiner Doktorarbeit war es, die Bio-
synthese von methylierten Menachinonen und
die Position der zusatzlichen Methylgruppen zu
entschliisseln. Als Modellorganismen dienten
die MMK-produzierenden Bakterien Wolinella
succinogenes und Adlercreutzia equolifaciens.
Stromaufwirts des Polysulfidreduktase-Gen-
clusters von W. succinogenes identifizierten wir
das Gen fiir eine radikalische S-Adenosylmethi-
onin-Methyltransferase (RSMT) der Klasse C
[1]. Mithilfe von entsprechenden Deletions- und
Komplementationsmutanten stellten wir fest,
dass diese Methyltransferase fiir die MMK-
Synthese bendétigt wird (Abb. 1A, [1]). Homolo-
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ge dieser Methyltransferase identifizierten wir
in diversen MMK- und DMMK-produzierenden
Mikroorganismen und nannten sie abhdngig
vom jeweiligen MK-Biosyntheseweg MenK oder
MqnK. Nach heterologer Expression der mqnK/
menK-Gene aus W. succinogenes, A. equolifaciens
oder Shewanella oneidensis in Escherichia coli
bildet sich nicht nur das methylierte Menachi-
non, sondern auch das bisher nicht beschriebe-
ne Methyl-2-demethylmenachinon. Zur Bestim-
mung der exakten Position der Methylgruppe
wurden die Menachinone mittels Hochleis-
tungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) aus
den Organismen gereinigt und mit hochauflo-
sender Massenspektrometrie und zweidimensi-
onaler NMR untersucht [1]. Im HMBC (heteronu-
clear multiple bond correlation)-NMR-Spektrum
zeigte sich die methylierte Position als das
Kohlenstoffatom C-8 (Abb. 1B).

In DMMK-produzierenden Organismen
gelang die Identifizierung eines weiteren
MenK-Homologs: MenK2 [2]. Es stellte sich her-
aus, dass dieses Enzym die Position C-7 von MK
methyliert (Abb. 1A). Dies bedeutet, dass wéh-
rend der Biosynthese von DMMK die Methyl-
gruppen von zwei unterschiedlichen Enzymen
auf Menachinon iibertragen werden (Abb. 1B).

Zum besseren funktionalen Verstandnis die-
ser Enzymklasse erfolgte die heterologe Pro-
duktion von MenK aus A. equolifaciens in E. coli
mit anschlieBender Reinigung. Es zeigte sich,
dass MenK, wie alle RSMTs, ein sauerstoffsen-
sibles und redoxaktives [4Fe-4S]-Zentrum

A o

o
Menk2 / MK MenK/Mank
o cHy ©

He Hy CH;y
H = H
TMMK o s N

manrh S 5 o wenia Max

HiC CHy

-]
7,8-DMMEK

3l
1rre
CHy 0 b
Coe—=CH ™
1 il
L I 2 H H ez
5 1 E £
S 4 1A S 183 é
el W e
1] Ha 5 a8 g
]
o) 0 et
e 4120 |1ss
A en e
a b Hes
3T pany (e
ho
ez
a3
35 34 33 32z 31 30 78 28 27 28 28 24 23 22 40
ot HMR Lopem]

A Abb. 1: Biosynthese und Struktur methylierter Menachinon-Derivate. A, Biosynthese von
Methylmenachinon (MMK) und Dimethylmenachinon (DMMK) ausgehend von Menachinon (MK).
Die Spezifitat der identifizierten Enzyme bestimmt die Position der Methylierung. So methyliert
MenK/MqgnK stets an Position C-8 und MenK2 an Position C-7. Die Biosynthese von DMMK findet
in zwei Stufen statt. B, Ausschnitt des HMBC-NMR-Spektrums von 8-Methylmenachinon (8-MMK).
Mittels #J-Kopplung zwischen C-1 und den Protonen an C-13 gelang die Bestimmung der Position

der Methylgruppe an C-8.
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besitzt. In einem eigens entwickelten anaero-
ben Enzymtest bestimmte ich im Anschluss
mittels LC-MS die Produktstochiometrie und
zeigte auBerdem mit deuterierten Substraten,
dass die Methylierung des nicht nukleophilen
Kohlenstoffatoms iiber einen radikalischen
Mechanismus erfolgt.

Mithilfe dieser Ergebnisse ist es moglich,
mgnK/menK/menK2-Gene als Biomarker zur
Vorhersage der MMK- und DMMK-Produktion
zu nutzen. In Zukunft kann dieses Wissen
essenziell sein, um biotechnologische Prozesse
zur Methylierung von inerten sp?-hybridisier-
ten Kohlenstoffatomen zu entwickeln.
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