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Zusammenfassung

Aktinomyceten haben sich als ergiebige Quelle neuer Antibiotika herausgestellt. Etwa 45% aller
Antibiotika wurden aus Aktinomyceten isoliert oder von deren Naturprodukten abgeleitet. Einzigartige
Habitate gelten als gute Quellen fiir antimikrobielle Spezies mit neuer Naturstoffchemie. Indonesien
gehort zu den artenreichsten Landern der Erde und kdnnte Heimat neuer Antibiotika-produzierender
Aktinomyceten sein.

Im Zuge dieser Arbeit wurden neue indonesische Aktinomyceten-Stamme auf ihr Potential zur
Antibiotikaproduktion hin untersucht. Dabei wurde auf Stamme der Tibinger Stammsammlung
zuriickgegriffen und es wurden neue Stdmme aus indonesischen Bodenproben isoliert. Diese Stimme
wurden durch Bioaktivitatstest sowie durch phylogenetische Analyse priorisiert und deren
Gesamtgenom sequenziert. Eine Analyse mit dem Webtool AntiSMASH ergab, dass es sich bei
Kitasatospora sp. Ti4103 um einen moglichen Phosphonat-Produzenten handelt. Diese Hypothese
wurde durch Bioaktivitatstests gegen den Phosphonat-sensitiven E. coli-Stamm bestatigt, welcher
sensitiv gegeniiber dem Naturstoff aus Ti4103 ist, bestatigt. Transkriptionsanalysen zeigten, dass das
Gen pepM, das fiir das essenzielle Protein der Phosphonat-Biosynthese, die Phosphoenolpyruvat-
Mutase, kodiert, in Kulturen von Ti4103 transkribiert wird. Wirkort-spezifische Assays deuten darauf
hin, dass ein Naturstoff von Ti4013 in den DNA-Metabolismus eingreift oder DNA-Schaden verursacht.
Um das Potential der isolierten Aktinomyceten als Antibiotika-Produzenten voll auszuschépfen, wurde
eine Methode zur Aktivierung stiller Gencluster entwickelt. Viele Methoden zur Aktivierung ,stiller”
Gencluster sind etabliert, doch sind diese entweder vollig ungerichtet oder involvieren aufwandige
genetische Manipulation. In dieser Arbeit wurde der SARP-Aktivator PapR2 zur gezielten Aktivierung
stiller Aktinomyceten-Gencluster eingesetzt. Mittels PatScan-Analyse wurden Stamme, die eine SARP-
Erkennungssequenz tragen, detektiert. Als Modell wurde die Expression von Undecylprodigiosin in S.
lividans ausgewéhlt. Ein PapR2-Uberexpressionsstamm von S. lividans wurde hergestellt. Die
vermehrte Produktion von Undecylprodigiosin in diesem Stamm wurde spektroskopisch
nachgewiesen. In Bindestudien konnte gezeigt werden, dass PapR2 an die Promotorregionen der
Undecylprodigiosin-Biosynthesegene redP und redQ bindet. Transkriptionsanalysen bestatigten die
vermehrte Transkription der beiden Gene im S. lividans PapR2-Uberexpressionsstamm. Fiir den neuen
Aktinomycetenstamm Streptomyces sp. SHP22-7 konnte gezeigt werden, dass die Einbringung von
papR2 die Expression des Plicacetin-Clusters stimuliert. Die vermehrte Transkription des Plicacetin-
Clusters konnte durch Transkriptionsanalysen nachgewiesen werden. Eine HPLC-Analyse bestatigte die

erhéhte Produktion von Plicacetin im PapR2-Uberexpressionsstamm.



Summary

Actinomycetes have turned out to be prolific sources for new antibiotics as 45% of all known antibiotics
were derived from Actinomycetes. Unique habitats are suggested to be a good source for novel
antimicrobial species that offer new natural compound chemistry. Indonesia is especially biodiverse
and may be host to unknown antibiotic producing Actinomycetes.

In this work new Indonesian Actinomycete strains were tested on their potential to produce novel
antibiotics. For screening purposes strains from the Tibingen strain collection as well as novel isolates
from Indonesian soil samples have been used. These strains were prioritized based on their bioactivity
and phylogeny and their genome has been sequenced. An analysis with the webtool AntiSMASH
revealed that Kitasatospora sp. Tii4103 is a putative producer of a phosphonate antibiotic. This was
validated via bioactivity tests against the phosphonate-sensitive strain E. coli WM6242, which is
sensitive against a product of Ti14103. Transcriptional analyses demonstrated, that pepM, which codes
for the essential gene for phosphonate-biosynthesis, the phosphoenolpyruvate mutase, is transcribed
in cultures of TG4103. Studies on the mode of action with genetically engineered strains indicate that
a product of Tii4103, eventually the phosphonate, interferes in DNA metabolism.

To access the full potential of the Indonesian strains as antibiotic producers, a new strategy for
activation of silent gene clusters was developed. Many methods have been established to activate
“silent” gene clusters. However, they are either completely untargeted or involve elaborate genetic
manipulation efforts. In this work the SARP-activator PapR2 was used for the targeted activation of
silent Actinomycete gene clusters. Strains, that carry a SARP consensus motif were detected via
PatScan analysis. As a model system the expression of the undecylprodigiosine biosynthetic gene
cluster in S. lividans was chosen. A PapR2-overexpression strain of S. lividans was created. The
increased production of undecylprodigiosine in this strain was validated spectroscopically. Binding
studies demonstrated that PapR2 binds to the promotor region of the genes redP and redQ, that are
involved in the undecylprodigiosine-biosynthesis. Transcriptional analyses verified the increased
transcription of those genes in the S. lividans PapR2-overexpression strain. For the novel Indonesian
Actinomycete strain SHP22-7 it was shown that the overexpression of PapR2 stimulates the expression
of the plicacetin cluster. The increased transcription of this cluster was validated via transcriptional
analysis. An HPLC analysis verified the elevated production of plicacetin in the PapR2-overexpression

strain.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Geschichtlicher Uberblick zur Antibiotika-Forschung

Ohne Antibiotika ware die moderne Medizin nicht denkbar (1). Nach der Einflihrung von Behandlungen
mit Antibiotika wurden einige Infektionskrankheiten kontrollierbar, andere verschwanden fast
vollstandig (2). Die Gabe von Antibiotika ermdglicht nicht nur die direkte Bekdampfung von Infektionen,
sondern auch indirekt Behandlungen wie z. B. chirurgische Eingriffe und Chemotherapie, da nur durch
Gabe von Antibiotika Folgeinfektionen verhindert werden kénnen (1).

Doch die Verwendung von Naturstoffen zur Bekampfung von Infektionskrankheiten ist kein Phanomen
des 20. Jahrhunderts. Tatsachlich haben Menschen, wenn auch ohne das Wissen um ihre Existenz,
Naturstoffe aus Pflanzen, Pilzen und Mikroorganismen seit jeher fiir medizinische Zwecke verwendet.
Die friihesten Aufzeichnungen werden um das Jahr 2600 v. Chr. datiert. In Keilschrift hielten
Mesopotamier fest, dass sie Zeder, Zypresse, StiBholz, Myrrhe und Mohnblumensaft verwendeten, um
eine Reihe von Krankheiten zu behandeln, von Erkaltung und Husten (iber Entziindungen bis hin zu
Infektionen durch Parasiten. Alle diese Mittel werden noch heute in der Medizin eingesetzt. Auch aus
agyptischen, chinesischen, indischen, griechischen und rémischen Funden geht hervor, dass diese Volker
far Heilzwecke auf hauptsachlich pflanzenbasierte Heilmittel zuriickgriffen. Wahrend dieses Wissen im
mittelalterlichen Europa weitestgehend verlorenging, bewahrten und vermehrten die Araber die
medizinischen Errungenschaften aus der Antike. Mit der Aufklarung etablierte sich auch die Forschung
nach neuen Heilmitteln wieder in Europa (3).

Das medizinische Potential von Mikroorganismen wurde zuerst durch Alexander Fleming im Jahr 1929
erkannt, durch die Entdeckung des Pilzes Penicillium rubens (notatum) als Produzenten des
Antibiotikums Penicillin (3). ,,Antibiotikum* als Begriff wurde erst 1947 durch Selman Waksman gepragt
(4). Er definierte Antibiotika als ,niedermolekulare Stoffwechselprodukte (M < 2000 Da) von
Mikroorganismen, die in einer schrittweisen Biosynthese produziert werden und in niedrigen
Konzentrationen (< 200 pg/ml) das Wachstum anderer Mikroorganismen hemmen“ (4).

Waksman erhielt 1952 fir die Entdeckung des Streptomycins (5) den Nobelpreis (6). Zudem wurden in
seiner Arbeitsgruppe u. a. auch Neomycin (7), Grisein (8), Streptocin (9), Rhodomycin (10), Fungicidin
(11), Candicidin (12), Candidin (13) und Actinomycin (14) isoliert. Actinomycin war das erste aus
Aktinomyceten isolierte Antibiotikum (14). Diese Ordnung der Bakterien und unter ihnen die
Streptomyceten erwiesen sich als duBerst ergiebig: zwischen 1940 und 1970 waren 70% aller Antibiotika
aus Aktinomyceten isoliert worden (15).

Waksmans Forschung l6ste einen Hype um die Suche nach neuen Wirkstoffen aus. Die Vorgehensweise

war einfach: aus Bodenproben, die tiberall auf der Welt gesammelt wurden, wurden Mikroorganismen



isoliert und ihre Antibiotika-Produktionsfdhigkeit in Agardiffusionstests, wie sie auch heute noch
gebrauchlich sind, getestet. Dazu wurden mikrobielle Testorganismen einer Zellkultur oder einem
Zellextrakt des potenziellen Antibiotika-Produzenten ausgesetzt. Inhibiert die Zellkultur oder der
Zellextrakt das Wachstum des Testorganismus, deutet das auf antibiotische Aktivitat hin. Auf Grundlage
dieses Verfahrens wurden wahrend des sogenannten ,,Goldenen Zeitalters der Antibiotikaforschung” in
den 1940er bis 60er Jahren Gber 1000 neue Naturstoffe entdeckt (16).

Nachdem die Wiederentdeckungsrate von Naturstoffen zunahm, wurden gezieltere Verfahren zur Suche
nach neuen Wirkstoffen entwickelt, wie z. B. in vitro Assays, mit denen nach Inhibitoren fiir einen
bestimmten, flir den Mikroorganismus essenziellen Wirkort gesucht werden kann (target-based
approach). In Hochdurchsatz-Screening-Verfahren wurden hunderte Stoffe gleichzeitig auf ihre
Wirksamkeit hin getestet. Zeitgleich wurde begonnen die Strukturen biosynthetisch produzierter Stoffe
zu variieren, z.B. durch semi-Synthese, mit der Naturprodukte mit Hilfe Synthese-chemischer Verfahren
variiert wurden; oder durch Synthetische Biologie, indem noch im Organismus in die Produktion von
Naturstoffen eingegriffen wurde, u.a. durch den Einsatz von Mutasynthese und kombinatorischer
Biosynthese (16).

Zu Beginn des Jahrtausends bekam die Suche nach Antibiotika neuen Aufschwung durch
bioinformatische Methoden und die Mdéglichkeit, ganze Genome mittels next-generation sequencing
(NGS)-Technologien kostenglinstig zu sequenzieren (17). In einem Biosynthese-Gencluster (biosynthetic
gene cluster, BGC) sind alle flr die Synthese des Sekundarmetaboliten relevanten Gene kodiert.
Analysen von Gesamtgenomsequenzdaten zeigten, dass das Genom von Aktinomyceten
durchschnittlich etwa 20 Sekunddrmetabolitcluster enthélt (18), von denen aber nur ca. 10% exprimiert
werden (19). Programme, wie das viel verwendete AntiSMASH (s. 3.9.1) wurden entwickelt, um die
Genomsequenzen nach BGCs zu screenen (20).

Bioinformatische Methoden treiben auch aktuell die Suche nach Antibiotika voran: z. B. ermdéglicht die
Plattform GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) die Speicherung, Analyse und
das Teilen von MS-MS-Daten (21). Durch GNPS-Clustering konnen die eigenen MS-MS-Daten mit einer
Datenbank abgeglichen werden, in die die User ihre Daten einspeisen (21). Dadurch wird der
Dereplikationsprozess erleichtert und die Wiederentdeckungsrate schon bekannter Substanzen
verringert (21). Zudem wurden innovative Kultivierungsmethoden entwickelt, z.B. wird die natdrliche
Umgebung simuliert, um bisher nicht kultivierbare Mikroben im Labor anzuziehen (22). Das sogenannte
isolation chip (iChip)-Verfahren beruht auf diesem Prinzip: Die Bakterien werden in einer
Diffusionskammer angezogen, sodass ein Austausch von Metaboliten mit der Umgebung stattfinden
kann und gleichzeitig Kontamination ausgeschlossen wird (23). Mit diesem Verfahren wurde Teixobactin
aus Eleftheria terrae entdeckt (23). AuBerdem werden die Kulturansatze miniaturisiert, sodass 100.000

Kulturen in kurzer Zeit im Hochdurchsatzverfahren gescreent werden konnen (24). Mit Miniculture
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Droplet-Kultivierungen etwa kdnnen aus einer Bodenprobe die einzelnen Zellen separiert werden,
sodass sie in separaten Picoliter-Kulturen angezogen werden kdnnen (25). Diese Methode kombiniert
eine Miniaturisierung der Kultivierung mit einem Hochdurchsatz Screening nach Bioaktivitat (25). Die
Minikulturen kénnen direkt flir MS-MS-Analysen verwendet werden (25).

Doch trotz moderner Methoden zur Suche nach Antibiotika kdnnten in Zukunft diese fiir uns uber
Jahrtausende so wichtigen Stoffe bald ihre Wirksamkeit verlieren. Seit dem ,,Goldenen Zeitalter” sinkt
die jahrliche Neuentdeckungsrate von Antibiotika konstant (26), auch weil die Wiederentdeckungsrate
zunimmt (27, 28). Gleichzeitig entwickeln immer mehr Pathogene Resistenzen gegen bislang wirksame
Antibiotika (26). Gegen einige Stamme sind sogar Reserveantibiotika, wie z.B. Daptomycin, Fosfomycin,
Oxazolidinone, Polymyxine oder Tigecyclin (29), inzwischen wirkungslos (28). Hinzu kommt, dass die
Industrie kaum Investitionen in die kostenintensive und wenig profitable Suche nach neuen Wirkstoffen
tatigt (3, 26, 28). Das konnte fatale Folgen nach sich ziehen: GemaR der Weltbank-Gruppe, kdnnten
Infektionen mit Antibiotika-resistenten Bakterien einen 6konomischen Schaden verursachen, der
gleichwertig mit der Finanzkrise von 2008 ist (30). Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) prophezeit
in ihrem ,Global Action Plan for Antimicrobial Resistance” ein , post-antibiotisches Zeitalter”, in dem
gewohnliche Infektionen wieder todlich sein kénnen (31), sofern nicht globale GegenmalRinahmen
ergriffen werden (1). Dazu gehoren neben Aufklarung Uber Resistenzen und Vermeidung von

Infektionen auch Investitionen in Forschung und Entwicklung neuer Antibiotika (1).

1.2 Biologie der Aktinomyceten

Die Familie der Aktinomycetales stellen die produktivsten Antibiotika-Produzenten unter den Bakterien
(15). Sie sind Quelle fir die wichtigsten Antibiotika-Klassen, wie Tetracycline, Rifamycine,
Aminoglycoside, Macrolide, B-Lactame und Glycopeptide (28). Insgesamt sind (iber 10.000 bioaktive
Molekiile als Produkte von Aktinomyceten bekannt. Das sind 45% aller mikrobiellen bioaktiven
Substanzen (Stand 2005) (15).

Bei Aktinomyceten handelt es sich um Gram-positive Prokaryoten, die aerob leben und meist apathogen
sind (18). Ihr Genom ist mit bis zu 10 Mbp fiir Prokaryoten ungewdhnlich groR (18) und weist einen
hohen GC-Gehalt von lber 70% auf (32). Sie sind unter dem Mikroskop gut an ihren unbeweglichen
Filamenten zu erkennen (33). Aufgrund der Filamente wurden sie zunachst fir ein Intermediat zwischen
Pilzen und Bakterien gehalten (daher die Endung —myces, die auf das Pilz-dhnliche Myzel verweist) (32).
Aktinomyceten existieren in vielen Milieus, bevorzugen aber Béden, die reich an organischer Materie
sind (33). Optimale Wachstumsbedingungen liegen meist zwischen 25°C und 27°C und einem pH-Wert
zwischen 6 und 9 (33).



1.2.1 Die Gattung Steptomyces

Streptomyceten stellen 95% aller bekannten Aktinomyceten-Stamme und damit die grofite Gruppe
innerhalb der Aktinomycetales (33). Sie sind besonders haufig in Béden zu finden. Da Streptomyceten
nicht nur die Halfte aller bekannten Antibiotika produzieren (34), sondern auch industriell relevante
Enzyme (35), sind sie von besonderem Interesse fir Medizin und Industrie (33).

Streptomyceten durchlaufen einen komplexen Lebenszyklus (Abbildung 1) (33). Er beginnt mit der
Keimung einer Spore, die zu einer vegetativen, sich mitunter mehrfach verzweigenden Hyphe wachst
(33, 36). Die Hyphen wachsen ausschlieRlich durch Verlangerung der Spitze (36). Jedes Kompartiment
der Hyphen kann mehrere Kopien des Genoms enthalten (36). Blindel der vegetativen Hyphen bilden
zusammen das Substratmycel (33). U.a. unter Nahrstoffmangel wird das Luftmycel gebildet, was zum
Teil zu Lasten des Substratmycels geschieht, das dabei autolysiert wird (33). Der Zeitpunkt der
Differenzierung zum Luftmycel geht dabei haufig einher mit dem Beginn der Sekundarmetabolit-
Produktion (33). Demnach sind morphologische und physiologische Differenzierung gekoppelt (33).
Durch das Einziehen von Zellwédnden innerhalb der Lufthyphe bilden sich unigenomische Sporen (33).

Die Sporen sind resistent gegeniiber verschiedenen Stressbedingungen wie Trockenheit und Hitze (18).

Luftmycel Sporenbildung

Keimung der Vegetatives éjt i%

Spore Mycel

O ) *T\* -

7ol I
A

Abbildung 1: Lebenszyklus der Streptomyceten. Modifiziert nach (37).

1.2.2 Die Gattung Kitasatospora

Wegen der sehr dhnlichen Morphologie wurden Vertreter der Kitasatosporae, die zu den seltenen
Aktinomyceten gehodren, zundchst den Streptomyceten zugeordnet (38). Doch aufgrund von
Unterschieden in der Zusammensetzung der Zellwédnde, der Differenzierung und des Genoms wurde
Kitasatospora 1982 als eigene Gattung beschrieben (38). Wahrend die Zellwdnde der Streptomyceten
ausschlieBlich das LL-Isomer enthalten, besitzen Kitasatosporae sowohl das meso- (im Mycel) als auch
das LL-lsomer (in den Sporen) der Diaminopimelinsdure (39). Mit der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Zellwande gehen auch Unterschiede in der Sporenbildung einher: Die meisten
Streptomyceten, die in FlUssigkultur sporulieren, lysieren zur Sporenbildung ihr Mycel, wahrend bei

Kitasatosporae das Mycel erhalten bleibt (40). Stattdessen bilden sich relativ friih submerse
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Sporenzellen an den Spitzen der Hyphen aus, woraufhin Sporen und Mycel in Fliissigkultur co-existieren
(40). Die unterschiedliche Differenzierung kdnnte auch darauf zuriickzufiihren sein, dass zahlreiche
regulatorischen Gene, die in Streptomyceten an der Zelldifferenzierung beteiligt sind (z.B. kodiert bldB
fir ein an der Zelldifferenzierung beteiligtes DNA-Bindeprotein (41), das Genprodukt von mbl/ ist
vermutlich in die Sporenzellwandsynthese involviert (42) und whi/ kodiert einen Repressor der
Zelldifferenzierung (43)), in Kitasatosporae fehlen (44). Kitasatosporae zeichnen sich auBerdem durch
Resistenz gegen Novobiocin aus, eine Eigenschaft, die auch zur gezielten Isolierung der Gattung aus
Bodenproben genutzt wird (39).

Auch wenn bis heute nur 23 Spezies der Gattung Kitasatospora beschrieben sind, sind bereits tiber 50
bioaktive Stoffe diverser Strukturen aus Vertretern der Gattung isoliert worden (39), etwa Setamycin
(nematozid, fungizid) aus K. setae und K. griseola (45) oder das Peptid-Phosphonat Phosalacin (herbizid)
aus K. phosalacinea (46). Das Beispiel der Kitasatosporae zeigt, dass auch weniger ubiquitar

vorkommende Gattungen der Aktinomyceten lohnende Antibiotikaquellen sein kénnen.

1.3 Isolierung neuer Aktinomyceten aus Regionen mit groRer
Biodiversitat

Ein Ansatz neue Antibiotika zu finden, besteht darin, nach bislang unbekannten Aktinomyceten-
Stdammen mit neuer Naturstoffchemie zu suchen (15). Dazu werden bisher wenig untersuchte oder
extreme Habitate, wie Wisten, Hohlen oder verschiedene marine Habitate beprobt (26-28).
Insbesondere Mangrovenwalder riicken zunehmend in den Fokus bei der Suche nach neuen bakteriellen
Spezies (47, 48). Sie bilden wegen des ab- und zunehmenden Wasserspiegels sowie der daraus
resultierenden schwankenden Salzkonzentrationen ein extremes Habitat an der Interphase zwischen
Land und Wasser (49).

Neu ist, dass besonders artenreiche Ldnder priorisiert werden (50). Indonesien gehért zu den
artenreichsten Landern der Welt (50), was auf die diversen Habitate zurtickzufiihren ist (51). Zum einen
bieten die nativen Regenwalder einen groReren Reichtum an Arten als kultiviertes Land (52), zum
anderen erweist sich Indonesien, als Inselstaat, reich an marinen Habitaten (53). Als Biodiversitats-
Hotspot beherbergt Indonesien eine Vielzahl endemischer Spezies (54). Auch viele Aktinomyceten-
Stamme stammen aus indonesischen Habitaten (48, 55—61). Unter ihnen finden sich Produzenten von
Sekundarmetaboliten (62) (wie Phenazine (63), Angucyclinone (64), Apoptolidine (65)) und industriell
verwendbarer Enzyme (z.B. Inulin-Fructotransferase (66), Mannan-endo-1,4-B-Mannosidase (67)). Das
von der WHO als key access antibiotic eingestufte Vancomycin (29) beispielsweise wurde aus dem

Stamm Streptomyces orientalis, der aus Boden in Borneo isoliert wurde, gewonnen (68).



1.4 Aktivierung stiller Gencluster in Aktinomyceten

Im Jahr 2002 wurde das Gesamtgenom des Aktinomyceten Streptomyces coelicolor sequenziert (69). Bis
dahin war bekannt, dass dieser Stamm Actinorhodin, Undecylprodigiosin, Methylenomycin sowie ein
Calcium-abhangiges-Antibiotikum produziert (70). Die Sequenzierung enthiillte weitere 18 mogliche
BGCs (69). Gesamtgenomdaten aus zahlreichen anderen Aktinomyceten demonstrieren das Potential
von Aktinomyceten zur Produktion unbekannter Naturstoffe (27, 71). Solche Cluster, die zwar
vorhanden sind, jedoch unter Laborbedingungen nicht, oder nur in geringem Mal3e exprimiert werden,
werden als ,stille” oder ,kryptische” Cluster bezeichnet (70). Zu ihrer Aktivierung wurden bereits

verschiedene Strategien entwickelt:

e OSMAC (One Strain Many Compounds): Die Kultivierung der Stdmme unter verschiedenen
Kulturbedingungen fiihrt zur Produktion unterschiedlicher Sekundarmetabolite (27).

e Stressoren: Auch Stress, wie z.B. Temperaturschock (72), Sauerstoffarmut (73), Zugabe von
organischen Losungsmitteln (74, 75) oder seltenen Erden (76) kann die Naturstoffsynthese
induzieren. So wird das Jadomycin B-Cluster aus Streptomyces venezuelae durch einen Hitzeschock
von 42 °C aktiviert (72). Die Zugabe von Lanthan- und Scandiumsalzen zur Kultur regt S. coelicolor
zur vermehrten Produktion von Actinorhodin an (76).

e Elizitoren: Die Zugabe von bakteriellen ,Hormonen” (77, 78) oder anderer organischer Molekiile
(79) kann die Produktion von Sekunddrmetaboliten anregen. In vielen Aktinomyceten wird die
Antibiotikaproduktion von y-Butyrolactonen (GBL) autoreguliert und die Zugabe von GBLs kann die
Antibiotikaproduktion aktivieren (77, 78). Auch die natirlichen Elizitoren im wéassrigem Extrakt aus
der Erde des Habitats des Antibiotika-Produzenten kdénnen die Sekundarmetabolit-Synthese
induzieren (80).

e Co-Kultivierung: Die Co-Kultivierung von zwei oder mehr Spezies von Mikroorganismen simuliert
das natirliche Habitat des Antibiotika-Produzenten (81). Die Anwesenheit von Fressfeinden und
Antagonisten soll die Abwehrmechanismen aktivieren, die aus der Sekretion von Antibiotika
bestehen (81).

e Heterologe Expression: Wenn BGCs im natiirlichen Wirt nicht exprimiert werden, kénnen sie in
einen heterologen Wirt einkloniert werden, was mitunter zu einer erfolgreichen Expression fihrt.
Fiir die heterologe Expression von BGCs wurde z.B. S. coelicolor optimiert: Mutationen der RNA-
Polymerase und der ribosomalen Untereinheiten, beglinstigen die Bedingungen fiir die Expression
des fremden Clusters (82). Zudem erleichtert die Inaktivierung der eigenen BGCs die Identifizierung
neuer Naturstoffe, denn so verursachen die stamm-eigenen Sekunddarmetabolite in
Bioaktivitatstests oder in HPLC-Analysen keine Signale, die die Signale der heterolog exprimierten

Sekundarmetabolite Gberlagern kénnen (83).
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e Regulatorische Elemente: Nicht nur externe Trigger kbnnen zur Aktivierung eingesetzt werden.
Auch die Deletion eines Repressorgens (84) oder Uberexpression eines Aktivators (85) kann die
Biosynthese induzieren. In Aktinomyceten sind beispielsweise SARPs (Streptomyces Antibiotic

Regulatory Protein) prominente Aktivatoren (70).

SARPs sind bisher ausschlieBlich in Aktinomyceten gefunden worden, in denen sie als Aktivatoren der
Sekundarmetabolit-Biosynthese fungieren (86). Meist stehen sie ganz am Ende einer Signalkaskade und
aktivieren direkt die Transkription des entsprechenden BGCs (87). SARPs sind mit verschiedenen Typen
von BGCs assoziiert, etwa solchen, die fiir Typ I- (88—90) und Typ II-Polyketide (PK) (91-93), ribosomale
(94, 95) und nicht-ribosomale Peptide (NRP) (96), fiir Polyketid/NRP-Hybride (97-101), Alkaloide (102,
103), B-Lactame (104, 105), Azachinone (106) und Azoxy-Verbindungen (107) kodieren. Bekannte SARPs
sind beispielsweise Actll-ORF4 und RedD aus S. coelicolor, welche die Actinorhodin bzw.
Undecylprodigiosin-Biosynthese aktivieren (87).

Fiir gewohnlich sind SARP-Gene im jeweils zugehdrigen Antibiotika-Biosynthesegencluster lokalisiert
(108, 109). Sie kodieren fiir Proteine mit einem ,winged”“ Helix-Turn-Helix-Motiv am N-Terminus, das
aus drei a-Helices und zwei antiparallelen B-Faltblattern besteht (108, 109). Dieses Motiv bindet an eine
konservierte heptamerische Erkennungssequenz in der groRen Furche der Ziel-DNA (108, 109). Die
Sequenz Uberlappt mit der -35-Region des Promotors (110). Es ist entscheidend, dass die SARPs die
Polymerase an die richtige Stelle der DNA heranfiihren (110). Um das zu gewahrleisten, sind die
Erkennungssequenzen jeweils auf einer bestimmten Seite der DNA-Helix lokalisiert (110). Auf dieser
Seite binden gleichzeitig zwei SARP-Monomere und dimerisieren, wahrend die RNA-Polymerase an der
gegeniberliegenden Seite bindet (110). Fiir die Rekrutierung der RNA-Polymerase ist vermutlich die C-
terminale bakterielle Aktivierungsdomane zustandig (110). So wird ein dreiteiliger Komplex, bestehend

aus DNA, SARPs und RNA-Polymerase gebildet, der die Transkription startet (Abbildung 2) (110).

RNA-Polymerase

SARPs
Promotor-Region

Abbildung 2: Transkriptionsinitiationskomplex bestehend aus DNA, SARPs und RNA-Polymerase. Modifiziert
nach (110).

Ein typischer SARP-Aktivator ist PapR2, der als essenzieller Regulator der Pristinamycin-Biosynthese in
Streptomyces pristinaespiralis identifiziert wurde. PapR2 ist hierbei Teil einer komplexen
Regulationskaskade und fungiert als direkter Aktivator der Pristinamycin-Biosynthesegene. In
Electrophoretic Mobility Shift Assays (ESMAs) konnte gezeigt werden, dass PapR2 an die

Promotorregionen der Pristinamycin-Strukturgene bindet. Ein konserviertes SARP-Bindemotiv konnte



innerhalb der PapR2-Targetpromotoren identifiziert werden. Eine papR2-Deletionsmutante von S.
pristinaespiralis ist nicht in der Lage, Pristinamycin zu produzieren, wahrend die PapR2-

Uberexpressionsmutante eine gesteigerte Produktion aufweist (97).

1.5 Phosphonate und Phosphonatantibiotika

Phosphonate sind eine wenig untersuchte Klasse von haufig bioaktiven Molekilen. Strukturell zeichnen
sich Phosphonate durch eine direkte P-C-Bindung aus (Abbildung 3 (a)). Dadurch zeigen Phosphonate
eine adhnliche Isosterie zu Phosphaten (Abbildung 3 (b)), deren strukturelles Merkmal eine P-O-C-
Bindung ist. Allerdings ist die Phosphonatbindung stabiler und schwerer hydrolysierbar, wodurch
Phosphonat-Verbindungen Temperaturen von 100°C und der Behandlung mit Sduren und Basen
widerstehen kénnen. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Phosphaten und auch zu Carboxylsiuren
(Abbildung 3 (c)), kénnen Phosphonate das aktive Zentrum von Phosphatasen und Peptidasen
blockieren, ohne hydrolysiert zu werden. So wirken Phosphonatverbindungen bei Phosphorylierungen

und Proteolysen als kompetitiver Inhibitor (111).
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Abbildung 3: Chemische Struktur von (a) Phosphonaten, (b) Phosphaten und (c) Carboxylsduren

1.5.1 Schliisselenzyme der Phosphonat-Biosynthese

Der Initiationsschritt der Phosphonat-Biosynthese verlauft in fast allen Phosphonat-Produzenten
identisch (111). Am Beginn der Synthese steht die Umwandlung von Phosphoenolpyruvat (Pep) zu
Phosphonopyruvat (PnPy) (Abbildung 4), katalysiert durch die Phosphonenolpyruvat-Mutase (PepM)
(112). Laut vorgeschlagenem Mechanismus erfolgt die Umwandlung durch einen dissoziativen Prozess:
Die Phosphatgruppe spaltet sich von Pep ab, sodass sich ein Metaphosphat-Intermediat, das von der
PepM stabilisiert wird, sowie eine Carboxylsaure mit einer C-C-Doppelbindung bildet (112). Die Bindung
des Metaphosphat-Intermediates an die Carboxylsaure erfolgt durch einen nukleophilen Angriff auf das
Phosphoratom, sodass PnPy entsteht (112). Die Reaktion wird vom darauffolgenden Schritt angetrieben,
der Umwandlung von PnPy in Phosphonoacetaldehyd durch die PnPy-Decarboxylase (PnpyD) unter
Abspaltung von CO, (112).
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Abbildung 4: Initiation der Phosphonatsynthese mit vorgeschlagenem Ubergangszustand. PepM katalysiert die
Konversion von Pep zu PnPy, wobei der Ubergang iiber ein Metaphosphat-Intermediat erfolgt. Der Schritt wird von
der nachfolgenden Decarboxylierung getrieben. Modlifiziert nach (112).

Dadurch, dass der Initiationsschritt der Phosphonat-Biosynthese fast immer gleich ablauft und von
PepM katalysiert wird, kann nach dem Gen, das fiir PepM kodiert (pepM), gesucht werden, um
Phosphonat-Verbindungen zu finden (113). Durch das Screening von 10.000 Aktinomycetenstammen
nach pepM und anschlieRende Analyse mit 3'P-NMR haben Ju et al. elf neue Phosphonatverbindungen

entdeckt (113). 5% aller gescreenten Aktinomycetengenome enthielten Homologe von pepM (114).

1.5.2 Maedizinisch und landwirtschaftlich relevante Beispiele fiir Phosphonate

Fosfomycin (Abbildung 5) ist ein Breitband-Antibiotikum, das die Zellwandsynthese inhibiert (115). Als
Analogon des Phosphoenolpyruvats bildet Fosfomycin einen sehr stabilen Komplex mit der UDP-GIcNAc-
3-Enolpyruvyl-Transferase, die den ersten Schritt der Zellwandsynthese katalysiert (115). Dadurch
kénnen UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) und Phosphoenolpyruvat nicht mehr zu UDP-GIcNAc-3-
Enolpyryvyl-Ether umgesetzt werden (115). Die Aktivitdt von Fosfomycin ist allerdings nicht auf die
Phosphonatgruppe, sondern auf den reaktiven Epoxidring zuriickzufiihren (115). Zum Eintritt in die Zelle
nutzt Fosfomycin das L-a-Glycerophosphat-Transportsystem oder das Hexose-Phosphat
Aufnahmesystem (115). Fosfomycin wurde erstmals aus Streptomyces fradiae (ATCC 21096),
Streptomyces viridochromogenes (ATCC21240) und Streptomyces wedmorensis (ATCC21239) isoliert
(116). Die WHO hat Fosfomycin 2017 als Reserveantibiotikum eingestuft (117).

0
Me P\\OH
N7. ©H
Y e
H O H

Abbildung 5: Chemische Struktur von Fosfomycin (115).
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Dehydrophos (Abbildung 6) wurde erstmals aus Streptomyces luridus NRRL 15101 isoliert (118). Nach
der Patentierung 1984 (118) wurde die Struktur mehrfach korrigiert und umbenannt, zuletzt 2007 (119).
Dehydrophos ist ein O-methyliertes Vinylphosphonat, das (iber eine Amidbindung an ein Glycin-Leucin-
Dipeptid gebunden ist (119). Vermutlich ist die Voraussetzung fiir die Aktivitat gegen Gram-positive und
Gram-negative Bakterien die Hydrolyse der C-terminalen Amid-Bindung (120), wobei das freiwerdende

Methylacetylphosphonat als Inhibitor der Pyruvat-Dehydrogenase und Puyruvat-Oxidase fungiert (120).

PP
HZNW : a
:ﬁ/ 0
Abbildung 6: Chemische Struktur von Dehydrophos (119).

Phosacetamycin (Abbildung 7) zeigt Aktivitdt gegen Pilze, Gram-positive und Gram-negative Bakterien
(121). Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht aufgeklart (121). Phosacetamycin wird von
Streptomyces aureus NRRL B-2808 produziert. Die Verbindung wurde 2013 mithilfe einer auf
Spektrometrie basierten Methode zum Screenen nach Phosphonaten entdeckt (121). Diese Methode
beruht darauf, dass Phosphonate im Massenspektrum spezifische Peaks bei 63 (PO,) und 79 (PO3’) m/z

verursachen (121).

Abbildung 7: Chemische Struktur von Phosacetamycin (121).

Fosmidomycin (Abbildung 8 (a)) und FR900098 (Abbildung 8 (b)) aus Streptomyces rubellominus
gehoren zur Gruppe der N-Hydroxypropylphosphonate (122). Diese attackieren die Reduktoisomerase
der 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat (DOXP) Synthese, die ein Zwischenschritt der Isoprensynthese ist
(123). Klinische Studien zeigen, dass die Verbindungen bei geringer Zytotoxizitdt gegen den Malaria-

Erreger Plasmodium falsiparum wirken (124).

o 0
I Pre )k PoH
N/\/\F{/OH N/\/\P/
| I | Il
(a) OH 0] (b) OH 0

Abbildung 8: Chemische Strukturen von (a) Fosmidomycin (125) und (b) FR900098 (126).

Das Tripeptid K-26 (Abbildung 9) besteht aus acetyliertem L-Isoleucin, L-Tyrosin und 1(R)-1-Amino-2-(4-
hydroxyphenyl)-Ethylphosphonat (127). K-26 inhibiert das Angiotensin I-umsetzende Enzym (127).
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Angiotensin |l ist ein Hormon, das an der Regulierung des Blutdrucks beteiligt ist (128). Dementsprechend
wird K-26 zur Behandlung von Herz-Kreislauferkrankungen eingesetzt (129). Die Isolierung erfolgte aus
Actinomyces sp. K-26 (127). Im Gegensatz zu anderen Phosphonaten beginnt die Biosynthese von K-26

nicht mit Phosphoenolpyruvat (PEP, s. 1.5.1), sondern das Molekdl leitet sich von Tyrosin ab (130).

OH
0 0
\m/ ~" >N ~~ "\ OH
= H = OH

Abbildung 9: Chemische Struktur von K-26 (129).

Die Phosphinothricingruppe kommt in verschiedenen Peptid-Verbindungen vor (111).

Phosphinothricin-Verbindungen inhibieren als Glutamat-Analoga die Glutamin-Synthetase (131, 132).
Aufgrund ihrer Rolle bei der pH-Homdoostase in Pflanzen, wirken Phosphinothricine stark herbizid (133).

Der herbizide Effekt ist mitunter auf die Akkumulation von Ammonium zurtickzufiihren (134, 135).

Produziert  wird Phosphinothricin u.a. von Streptomyces viridochromogenes als

Phosphinothricintripeptid (131) (PT-Ala-Ala, Abbildung 10 (a)) und von K. phosalacinea als Phosalacin
(PT-Ala-Leu, Abbildung 10 (b)) (136). S. hygroscopicus ist ebenfalls in der Lage, PT-Ala-Ala zu produzieren
(137). AuBerdem produziert dieser Stamm das Tetrapeptid Trialaphos (PT-Ala-Ala-Ala, Abbildung 10 (c))

(138).
0 - 0 0
o = O 0 H = il
N - /ﬂ\V/A\V/g\ HO N\W/A\N/H\Y/A\V/ﬁ\OH
HO \"/\N - \“OH N 2 OH
H = OH 0 NH,
(a) O NH; (b)
= 0 = 0
\"/\N \"/\N - \“CH,
H H 2 OH
0 0 NH,

Abbildung 10: Chemische Strukturen von (a) Phosphinothricintripepid/Bialaphos (137), (b) Phosalacin (139)
und (c) Trialaphos (138).

Das ebenfalls herbizid wirkende, allerdings synthetisch hergestellte Glyphosat (Abbildung 11) inhibiert
als PEP-Analogon den Shikimat-Syntheseweg fiir aromatische Aminosduren, indem es die 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase blockiert (140). Da dieses Enzym nur in Pflanzen und einigen

Mikroorganismen vorkommt, wirkt Glyphosat fast ausschlieRlich herbizid (140). Glyphosat wird unter
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dem Namen ,,Roundup” vom Saatguthersteller Monsanto (141), der seit 2018 zu Bayer gehort (142),

vertrieben. Es ist das meistgenutzte Herbizid weltweit (140).
0
I KA
HO N\ 0OH
OH

Abbildung 11: Chemische Struktur von Glyphosat (140).

1.5.3 Die Klasse der Nukleosid-Phosphonate

Eine in der Medizin haufig verwendete Therapeutikagruppe, die zur Bekdampfung viraler Infekte
eingesetzt wird, sind die Nukleosid-Phosphonate (143). Die Wirkung von Nukleosid-Phosphonaten
beruht auf der Ahnlichkeit zu Nukleotiden (144). Die virale DNA-Polymerase sowie die reverse
Transkriptase inkorporieren Nukleosid-Phosphonate anstelle von Nukleotiden in die DNA (144). Die
dadurch leicht verdnderte DNA-Konformation fiihrt zu falschen Basenpaarungen (144), woraus die
Termination der Transkriptionsreaktion bzw. der DNA-Replikation resultiert (146). Nukleosid-
Phosphonate zeigen eine héhere Affinitat zur viralen gegeniiber der zellularen DNA-Polymerasen im
Vergleich zu Nukleotiden (145).

Ihr erster Vertreter, (S)-9-(3-Hydroxy-2-phosphonyl-methoxypropyl)adenin, ((S)-HPMPA, (Abbildung 12
(a)), der 1986 synthetisiert wurde, zeigt ein breites Wirkspektrum gegen DNA-Viren (147).

1996 kam das erste Nukleosid-Phosphonat, ein Deoxycytidinphosphonat, (Cidofovir, Abbildung 12 (b))
auf den Markt (148), das noch heute zur Behandlung von diversen viralen Infektionen verwendet wird
(143). Es wird insbesondere gegen den humanen Cytomegalovirus (CMV) eingesetzt (149), da es
spezifisch die DNA-Synthese und -Replikation des CMV inhibiert (150). Daneben wurde auch eine
antitumorale Aktivitdt von Cidofovir nachgewiesen (151-154).

Adefovir [9-(2-Phosphonylmethoxyethyl)adenin] (Abbildung 12 (c)) wirkt gegen DNA- und RNA-Viren
und wird insbesondere gegen den Hepatitis B Virus eingesetzt (155). Zudem induziert es die
Differenzierung verschiedener Tumorzellen (156) u.a. inhibiert es das Choriokarzinom-Wachstum (157).
Das Deoxyadenosin Tenofovir, (R)-9-(2-Phosphonylmethoxypropyl)adenin, (Abbildung 12 (c)) wirkt
gegen Retroviren (158) und ist das erfolgreichste Medikament zur Behandlung von HIV Infektionen
weltweit (145). Resistenzen haben sich seit Markteinfiihrung kaum ausgebildet (145).

Bisher wurden alle Vertreter dieser Klasse synthetisch hergestellt. Es ist kein natirlicher Nukleosid-

Phosphonat-Biosyntheseweg bekannt (143).
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Einleitung
NH, NH, NH,
NZ SN NH
A\ 2 3 N
X | > | /J\ N | \>
N N~ "0 NZ |\
HO o HO o N\ N
¥ o ¥ o I\ | Ho o N
HO— P~ HO— P~ N N NS o
HQ 0 \) Ho—P~_
(a) HO (b) HO (c) HO~PN0 (d)

Abbildung 12: Strukturen der Nukleosid-Phosphonate (a) (S)-HPMPA, (b) Cidofovir, (c) Adefovir und (d)
Tenofovir Modifiziert nach (143).

Bei der groRen Anzahl an moglichen BGCs in Aktinomyceten, sollten bisher wenig untersuchte
Stoffklassen wie Phosphonate priorisiert werden, um das Risiko von Wiederentdeckungen zu

vermeiden. Die genannten Beispiele zeigen, welch strukturelle Vielfalt und unterschiedliche Wirkweisen

Phosphonate aufweisen.
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2 Ziel der Arbeit

Im ersten Teil des Projekts sollen zum Finden neuer Antibiotika unbekannte Aktinomycetenstamme in
Indonesien isoliert werden. Zudem soll eine Pipeline etabliert werden, um potenzielle Antibiotika-
Produzenten zu priorisieren. Dazu sollen die neu isolierten Stamme sowie die indonesischen
Aktinomyceten der Tlbinger Stammsammlung anhand ihrer Bioaktivitdt sowie ihrer taxonomischen
Einordnung charakterisiert werden. Das Gesamtgenom der ausgewahlten Stamme soll sequenziert und
mithilfe von Genome Mining auf Antibiotikabiosynthesecluster untersucht werden. Bioaktive
Sekundarmetabolite der potenziellen Antibiotika-Produzenten sollen mittels molekular- und
mikrobiologischer Methoden ermittelt und seine Wirkweise naher bestimmt werden.

Im zweiten Teil des Projekts soll eine Methode entwickelt werden, um das volle Potential der
Aktinomyceten in Form von stillen Genclustern zu erschlieRfen. Zur Aktivierung der Expression stiller
Gencluster soll der SARP-Regulator PapR2 aus Streptomyces pristinaespiralis in Testorganismen
eingebracht werden. Die Aktivierung des Undecylprodigiosin-Biosynthesegenclusters in Streptomyces
lividans durch PapR2 konnte bereits beobachtet werden und soll durch weitere Experimente auf
genetischer Ebene untersucht werden. Des Weiteren soll die Funktion von PapR2 als Aktivator an den
hier untersuchten Aktinomyceten nachgewiesen werden. Die erfolgreiche Aktivierung stiller

Biosynthesegencluster soll hierbei als Machbarkeitsnachweis dienen.
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3  Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

Stamm Genotyp/Phinotyp Herkunft/Referenz
E. coli
endAl, hsdR17 (r«i2~ mgi2*), supE44, thi-1, recAl,
Novablue gyrA96, relAl, lac F'[proA*B* lacl"’ZAM15::Tn10] | Merck Millipore
(Tetracyclin®)
ET12567/pUZ8002 F, dam—13::Tn9, dmc—6, hsdM, hsdR, lacY1, aphll Muth, pers. Mitt.
laclg, rrnB3, del(lacZ4787), hsdR514, attP22(EcoB),
del(araBAD)567, del(rhaBAD)568, rph-1, del(phnC-
WM6242 (159)
P), del(phoA), HK- attB::pJKO77(del aadA-oriR6K),
lambda-attB::pJK074(delcat-oriR6K)
Kitasatospora
Tubinger
Ti4103 WT
Stammsammlung
Tu4103 pRM4 WT + pRM4, acclV Diese Arbeit
Ti4103 pRM4/papR2 | papR2-Uberexpressionsstamm, acclV Diese Arbeit
Streptomyces
Tubinger
TG4097 WT
Stammsammlung
Tu4097 pRM4 WT + pRM4, acclV Diese Arbeit
Ti4097 pRM4/papR2 | papR2-Uberexpressionsstamm, acclV Diese Arbeit
Tubinger
Ti4100 WT
Stammsammlung
Tu4100 pRM4 WT + pRM4, acclV Diese Arbeit
Ti4100 pRM4/papR2 | papR2-Uberexpressionsstamm, acclV Diese Arbeit
Tubinger
Ti4106 WT
Stammsammlung
Tu4106 pRM4 WT + pRM4, acclV Diese Arbeit
Ti4106 pRM4/papR2 | papR2-Uberexpressionsstamm, acclV Diese Arbeit
11 WT Diese Arbeit




13 WT Diese Arbeit
14 WT Diese Arbeit
I5 WT Diese Arbeit
16 WT Diese Arbeit
17 WT Diese Arbeit
18 WT Diese Arbeit
19 WT Diese Arbeit
110 WT Diese Arbeit
S. lividans TK64 SLP2" SLP3 pro-2 str-6 (160)
S. lividans TK64ArecA | aphll, bla, Genunterbrechung in recA (161)

E. Stegmann, pers.
A. japonicum WT

Mitt.
A. japonicum/radAex | WT + pRM4/radAex Diese Arbeit
S. coelicolor M145 A3(2) + chromosomale M145 DNA, prototroph (162)
S. coelicolor/radAex M145 + pRM4/radAex Diese Arbeit

3.1.2 Ndhrmedien

Alle Angaben pro 1 L H2Ogeion. Flr Festmedien wurden 16 g/L Agar zugegeben.
Luria Broth (LB)

LB Pulver 8¢g

R5

Saccharose 103 g
Glucose 10g
K2S04 0,25¢
MgCl, 10,12 g
Casaminosauren 01g
Hefeextrakt 5¢g

TES 573¢g
Spurenelementlésung 2mL

In 955 mL H;O0geion l6sen; pH 7,2; nach Autoklavieren getrennt zugeben:
1 M CaCl, 20 ml
0,54% KH2PO4 10 mL

20% L-Prolin 15 mL
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S

Pepton 4g
Hefeextrakt 4g
KaHPO4 4g
KH2PO4 2g
Glycin 10g
in 800 mL H;04eion l6sen; nach Autoklavieren getrennt zugeben:
Glucose 10g
MgSO, 05¢g
YT

Trypton 16¢g
Hefextrakt 10g
NacCl 5g
NL 19

Mannitol 20g
Sojamehl vollfett 20g
pH 7,5

NL200

Mannitol 20g
Maisstarkepulver 20g
pH 7,5

NL300

Mannitol 20g
Baumwollsamen 20g
pH 7,5

NL400

Glucose 10g
Starke 20g
Bacto Peptone 3g
Fleischextrakt 3g
Hefeextrakt 5¢g
CaCOs 3g

pH 7,0
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NL410

Glucose 10g
Glycerin 10g
Hafermehl 5g
Sojamehl 10g
Hefextrakt 5g
Casaminosaduren 5g
CaCOs 5g
pH 7,3

NL 500

Starke (l6slich) 10g
Glucose 10g
Glycerin 10g
Fischmehl 15¢
Seesalz 10g

pH auf 8,0 einstellen, nach 1 h auf pH 8,0 nachtitrieren; entspricht pH 6,6 nach Autoklavieren

NL 550

Starke (l6slich) 10g
Glucose 10g
Pepton aus Casein 5g
Maisstarkepulver 2,5¢
CaCOs 2g
Seesalz 10g

pH auf 8,0 einstellen, nach 1 h auf pH 8,0 nachtitrieren; entspricht pH 6,6 nach Autoklavieren

NL800

Glucose 5g
Glycerin 10g
Starke (I6slich) 10g
Sojamehl vollfett 5g
Hefeextrakt 2g
NacCl lg
CaCOs 1g
pH 7,2

oM

Hafermehl 20g
Spurenelementlésung 5mL

pH 7,3
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MS

Mannitol
Sojamehl vollfett
(CaCly)

SGG

Starke (l6slich)
Glucose

Glycerin
Maisstarkepulver
Bacto Pepton
Hefeextrakt

NaCl

CaCos

pH7,3

HM
Malzextrakt
Hefeextrakt
Glucose

pH 7,3

YEME
Hefeextrakt
Bacto Pepton
Malzextrakt
Glucose
Saccharose

nach Autoklavieren zugeben: 2 mL 2,5 M MgCl, x6 H,0

Minimalmedium (MM)
Asparagin

KaHPO4

KOH

MgS04 x 7 H,0

FeS04 x 7 H,0

Glucose

20g
20g
2g

10g
10g
10g
25¢g
58
2g
lg
3g

10g

58
4g

3g
58
3g
10g
340 g

05g
05g
0,3g
02g
0,01g
10g

19
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HV

Huminsaure
Thiamin-HCl
Riboflavin

Niacin
Pyrodoxin-HCl
Inositol
Ca-Panthotheinat
p-Aminobenzoesaure
Biotin

CaCos

FeSOasx 7 H,0O

KCl

MgS04 x 7 H,O
Na;HPO,
Cycloheximid
Agar

pH 7,2

SYP2

Starke
Hefeextrakt
Pepton

NaCl
Cycloheximid

SDS-Hefe

Phosphatpuffer pH 7,0

Hefeextrakt
SDS

1 g gelost in 40 ml 0,4% NaOH
0,5mg
0,5mg
0,5mg
0,5mg
0,5mg
0,5mg
0,5mg
0,25 mg
0,02¢g
0,01lg
171¢g
0,05g
05g
5mg
18¢g

lg
O4¢g
02g
2g
5mg

6 mL

6g
50 mg

Antibiotika-Testmedium fiir B. subtilis

KH2PO4

K2HPO4
Tri-Na-Citrat x 2 H,O
MgS04x 7 H,0
(NH.)2S04

Glucose

3g
78
05g
01g
lg
2g
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Sporulationsmedium fiir B. subtilis

FeCls;x 6 H,0O
MnCl,x 2 H,0
NH4CI

Na;S04
KH2PO4

CaCl,

NHzNO;
MgCl,x 6 H,O
Glucose
Na-L-Glutamat x H,O
pH7,1

KIV
Malzextrakt
pH 6,0

Miiller-Hinton
Fleischextrakt
Caseinhydrolysat
Starke

Agar

pH 7,0

Saboraud
Dextrose
Pepton
Agar

pH 5,6

NB-Weichagar
NB-Pulver
Agar

1mg
14,5 mg
540 mg
105 mg
87 mg
194,7 mg
96 mg
8,3 mg
2g

19¢g

20g

2g
17,5g
1,5g
18¢g

40 g
10g
18¢g

8g
58

3.1.3 Plasmide und Vektoren
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Plasmid/Vektor | Relevante Eigenschaften GroBe (kb) | Referenz

pDrive aphll, aaclV, Plac, lacZ’ 3,9 QIAGEN

pGUS21 Kloniervektor, aaclV, gusA 5,4 (163)

pGUS21/ApepM | pGUS21-Derivat, Deletionskonstrukt fiir pepM | 7,9 Diese Arbeit
pUC-Derivat, aphll, lacZ’ a-

pK18 , 2,7 (164)
Komplementationssystem

pK18/ApepMthio | pK18, thio?, Mutationskonstrukt fir pepM 6,2 Diese Arbeit
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Plasmid/Vektor | Relevante Eigenschaften GroRBe (kb) | Referenz
pRM4 Integrativer Kloniervektor, pSET152ermEp* | 6,0 (165)
Derivat (OC31 ermEp* Promotor, acclV) mit
artifizieller RBS
pRM4/radA pRM4-Derivat, Expression von radA 7,6 Diese Arbeit
pRM4/papR2 pRM4-Derivat, Expression von papR2 7,4 Diese Arbeit

3.1.4 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden von der Firma Integrated DNA Technologies

bezogen.

Primername Sequenz (5’-3’) Tm (°C) Verwendung
16Sfw CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTC 63 )

Nachweis von cDNA
16Srv GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT 60
27Fbac AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 53 Sequenzierprimer  fir

] taxonomische

1492Runi TACGGTTACCTTACGACTT 54 Einordnung
RTpepMrv CCTGAACGGTTCCGAGGTCAT 60 Transkriptionsanalyse
RTpepMfw TGGTACGAGCGGACCATGTG 60 von pepM
pepMupfw ATGAATTCTTCCCGGAGCTGGTGTTCTG 62 Erzeugung des pepM-
pepMuprv ATTCTAGAGGATGACCTCGGAACCGTTC 61 Deletionskonstrukts
pepMdofw TTCTAGAGCGTGATCTACGCCAACCAG 61 Erzeugung des pepM-
pepMdorv TTCTTGCCGCCCATCTCCAG 63 Deletionskonstrukts
RadAfw TGGCTGCCCGTACCAAGACCACCGCCAA 72 Erzeugung eines

Konstrukts zur
RadArv ATAAGCTTTCAGCCCAGTTCGTCCGAGT 66 heterologen Expression
RTpepMrv CCTGAACGGTTCCGAGGTCAT 60 Transkriptionsanalyse
RTpepMfw TGGTACGAGCGGACCATGTG 60 pepM
RT_kph4_fw GAGCAGCTTCTGGAGGCC 59
RT_kph4_rv CTCCAACTGGACGAGCTG 56
RT_kph5_fw GAGACCTCCACCACCTTCATG 57
RT_kph5_rv CAGGACATCTACACCGCCAC 58
RT_kph6_fw GTGGTGGCGCTGTGGAGC 59
RT_kph6_rv CCAGTCCACGTCCAGCAC 62 o
RT kph12 fw GGTTGTTGACCAGCTCGTGC 59 Z:’r ”Sk“pt(')‘;}‘ssa”a'ysjes
RT_kph12 rv CAGACCCACAAGGGCGAG 59 Phosphonat-Clusters
RT_kphi13_fw CAGTTGGCGATATCGCTGC 57
RT_kph13_rv CCAGCACCTGGTCGAGTTG 58
RT_kphl7 fw GATCTCGTTCAGCGCGCC 57
RT _kphl7 rv GTCGGCGTCTCCAACTACTC 59
RT_kph19 fw GTGAGTTGGCCGCCGGTG 59
RT_kph19 rv CACCTGCGGGTTCACCAG 62
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Primername Sequenz (5’-3’) Tm(°C) Verwendung
RT_kph20_fw CATCTGGTCGATCACCCGGG 61
RT_kph20_rv GCAGGCCGTGGTCCTGATG 60
RT_kph21_fw CGGCTCCGGGTCGAACAG 62
RT_kph21_rv GGCGAGCCGCTGATCGTG 61
RT_kph24_fw GTCTGCACCTGCCTGCCG 62
RT_kph24_rv GAAGGCGGTGCCGGACAG 62
RT_kph26_fw GTTCGTTGAGGTGGCAGACG 57
RT_kph26_rv GCGAGGAGTTCCACGACTAC 59
RT_kph27 fw GTGCAGGACATGTCGCCC 62
RT_kph27 rv GCGTCTTCTCCCTGCGCG 59
RT_kph28_fw GTCAGTCCGGAGAGCTCGCC 61
RT_kph28_rv GGTGCTGGACGGTGACGAG 62
RT_kph29 fw CTGGTTGTAGCGCATCGGG 59
RT_kph29 _rv GTCGCGCTCTGGGTCGAC 61
RT_kph31_fw CATCACGATCAGGTCGCTG 56
RT_kph31_rv GACCGGGACGAACTGGAG 58
3.1.5 Puffer und Losungen
TAE-Puffer Tris 40 mM
Na-Acetat 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8,0

Orange G-Auftragemix Tris/HCI 10 mM
Xylencyonol 0,03% w/v
Orange G 0,2% w/v
Glycerin 60% w/v
EDTA 6 mM
pH 7,5

Ethidiumbromidfarbelésung

Herstellung kompetenter Zellen

Ethidiumbromid (EtBr)

CaClz

Glycin

5 P-g/ml- in HZOdeion

100 mM
15% v/w
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Puffer fur alkalische Lyse P1 Tris 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 10 pug/mL
pH 8,0
P2 NaOH 0,2M
SDS 0,1%
P3 K-Acetat 3M
pH 5,2
P-Puffer Saccharose 10%
Spurenelementldsung 2%
K2SO4 1,4 mM
MgCl, 10 mM
KH,PO, 0,4 mm
CaCl, 2,5 mM
TES 25 mM

Alle Loésungen werden getrennt autoklaviert.

T-Puffer PEG 2000 3g
P-Puffer 10 mL

Spurenelementlésung FeCl; x 6 H,0 200 mg
Na;B407 x 10 H,0 10 mg
(NH4)6M07024 x 4 H,0 10 mg
CuCl; x 2 H,0 10 mg
MnCl, x 4 H,0 10 mg
ZnCls 40 mg

auf 1 L mit H2O4eion auffiillen

Sporenisolierungslosung Glycerin 20%

Tween80 0,1%
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TE-Puffer

RNAse-Killer

Kirby-Mix

Phosphatpuffer

Tris/HCI
EDTA
pH 8,0

NaOH
EDTA

N-Lauroylsarcosin
Na-p-Aminosalicylsdure

Phenol-Chloroform (1:1 pH 7)

Tris/HCI
pH 8,3

1 M KH,PO,
1 M K;HPO,

10 mM
1mM

40 mM
1mM

1% w/v
6% w/v
6% w/v
50 mM

67% v/v
33% v/v

pH 7,0 mit 1 M KH,PO, einstellen

3.1.6 Antibiotika und Zusatze zu Selektivplatten und -medien
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Antibiotikum/Zusatz Arbeitskonzentration Losungsmittel Bezug
Actinomycin D 10 pg/mL Methanol Serva
Ampicillin 150 pg/mL H204eion Sigma

100 pg/mL fiir E. coli
Apramycin H3Odeion Sigma

50 pg/mL fur S. spp.
Bacitracin 100 pg/mL H20deion Applichem
Chloramphenicol 25 pg/mL 70% EtOH Serva
Erythromycin 50 pg/mL 70% EtOH Roth
Fosfomycin 50 pg/mL H3Odeion Sigma
Gentamycin 20 pg/mL H3Odeion Sigma
IPTG 200 pg/mL H204eion Sigma
Kanamycin 50 pg/mL H3Odeion Sigma
Nalidixinsaure 30 pug/mL 0,2 M NaOH Applichem
Nystatin 50 pg/mL MeOH Calbiochem
Penicillin 50 pg/mL H204eion Roth
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Antibiotikum/Zusatz Arbeitskonzentration Losungsmittel Bezug
PTT 200 pg/mL H204eion Alfa Aesar
Streptomycin 50 pg/mL H3Odeion Sigma
Tetracyclin 25 pg/mL 70% EtOH Serva
Thiostrepton 50 pg/mL DMSO Sigma
Vancomycin 50 pg/mL H3Odeion Sigma
X-Gal 20 pg/mL DMF Applichem

3.1.7 Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Agar Sigma
Bacto Pepton BD
Baumwollsamen Merck
Bromphenolblau Serva
CaCl, Roth
CaCOs Merck
Casaminosdauren BD
Caseinhydrolysat Sigma
CuCly x 2 H,O Fluka
Cycloheximid Serva
Dextrose Roth
DMSO Merck
EDTA Merck
Ethidiumbromid Roth
Ethylacetat Merck
EtOH Merck
FeSO4x 7 H,O Merck
Ficoll-400 Sigma
Fischmehl Sigma
Fleischextrakt Difco
Glucose Sigma
Glycerin Merck
Glycin Applichem

Hafermehl Holo
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Chemikalie
Hefeextrakt
Huminsaure

Inositol

KoHPO4

K,SO4

K-Acetat

KCl

KH2PO,4

LB-Pulver

L-Prolin
Maisstarkepulver
Malzextrakt
Mannitol

MeOH

MgCl,

MgSO4 x 7 H,0
MOPS

Na;HPO,4

Na,SO4

Na-Acetat

NaCl

NaOH
Natrium-L-Glutamat
Na-p-Aminosalicylsdure
NB-Pulver

NH.CI

(NH4)6M07024 x 4 H,0
NH4NO3

(NH4).S0,
p-Aminobenzoesaure
PEG 2000

Pepton

Pepton aus Casein

Phenol-Chloroform (1:1 pH 7)

Bezugsquelle
Oxoid
Sigma
Fluka
Fisher
Riedel-de Haen
Applichem
Sigma
Calbiochem
Sigma
Applichem
Sigma
Oxoid
Merck
Merck
Merck
Fisher
Roth
Merck
Sigma
Roth
Sigma
VWR
Merck
Fluka

BD

Roth
Merck
Merck
Roth
Merck
Merck
BD
Merck
Roth

27
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Chemikalie Bezugsquelle

Riboflavin Merck

Saccharose Roth

Salzsdure Fisher

SDS Serva

Seesalz Sigma

Sojamehl vollfett Hensel

Starke (I6slich) Sigma

TES Applichem

Thiamin-HCI Serva

Tri-Na-Citrat x 2H,0 Normapur

Tris Fluka

Trypton BD

ZnCl3 Merck

3.1.8 Kits
Kit Verwendung Hersteller
Genomic-tip 100/G-Kit Isolierung genomischer DNA Qiagen

Microspin S-400 HR Columns

Aufreinigung von PCR-Produkten

GE Healthcare

Direktklonierung von Tag-

PCR Cloning Kit Qiagen
generierten PCR Produkten

peqGold Bacterial DNA Kit Isolierung genomischer DNA peqglab

peqGold Gel Extraction Kit Gelextraktion von DNA peqglab

Pure Yield Plasmid Midiprep System Midiprap von Plasmiden Promega

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Herstellung von cDNA

ThermoFisher

Tag DNA-Polymerase Kit mit Coral Load

PCR-Puffer

3.1.9 Enzyme

PCR

Enzym Bezugsquelle
Achromopeptidase Sigma

DNase | (RNase frei) Fermentas
Hiihnereiweillysozym Serva

Qiagen
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Enzym Bezugsquelle

Proteinase K Roth

Restriktionsendonukleasen Thermo Fisher und New England Biolabs
RNAse A Thermo Fisher

T4-Ligase Fermentas

Tag-DNA-Polymerase Genaxxon

3.2 Isolierung von Aktinomyceten aus Bodenproben

Die eine Woche an der Luft getrocknete, unsterile Bodenprobe wird mit Moérser und Stol3el zerkleinert
und durch ein Sieb mit 500 um groBen Maschen gesiebt. 0,5 g der Probe wird in 5 mL H;Ogeion Suspendiert
und mit HyOgeion auf das 10°2-, 102- und 103-fache verdiinnt. Jeweils 200 L der Suspensionen werden
auf HV-Agarplatten ausgestrichen und bei 27°C zwei bis drei Wochen inkubiert. Die Einzelklone werden
auf SYP2-Agarplatten Ubertragen und kénnen anschlieRend fir Bioaktivitatstests eingesetzt werden.
Durch die im Folgenden beschriebenen Methoden kann auf spezielle Aktinomyceten selektioniert

werden. Die Vorbehandlungen finden vor dem Suspendieren der Bodenproben statt.

3.2.1 Isolierung von Streptomyceten durch Trockenhitze

Mit der Trockenhitzemethode kdnnen speziell Streptomyceten aus Bodenproben isoliert werden, da nur
die hitzetoleranten Sporen die Hitze Gberleben.
Die Probe wird bei 100°C fiir 40 min inkubiert und in einem Desikkator auf 27°C abgekihlt. Eine

Spatelspitze wird auf HV-Agarplatten verteilt und der Ansatz bei 27°C zwei bis drei Wochen inkubiert.

3.2.2 Isolierung von Streptomyceten durch die SDS-Hefemethode

Mit der SDS-Hefemethode kénnen Streptomyceten aus Bodenproben isoliert werden, da nur Sporen die
Behandlung mit dem Detergens SDS Uiberleben. Der Hefeextrakt initiiert das Auskeimen der Spore.

0,5 g der Probe werden mit 5 mL H2Og4eion Vermischt und fiir 30 s gevortext. Die Probe wird fiir 30 s stehen
gelassen, damit sich die festen Bestandteile absetzen. Daraufhin werden sofort 500 pL des Uberstandes
in 4,5 mL SDS-Hefemedium {berimpft. Die Kultur wird fir 20 min bei 40°C inkubiert, um die
Sporenauskeimung zu induzieren, und dann mit H,Ogeion zehn-, 100- und 1000-fach verdiinnt. Jeweils
200 pL der Suspensionen werden auf HV-Agarplatten ausgestrichen und bei 27°C zwei bis drei Wochen

inkubiert.
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3.3 Anzucht und Aufbewahrung

3.3.1 Anzucht von Escherichia coli

Definierte Mengen LB Medium, bei Bedarf mit Antibiotika-Zugabe, werden im Reagenzglas oder im
Erlenmeyerkolben mit einer E. coli-Flissigkultur, einem Glycerinstock oder mit einer Einzelkolonie
beimpft und (/N bei 37°C und 180 rpm im Luftschittler inkubiert.

Fiir Wachstum auf Festmedien werden E. coli-Zellen aus einer Flissigkultur, einem Glycerinstock oder

eine Einzelkolonie auf Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C i/N inkubiert.

3.3.2 Anzucht von Aktinomyceten

Definierte Mengen Medium, bei Bedarf mit Antibiotika-Zusatz, werden im Erlenmeyerkolben mit
Schikane und Metallspirale aus einer Flussigkultur, einem Glycerinstock, einer Sporensuspension oder
mit einem bewachsenen Agarblock beimpft und fiir ein bis sieben Tage bei 27°C und 180 rpm im
Luftschittler inkubiert.

Fiir Wachstum auf Festmedien werden Streptomyceten-Zellen aus einer Flissigkultur, einem
Glycerinstock, einer Sporensuspension oder eine Einzelkolonie auf Agarplatten ausgestrichen und bei

27°C fir drei bis sieben Tage inkubiert.

3.3.3 Aufbewahrung in Glycerol

Eine Bakterienkultur wird im Verhaltnis 4:1 mit 90%igem Glycerol gemischt und bei -20°C eingefroren.

3.3.4 Isolierung von Streptomycetensporen

Die Streptomyceten werden auf MS-Platten ausgestrichen und bis zur Sporulation bei 27°C inkubiert.
Auf die Agaroberflache werden 5 mL einer Sporenisolierungslosung gegeben und die Sporen mit einer
Glaspipette abgeschwemmt. Die Sporen werden durch sterile Watte filtriert, um Mycelreste
abzutrennen, und anschliefend durch Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 10 min pelletiert. Die Sporen
werden in 0,5-1 mL 50% Glycerin resuspendiert und kdnnen in Schraubdeckelgefdllen bei -20°C gelagert

werden.
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3.4 Bioaktivitatstests

3.4.1 Blockchentest

Ein gangiger und einfacher Test, mit dem die Bioaktivitdt von Mikroorganismen getestet werden kann,
ist der Bléckchentest. Zur Feststellung der Wirkstoffproduktion werden die zu testenden Stamme auf
Agar angezogen und bewachsene runde Agarbléckchen (@ 8 mm) herausgestochen. Die Bldckchen
werden auf Bioassayplatten aufgelegt und inkubiert. Die Bioakivitat lasst sich an der Bildung von

Hemmzonen ablesen. Der Durchmesser der entstandenen Hemmhofe wird vermessen.

3.4.2 Antibiotika-Extraktion aus Festmedien

Der zu untersuchende Streptomycetenstamm wird auf Agarplatten mit Produktionsmedium
ausgestrichen und sieben bis zehn Tage bei 27°C inkubiert. AnschlieRend wird der Agar in Blockchen
geschnitten und diese in 50 mL Falcon-Tubes Uberfiihrt. Das Rohrchen wird fiir 30 min bei 13000 rpm
und RT zentrifugiert und der wissrige Uberstand abgenommen. Dieser wird in der Genevac EZ-2 Elite
(SP Scientific) auf 20% des urspriinglichen Volumens eingeengt. Der Uberstand kann fiir Bioaktivititstest

oder HPLC-Analysen verwendet werden.

3.4.3 Hemmbhoftests mit Kulturextrakt und Agariiberstand

Filterrondelle (@ 6 mm) werden in eine Petrischale gelegt und dreimal mit 20 pL Extrakt bzw. Uberstand
versetzt. Das Losungsmittel wird bei RT verdampft. Die Filterrondelle werden auf die Testplatten

aufgelegt und /N inkubiert. Der Durchmesser der entstandenen Hemmhofe wird vermessen.

3.4.4 Herstellung von Testplatten fiir Agardiffusionstests

3.4.4.1 Herstellung von Escherichia coli K12-Testplatten

In flissigen LB-Agar werden Zellen einer /N Kultur E. coli K12 im Verhéltnis 1:100 eingegossen und in
Petrischalen pipettiert. Die Platten kdonnen bei 4°C bis zu zwei Wochen aufbewahrt werden. Fir

Bioassays werden die Platten /N bei 37°C inkubiert.
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3.4.4.2 Herstellung von Escherichia coli WM6242-Testplatten

Eine G/N Kultur von E. coli WM6242 wird auf eine ODgo0=0,8 angezogen. Fliussiger LB-Agar wird mit
5 puL/mL der Kultur sowie 2 puL/mL IPTG versetzt und in Platten gegossen. Fir Bioassays werden die

Platten /N bei 37°C inkubiert.

3.4.4.3 Herstellung von Bacillus subtilis-Testplatten

Eine vier bis sieben Tage alte Kultur von B. subtilis wird geerntet (10 min, 5000 rpm, 4°C) und zweimal
mit 20 mL H;Og4eion gewaschen. Nach Aufnahme in 15 mL H2Ogeion Wird die Suspension im 70°C warmen
Wasserbad zur Abt6tung verbleibender vegetativer Zellen inkubiert. 10 mL/L der Sporensuspension
werden in B. subtilis-Testagar eingegossen. Die Agarplatten kénnen bei 4°C gelagert werden. Die

restlichen Sporen werden bei -20°C gelagert. Fur Bioassays werden die Platten (i/N bei 37°C inkubiert.

3.4.4.4 Herstellung von Micrococcus luteus-Testplatten

M. luteus-Zellen werden von einer Platte abgekratzt und flachig auf HM-Agarplatten ausgestrichen.
Diese Platten konnen direkt fir Hemmhoftests verwendet werden. Fiir Bioassays werden die Platten

U/N bei 27°C inkubiert.

3.4.4.5 Herstellung von Pseudomonas fluorescens-Testplatten

P. fluorescens-Zellen werden von einer Platte abgekratzt und flachig auf HM-Agarplatten ausgestrichen.
Diese Platten konnen direkt fir Hemmhoftests verwendet werden. Fiir Bioassays werden die Platten

U/N bei 27°C inkubiert.

3.4.4.6 Herstellung von Staphylococcus carnosus-Testplatten

In flissigen LB-Agar werden Zellen einer /N Kultur von S. carnosus im Verhaltnis 1:100 eingegossen und
in Petrischalen pipettiert. Die Platten kdnnen bei 4°C bis zu zwei Wochen aufbewahrt werden. Fir

Bioassays werden die Platten /N bei 37°C inkubiert.

3.4.4.7 Herstellung von Staphylococcus aureus-Testplatten

Eine Bodenschicht von 15 mL Miiller-Hinton-Agar wird in Petrischalen gegossen und getrocknet. Die
Bodenschicht wird mit 5 mL Mdller-Hinton-Weichagar (Agar-H2Ogeion Mischung 1:1), der 0,5 v/v% einer
G/N Kultur in LB-Medium von S. aureus enthilt, Gberschichtet. Fir Bioassays werden die Platten G/N bei

37°Cinkubiert.
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3.4.4.8 Herstellung von Candida albicans-Testplatten

Eine Bodenschicht von 15 mL Saboraud-Agar wird in Petrischalen gegossen und getrocknet. Die
Bodenschicht wird mit 5 mL Saboraud-Weichagar (Agar-H;Ogeion Mischung 1:1), der 0,5 v/v% einer (/N

Kultur von C. albicans enthilt, Gberschichtet. Fir Bioassays werden die Platten i/N bei 37°C inkubiert.

3.4.4.9 Herstellung von Saccharomyces cerevisiae-Testplatten

50 mL HM-Medium werden mit einem Glycerinstock S. cerevisiae beimpft und fiir zwei Tage als
Standkultur bei 27°C inkubiert. 10 mL/L der Kultur werden in HM-Agar eingegossen. Die Agarplatten

kénnen bei 4°C gelagert werden. Fiir Bioassays werden die Platten fiir zwei Tage bei 27°C inkubiert.

3.4.4.10 Herstellung von Botrytis cinereae-Testplatten

Ein von B. cinereae bewachsenes Agarblockchen wird auf eine KIV-Agarplatte aufgelegt. Diese Platten
koénnen direkt fir Hemmhoftests verwendet werden. Fiir Bioassays werden die Platten fiir 14 Tage bei

RT im Dunkeln inkubiert.

3.4.4.11 Herstellung von Aktinomyceten-Testplatten

Aktinomyceten-Zellen werden von einer Platte abgekratzt oder einem Glycerolstock bzw. einer
Flassigkultur entnommen und flachig auf HM-Agarplatten ausgestrichen. Diese Platten konnen direkt

fir Hemmhoftests verwendet werden. Fir Bioassays werden die Platten U/N bei 27°C inkubiert.

3.4.5 Durchfiihrung von wirkortspezifischen Bioassays

3.4.5.1 B. subtilis basierter Promotor-Reporter-Assay

Die B. subtilis basierten Promotor-Reporter-Assays wurden in der AG Prof. H. Brotz-Oesterhelt
(Universitat Tabingen) durchgefiihrt. Sie dienen dazu, den Angriffsort von Antibiotika festzustellen.

B. subtilis-Zellen sind mit induzierbaren Promotoren transformiert worden. Diese werden jeweils von
Antibiotika mit bestimmten Targets aktiviert. Daraufhin induzieren die Promotoren die Expression der
nachgeschalteten lacZ-Gene. Um eine Blaufarbung der Zellen zu ermdglichen, wird in den Agar des
Testplatte X-Gal und IPTG eingegossen. Zusatzlich wird das Wachstum der B. subtilis-Zellen durch
antibiotische Aktivitat der Probe inhibiert. So entsteht eine Hemmhofzone um die Probe. Wenn der
Promotor induziert wird, farben sich nur die Zellen am Rand dieser Zone, da bis dorthin das Antibiotikum

diffundiert ist, sodass ein blauer Ring um die Probe entsteht.
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Folgende Promotoren sind entwickelt worden: Der Promotor yorB wird durch Substanzen induziert,
welche in die DNA-Synthese eingreifen bzw. die Vorstufen fiir die DNA Synthese hemmen oder teilweise
fir Substanzen, welche in die DNA interkalieren. pps durch Substanzen wird induziert, welche in die
RNA-Synthese eingreifen. ypuA und lial werden durch Substanzen induziert, welche Zellwandstress

verursachen.

3.4.5.2 SOS-Antwort Assay mit S. lividans TK64ArecA

Das Enzym RecA ist Teil der SOS-Antwort in Bakterien. Der S. lividans Stamm TK64ArecA ist besonders
anfallig fir Antibiotika, die die DNA angreifen, da die Deletion die SOS-Antwort beeinflusst. Flr einen
Agardiffusionstest mit Agarblockchen oder Agariiberstand wird TK64ArecA bzw. TK64 WT flachig auf
HM-Festmedium ausgestrichen und fiir 10 s UV-C-Strahlung (280 bis 100 nm) ausgesetzt, um DNA-
Schadigungen zu verursachen. Auf die so vorbereiteten Testplatten werden die Proben aufgelegt. Als
Positiv-Kontrolle dient Actinomycin D oder der Actinomycin-Produzent Streptomyces antibioticus. Nach

einer Inkubation von drei Tagen bei 27°C werden die Hemmhofzonen vermessen.

3.5 DNA-Transfer bei Bakterien

3.5.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen nach der CaCl,-Methode

50 mL LB Medium werden mit 1 mL einer E. coli Novablue /N Kultur beimpft und bis zu einer ODgoo von
ca. 0,5 bei 180 rpm und im Luftschittler bei 37°C angezogen. Die Zellen werden geerntet (10 min,
5000 rpm, 4°C) und das Pellet in 5 mL eiskalter 100 mM CaCl,-Losung resuspendiert. Nach erneutem
Pelletieren werden die Zellen in 20 mL eiskalter 100 mM CaCl,-Lésung aufgenommen und 30 min auf Eis
inkubiert. Daraufhin wird ein weiteres Mal unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und das Pellet in
2 mL eiskaltem 100 mM CaCl, + 15% Glycerin resuspendiert und der Ansatz 15 min auf Eis inkubiert. Bis

zur Transformation werden die kompetenten Zellen bei -80°C gelagert.

3.5.2 Transformation von CaCl;-kompetenten E. coli-Zellen

10 pL plasmidhaltige Losung oder ein Ligationsansatz werden zu 200 pL auf Eis aufgetauter kompetenter
Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem zweimin(tigen Hitzeschock bei 42°C werden
die Zellen fur 1 h bei 37°C in 1 mL LB-Medium inkubiert. Nach Zentrifugation (1 min bei 13000 rpm und
RT) wird das Pellet in 100 pL LB-Medium aufgenommen. Die Suspension wird auf Selektionsmedien t/N

bei 37°C inkubiert.
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3.5.3 Blau-weil3-Selektion von pDrive-Transformanden

In LB-Platten werden mit 70 uL/mL 1 M IPTG und 55 pL/mL 1 M X-Gal sowie Kanamycin zur Selektion
eingegossen und die transformierten E. coli-Zellen auf Festagar ausplattiert. Die Platten werden bei 37°C

U/N inkubiert. Im Anschluss werden die weiRen Klone gepickt und fir weitere Experimente angezogen.

3.5.4 Protoplastierung und Polyethylenglycol-induzierte  Protoplasten-
transformation von Aktinomyceten

50 mL einer in S-Medium angezogenen zwei Tage alten Aktinomyceten-Kultur wird fir 10 min bei
5000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 10 mL P-Puffer mit 1 mg/mL Lysozym resuspendiert und fur
10 bis 30 min bei 37°C geschiittelt. Dabei wird der Grad der Protoplastierung alle 5 min unter dem
Mikroskop Uberpriift. Mit ca. 20 mL eiskaltem P-Puffer wird die Reaktion gestoppt. Um Mycelreste
abzutrennen, wird der Ansatz durch sterile Watte filtriert und das Filtrat bei 4°C fiir 10 min bei 3500 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wird in 2 mL P-Puffer resuspendiert und zu 200 L aliquotiert. Die Protoplasten
konnen sofort zur Transformation eingesetzt oder bei -20°C gelagert werden.

Zu einem 200 ulL-Aliquot protoplastierter Zellen werden 10 bis 50 uL Plasmidlosung gegeben sowie
500 uL T-Puffer. Das enthaltene Polyethylenglycol (PEG) erleichtert die Aufnahme freier DNA. Der Ansatz
wird auf zwei R5-Platten ausgestrichen und trocknen gelassen. Nach ca. 16 h werden die Platten mit
jeweils 2mL NB Weichagar, der ein Antibiotikum zur Selektion der Transformanden enthilt,

Gberschichtet. Die Platten werden fiir zwei bis flinf Tage bei 27°C inkubiert.

3.5.5 Transformation von Aktinomyceten durch Sporenkonjugation mit E. coli
ET12567/pUZ8002

CaCl-kompetente E. coli ET12567/pUZ8002-Zellen werden mit dem zu klonierenden Plasmid
transformiert und (/N in 100 mL LB angezogen. Das Medium enthalt Kanamycin, Chloramphenicol, um
auf pUZ zu selektieren, und das Selektionsantibiotikum, dessen Resistenzkassette auf dem Plasmid
abgelegt ist. 10 mL LB inklusive der oben aufgefiihrten Antibiotika werden mit 1 mL der i/N-Kultur
beimpft und bis zu einer ODgoo von 0,4 bei 37°C inkubiert. Wahrenddessen werden 500 pL YT Medium
mit 10® Aktinomyceten-Sporen versetzt. Die Ansitze werden fiir 10 min einem Hitzeschock von 45°C
ausgesetzt und dann auf 27°C abgekihlt. 0,5 mL der E. coli Zellsuspension und 0,5 mL der
Sporensuspension werden gemischt und fiir 1 min bei 13000 rpm pelletiert. Der Uberstand wird bis auf
50 pL abgenommen und das Pellet darin resuspendiert. Eine Verdiinnungsreihe von 10 bis 10 wird in
je 100 pL H;Ogeion angelegt und jede Verdiinnung auf MS-Agar + 10 mM MgCl, ohne Antibiotika
ausgestrichen. Die Platten werden bei 27°C fir 16 bis 20 h inkubiert. Danach werden die Platten mit

1 mL H304qeion + 20 L Nalidixinsaure + 25 uL Selektionsantibiotikum Gberschichtet. Nach funf bis sieben
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Tagen Inkubation bei 27°C werden die gewachsenen Kolonien auf MS-Agar + 10 mM MgCls-
Replikaplatten mit Nalidixinsdure, dem Selektionsantibiotikum sowie jeweils mit und ohne Kanamycin
Ubertragen. Doppelcrossover-Mutanten sind Kanamycin-sensitiv und dem Selektionsantibiotikum
gegenliber resistent. Diese werden auf MS-Festmedium + 10mM MgCl, + Nalidixinsdure +
Selektionsantibiotikum vereinzelt und die Anwesenheit des Plasmids in den Einzelklonen durch PCR

verifiziert.

3.5.6 Transformation von Aktinomyceten durch Elektroporation

50 pL einer Sporensuspension wird mit 5 pL Plasmidlésung versetzt und in einer Elektroporationskiivette
(1 mm Tiefe) einem elektrischen Puls von 1.75 kV (100 Q und 25 uF) ausgesetzt. Der Ansatz wird mit
1 mL R5-Medium vermengt und fiir 3 h bei 27°C auf dem Schiittler inkubiert. Die Kultur wird auf HM-
Festmedium + 10 mM MgCl,, sowie auf MS-Festmedium + 10mM MgCl;, + 8 mM CaCl, +
Selektionsantibiotikum ausgestrichen und finf bis sieben Tage inkubiert. Selektionsantibiotikum-
resistente Klone werden vereinzelt und die Anwesenheit des Plasmids in den Einzelklonen durch PCR

verifiziert.

3.5.7 Blau-WeiR-Selektion von pGus21-Doppelcrossover-Mutanten

Die Insertion eines pGus21-Derivats ins Genom von Aktinomyceten wird durch eine der aufgefiihrten
Transformationsmethoden generiert (s. 3.5.4, 3.5.5, 3.5.6). Die Aktinomycetensporen der
Singlecrossover-Mutanten ~ werden  unter nicht-selektiven = Bedingungen  geerntet und
Verdiinnungsreihen auf Festmedium ausgestrichen. Nach zweitagiger Inkubation bei 27°C werden die
Platten mit 2,5 mg X-Gluc (5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl-B-D-Glucuronsdure) in 1mL HyOgeion Uberschichtet.

Klone, die weil} bleiben und sich nicht blau farben, lassen auf ein Doppelcrossover-Ereignis schlieflen.

3.6 Isolierung von Nukleinsauren

3.6.1 Isolierung genomischer DNA mit dem peqGold Bacterial DNA Kit

Von einer zwei Tage alten, in R5 Medium angesetzten Streptomycetenkultur werden 2 mL fir 10 min
bei 6500 rpm und RT zentrifugiert. Das Pellet wird in 100 pl TE resuspendiert und 100 pL Lysozymlésung
(10 mg/mL in TE Puffer) zugegeben. Daraufhin wird der Ansatz erst fir 10 min bei 37°C geschuttelt und
dann unter gleichen Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Das Pellet wird in 500 pL Lysis Puffer T
resuspendiert und fiir 30 min bei 60°C inkubiert, wobei der Ansatz wahrenddessen dreimal invertiert

wird. Es werden 200 uL Binding Buffer hinzugegeben und durch Pipettieren gemischt. Der Ansatz wird
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auf eine Silicamembran-Saule geladen und 1 min bei 10300 rpm zentrifugiert. Daraufhin werden
zweimal 650 pL Wash Buffer zugegeben und fir 1 min bei 10300 rpm zentrifugiert. Zum Trocknen wird
die Saule fur 2 min bei 10300 rpm zentrifugiert und danach fiir 5 min bei 60°C restliches EtOH entfernt.
Die Saule wird in ein 1,5 mL Eppendorf Tube Gberfiihrt und 50 pL H;Ogeion zugegeben. Der Ansatz wird
zunachst fiir 3 min bei RT inkubiert und dann 1 min bei 5500 rpm zentrifugiert. Der letzte Schritt wird

wiederholt. Die gDNA kann bei -20°C gelagert werden.

3.6.2 Isolierung genomischer DNA mit dem Genomic-tip 100/G-Kit

Zur Genomisolierung wurden die Stamme fiir zwei Tage in R5 Medium bei 27°C angezogen. Die Lyse
erfolgte unter Zugabe von Lysozym (10 mg/mL) und Achromopeptidase (5 mg/mL) wie zuvor
beschrieben (48, 60, 61) Die genomische DNA wurde mit Hilfe des Genomic-tip 100/G-Kit (Qiagen) nach

Angaben des Herstellers isoliert.

3.6.3 Reinigung von DNA durch Gelextraktion mit dem peqGOLD Gel Extraction
Kit

Die DNA wird auf einem 2% Agarosegel mit frischem TAE Puffer 20 min laufen gelassen und 10 min im
EtBr-Bad gefarbt. Die Banden werden unter UV-Licht sichtbar gemacht und ausgeschnitten. Die
Gelstlicke werden in einem Eppendorf-GefaR 1:1 mit Binding Buffer versetzt. Der Ansatz wird fiir 10 min
bei 50°C inkubiert und ab und zu invertiert bis das Gel geschmolzen ist. Der pH wird, wenn nétig, mit
3 M NaAc-Losung auf 5,2 gebracht. Der Ansatz wird auf eine Silicamembran-Saule aufgetragen und fir
1 min bei 7000 rpm zentrifugiert. 300 pL Binding Buffer werden auf die Saule gegeben und die Saule fiir
1 min bei 7000 rpm zentrifugiert. 2 x 750 uL Wash Buffer werden zupipettiert und erneut zentrifugiert.
Zum Trocknen wird die Sdaule 1 min bei 7000 rpm zentrifugiert. Die Saule wird in ein frisches 1,5 mL
Eppendorfgefald Gberfihrt und 40 pL H2Oqeion aufgetragen. Die Elution erfolgt durch Zentrifugation fir
1 min bei 3500 rpm.

3.6.4 Aufreinigung von PCR Produkten mit Microspin S-400 HR Saulchen

PCR-Produkte werden mittels Microspin S-400-Saulchen von Primern und Pufferzusatzen getrennt. Nach
Herstellerangaben werden die Saulchen in ein Auffanggefall gestellt und bei 280 rpm und RT fir 1 min
abzentrifugiert. Daraufhin wird der gesamte PCR-Ansatz auf das Saulchen gegeben und das Eluat
wahrend einer zweiminltigen Zentrifugation bei RT und 280 rpm in einem frischen 1,5 mL
EppendorfgefaR aufgefangen. Die gereinigten PCR-Produkte konnen zur Sequenzierung verwendet

werden.
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3.6.5 RNA-Isolierung und reverse Transkription

Alle Materialien und Losungen wurden zur Inaktivierung von RNasen zweimal autoklaviert.

3.6.5.1 Ernte der Zellen zur RNA-Isolierung aus Fest- und Fliissigkultur

Von den bewachsenen Agarplatten wird eine diinne Schicht mit Mycel bewachsenen Agars mit dem
Skalpell abgetrennt und fiir 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und auf
das Pellet das gleiche Volumen TE-Puffer gegeben. Daraufhin wird der Ansatz fiir 30 min bei RT im Uber-

Kopf-Schittler geschiittelt.

3.6.5.2 Nukleinsdurefallung

1 mL der Suspension wird in SchraubdeckelgefdRe mit 0,5 g Glassbeads gegeben. Nach Zentrifugation
far 1 min bei 14800 rpm und RT, wird der TE-Puffer vollstdndig abgenommen. Unter dem Abzug wird
das Pellet in 700 pL Kirby-Mix (RT) resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgt mit der Precellys™
24 (Peqglab). Beim verwendeten Programm werden die Zellen bei 6500 rpm zweimal fir 20 s
homogenisiert. Dies wird nach fliinfminiitigem Abkiihlen auf Eis wiederholt. Daraufhin werden 500 uL
einer Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol-Suspension (25:24:1; RT) zum Ansatz gegeben und die
Homogenisierung mit anschlieRender Abkiihlung dreimal wiederholt.

Alle folgenden Schritte werden bei 4°C durchgefiihrt. Die Zelltrimmer werden pelletiert und die RNA-
haltige, obere, wassrige Phase mit 1 ml Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) gewaschen. Der
Waschschritt wird so lange wiederholt, bis keine Interphase durch Proteinverunreinigungen mehr zu
sehen ist. Die Nukleinsduren werden mit 75 pl 4 M Na-Acetat (pH 6) und 750 pul Isopropanol (100%)
mindestens 1 h bei -20°C aus der wassrigen Phase gefallt.

Die ausgefallten Nukleinsdauren werden zweimal mit 70% EtOH gewaschen (10 min, 1300 rpm, 4°C) und

danach in 50 pL H;Ogeion gelost.

3.6.5.3 DNA-Verdau

Fur den ersten DNA-Verdau werden 4 pl DNase | (1 U/1 pl) und 6 ul DNase-Puffer (10 x) zu den Proben
gegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Wahrenddessen wird eine Gelkammer mit RNAse-Killer 10 min
inkubiert und ein frisches 1% Agarosegel gegossen. Per Gelelektrophorese wird bestimmt, ob RNA und
rRNA vorhanden sind. Die RNA-Konzentration wird mit dem Nanodrop gemessen. Fiir den zweiten DNA-
Verdau werden zu 60 pug RNA 8 pL DNasel und 8 uL DNase-Puffer gegeben und mit H;Ogeion auf 80 pL
aufgefillt. Der Ansatz wird bei 37°C fiir 1 h inkubiert. Eine PCR mit Primern flr housekeeping-Gene (16S)
dient zur Kontrolle auf DNA-Spuren. Wenn eine PCR-Bande zu erkennen ist, muss der Verdau verlangert

werden. Als Positiv-Kontrolle dient die gDNA des Stammes.
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3.6.5.4 Reverse Transkription

Die Konzentration an isolierter RNA wird mithilfe des Nanodrops bestimmt. Die Reaktion erfolgt in drei
Schritten. Zunachst werden 3 pug RNA mit 1 uL Random Hexamere gemischt und mit RNase-freiem
H20uqeion auf 10 ul aufgefiillt. Der Ansatz wird flr 5 min bei 70°C inkubiert. Auf Eis werden 4 pl Reaction
Buffer, 1 pl dNTPs, 1 pl EDTA und 3 pul RNase freies H2Ouqeion hinzu pipettiert. Darauf erfolgt eine weitere
Inkubation fiir 5 min bei 25°C. Nachdem 1 ul Reverse Transkriptase zugegeben wurde, wird der Ansatz
fur 10 min bei 25°C und anschlieBend fiir 60 min bei 42 °C inkubiert. Die durch die RT-Reaktion

gewonnene cDNA wird entweder direkt fiir die finale PCR eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

3.7 Klonierungsexperimente

3.7.1 PCR mit Tag-Polymerase

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten.

Ansatz:

H204eion 12 pL

Q-solution 4L

10xPuffer 2 uL

dNTPs 0,4 ulL

Primer fw 0,4 plL

Primer rv 0,4 L

Templat 0,4 pL

Tag-Pol 0,4 uL

Programm:

T tin min:s

92°C 2:00

92°C 0:30

Tm 0:30

72°C pro 500 bp Fragmentldnge muss fiir die 35 Zyklen
Amplifikation mit 30 s gerechnet werden.

72°C 5:00

Zur Ermittlung der Tr wird der Tr, Calculator von Thermo Scientific (166) verwendet.
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3.7.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Fragmenten werden diese in einem 1 oder 2%igem Agaroseflachbettgel (7 cm
Lange) aufgetrennt. TAE-Puffer wird als Laufpuffer verwendet und eine Spannung von 100 V fiir 25 min
angelegt. Pro Tasche werden 5 pL Probe aufgetragen. Als Ladepuffer dient 1 uL OrangeG oder der
CoralLoad PCR Buffer (Qiagen). Zur Sichtbarmachung der DNA-Banden wird das Gel nach dem Lauf fir
10 min im EtBr-Bad gefarbt. Als Standard wird der 1 kb Generuler™ von Thermo Fisher verwendet
(Abbildung 13). Er beinhaltet DNA-Fragmente der GrofSen 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 und 250 bp.

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

»

-
o

Gl O = QO DD D=k DO
N =

n
o
(2]

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Abbildung 13: Generuler 1kb von Thermo Fisher.

3.7.3 Ligation

Alle weiteren Vektoren und Inserts werden zunachst enzymatisch verdaut und der Ligationsansatz wie

folgt angesetzt:

H204eion 3ul
Ligasepuffer 2 uL
T4-DNA-Ligase 1ul
Insert+Vektor 4 pl

Es werden pro Ligation drei Ansdtze gemacht, wobei Insert und Vektor im Verhaltnis 3:1, 5:1 und 7:1

gemischt werden. Die Ligation erfolgt bei RT ti/N.

3.7.4 pDrive Ligation

Als E. coli-Klonierungsvektor wird pDrive verwendet. pDrive liegt bereits linearisiert vor und tragt U-

Uberhinge an den 5-Enden. PCR-Produkte kénnen ohne weitere Restriktion mit pDrive ligiert werden,
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da die Tag-Polymerase A-Uberhinge generiert. Fiir die Ligation wird ein Mastermix aus T4-Ligase und
Ligase-Puffer verwendet.

pDrive Vektor (linearisiert) 1ul

2xpDrive Mastermix 4 ulL

PCR Amplifikat 5uL

Die Liagtion erfolgt (i/N bei RT.

3.7.5 Plasmidisolierung aus E. coli durch alkalische Lyse

1 mL einer /N Kultur werden fir 1 min bei 13000 rpm pelletiert und in 300 pL P1 resuspendiert. 300 pL
P2 werden zugegeben und der Ansatz invertiert. Nach flinfmintiger Inkubation bei RT werden 300 pL
P3 zugegeben und der Ansatz 10 min auf Eis inkubiert. Nach weiterem Zentrifugieren fiir 15 min bei
13000 rpm erfolgt die Fallung der Plasmide aus dem Uberstand durch Zugabe von 750 pL Isopropanol.
Der Ansatz wird fiir 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 500 puL 70% EtOH gewaschen.
Nach dreiminitiger Zentrifugation wird das Pellet fiir 5 min bei 60°C getrocknet und anschlielRend in

30 plL H204eion aufgenommen. Plasmide werden bei -20°C gelagert.

3.7.6 Restriktion von DNA

Fiir Restriktionen werden 2 pL 10xPuffer, 1 uL Plasmid- oder gDNA-L6sung und 1 pL Restriktionsenzym-
Losung eingesetzt und der Ansatz mit H2Ogeion auf 20 plL aufgefiillt. Die Restriktion erfolgt fir mind. 1 h

bei 37°C, bzw. nach Angeben des Herstellers.

3.8 Analytisch-chemische Methoden

3.8.1 Extraktion mit unpolaren organischen Losungsmitteln

5 mL einer drei bis sieben Tage alten Kultur oder Agariiberstands werden 1:1 mit organischem
Losungsmittel versetzt und 30 min auf dem Uber-Kopf-Schiittler geschiittelt. Nach zehnminiitiger
Zentrifugation bei 5000 rpm und RT wird der organische Uberstand in einen Kolben tberfiihrt und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei 40°C und 0 mbar verdampft. Der Rickstand wird in 500 pL
des eingesetzten Losungsmittels gelést. Die Losung kann fir HPLC-Analysen oder Bioaktivitatstests

eingesetzt werden.
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3.8.2 Extraktion mit polaren organischen Losungsmitteln

5 mL einer drei bis sieben Tage alten Kultur oder Agariiberstands werden komplett eingeengt und 1:1
mit organischem LOsungsmittel versetzt. Zunachst wird der Ansatz 15 min im Ultraschallbad
resuspendiert und dann durch Auf- und Abpipettieren gelost. Nach zehnminlitiger Zentrifugation bei
5000 rpm und RT wird der organische Uberstand in einen Kolben tberfiihrt und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer bei 40°C und 0 mbar verdampft. Der Riickstand wird in 500 pL des eingesetzten

Losungsmittels gel6st. Die Losung kann fir HPLC-Analysen oder Bioaktivitatstests eingesetzt werden.

3.8.3 HPLC Analyse

Chromatograph: HP 1090 M mit Diodenarray Detektionssystem und thermostatiertem

Autosampler (Hewlett Packard, Waldborn)

Software: ChemStation for LC 3D, Rev. A08.03, Agilent Technologies

Stationare Phase: Nucleosil C18,5 um, 125 mm x 4,6 mm |.D. mit Vorsaule 20 mm x 4,6 mm I.D.
(Grom)

Detektion: Mehrwellenldangen Detektion bei 210, 230, 260, 280, 310, 360, 435 und 500 nm

Injektionsvolumen: 5l

Fluss: 850 pl/min
Eluent: A: 0,1%ige Phosphorsaure
B: Acetonitril
Gradient:
Zeit [min] A [%] B [%]
0 95,5 4,5
15 0 100
18 0 100
Posttime: 5min 0,45% B

3.9 Bioinformatische Webtools

3.9.1 EzTaxon

EzTaxon (167) ist ein Tool der EzBioCloud-Plattform, das die taxonomische Einordnung von Bacteria und
Archaea anhand der 16S rRNA-Sequenz ermdglicht. Die phylogenetische Analyse erfolgt anhand von
hierarchischer Klassifizierung und basiert auf der 16S-maximum likelyhood Phylogenie. Dabei wird auf

die Sequenzen der eigenen Genomdatenbank zurlickgegriffen. Die Genomsequenzen werden zur
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bestmoglichen Vergleichbarkeit nach demselben Verfahren annotiert. Dem Benutzer wird als Output
der Stamm mit der groRten Ahnlichkeit zur Suchsequenz angezeigt (167).

https://www.ezbiocloud.net/identify

3.9.2 Type Strain Genome Server

Mithilfe des Type Strain Genome Server (TYGS) (168) kénnen Prokaryoten anhand ihrer Genomsequenz
klassifiziert und identifiziert werden. Die phylogenetische Einordnung mittels TYGS basiert auf einer
Genomdatenbank, in der die genomischen, taxonomischen und nomenklatorischen Daten von derzeit
9064 Typ-Stammen hinterlegt sind. Die Datenbank wird stéandig aktualisiert. Zur Einordnung eines oder
mehrerer Genomsequenzen in einen phylogenetischen Stammbaum und der Bestimmung der zehn
nachstverwandten Typ-Stdmme anhand der 16S rRNA Sequenz aus dem Gesamtgenom, fihrt TYGS eine
digitale DNA-DNA-Hybridisierung durch und bestimmt den GC-Gehalt. Der Spezies-cutoff liegt dabei bei
70% (168).

https://tygs.dsmz.de/

3.9.3 Antibiotics and Secondary Metabolites Analysis Shell

Das Ziel des Webtools Antibiotics and Secondary Metabolites Analysis Shell (AntiSMASH) (169) ist die
Integration aller verfliigbaren Vorhersagemethoden zur Sekundarmetabolit-Biosynthese in einer
einzigen benutzerfreundlichen Plattform. Dazu werden die identifizierten Regionen auf Genclusterlevel
zu ihren nachsten Verwandten aus einer Datenbank, die alle bekannten Gencluster enthalt, aligned.
Dabei werden viele verfligbare Sekundarmetabolit-spezifische Genanalysemethoden in eine interaktive
Darstellung integriert oder verlinkt. AntiSMASH liefert eine Vorhersage tiber die Anzahl der BGCs, deren
Grenzen und die Antibiotika-Klasse. AuRerdem gibt AntiSMASH Auskunft iber die Ahnlichkeit zu
anderen Clustern. Die einzelnen Cluster kdnnen im Detail auf Genebene angeschaut werden (169). Fir
diese Arbeit wurden die Grundeinstellungen verwendet.

https://AntiSMASH.secondarymetabolites.org/#!/start

3.9.4 Antibiotic Resistance Target Seeker

Das Ziel des Webtools Antibiotic Resistance Target Seeker (ARTS) (170) ist, groRe Mengen sequenzierter
Daten automatisch zu filtern, um Antibiotika-Produzenten zu priorisieren. Dazu integriert ARTS Target
Directed Genome Mining Methoden, Vorhersagen zu Antibiotika-Genclustern sowie Essential Gene
Screening. Dabei wird ausgenutzt, dass Antibiotika-Produzenten sich gegen ihre eigenen Genprodukte

schiitzen. Daher wird nach bekannten und putativen Resistenzmechanismen gesucht. Kriterien hierfir
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sind die Duplikation von Genen, die Lokalisation der Gene innerhalb eines BGCs sowie horizontaler
Gentransfer. Die Analyse erfolgt auf Basis des Outputs von AntiSMASH (s. 3.9.1). Die Ergebnisse werden
interaktiv dargestellt (170).

Flr diese Arbeit wurden der Exploration Mode verwendet, der auch Gene in die Analyse einschlief3t, die
urspriinglich aus dem Primarmetabolismus stammen worden sind und im Sekundarmetabolismus
dupliziert worden sind (170).

https://arts3.ziemertlab.com/index
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung und Priorisierung indonesischer
Aktinomyceten

Ziel der Arbeit ist das Finden neuer Antibiotika aus unbekannten indonesischen Aktinomyceten. Anhand
indonesischer Stamme der Tlibinger Stammsammlung sollten Protokolle zur genetischen Manipulation
sowie zum Screening nach Antibiotika-Produzenten entwickelt und potenzielle Antibiotika-Produzenten
charakterisiert werden. Zusatzlich wurden Habitate auf der indonesischen Insel Lombok beprobt und
aus den Proben Aktinomyceten isoliert. Unter den neuen Isolaten wurde ebenfalls nach Antibiotika-

Produzenten gesucht.

4.1.1 Screening der Tiibinger Stammsammlung nach Antibiotika-Produzenten

Die Tibinger Stammsammlung enthdlt 13 aus Java, Indonesien, stammende Aktinomyceten. Um
aussichtsreiche Produzenten zu selektieren, wurde ein Auswahlverfahren durchlaufen, in dem die
Stamme auf bereits bekannte Metabolite, Morphologie, taxonomische Einordnung, Bioaktivitat und
genetische Manipulierbarkeit hin untersucht wurden. Das Genom der so selektierten Stamme sollte
sequenziert und mit bioinformatischen Methoden analysiert werden. Im Folgenden werden die
Ergebnisse der einzelnen Schritte im Detail dargestellt.

Zehn der 13 Stamme der Tlbinger Stammsammlung wurden als Streptomyces sp. klassifiziert, zwei als
Actinomyces sp. und einer als Micromonospora sp. (Tabelle 1).Von Tii4099 ist bereits bekannt, dass er
SEK 15 (171), SEK 43 (172) und Cosmomycin (173) produziert. Ti4134 produziert Questiomycin A (174)
und Zink-Coproporphyrin (175). Da die Wirkstoffe dieser beiden Stamme bereits bekannt waren, wurden

diese nicht fiir die Genomsequenzierung in Betracht gezogen.

Tabelle 1: Java-Stamme der Tiibinger Aktinomyceten-Stammsammlung.

Tu-Nr. Putatives Genus Bekannte Sekundidrmetabolite

Tu4097 | Streptomyces sp. -

Tu4099 | Streptomyces sp. SEK 15, SEK 43, Cosmomycin

Tu4100 | Streptomyces sp. -

Tu4101 | Streptomyces sp. -

Tu4103 | Streptomyces sp. -

Tu4104 | Streptomyces sp. -

Tu4106 | Streptomyces sp. -
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Tu-Nr. Putatives Genus Bekannte Sekundidrmetabolite

Tu4107 | Streptomyces sp. -

Tu4108 | Streptomyces sp. -

Tu4127 | Actinomyces sp. -

Tu4128 | Streptomyces sp. -

Tu4133 | Micromonospora sp. | -

Tu4134 | Actinomyces sp. Questiomycin A, Zink-Coproporphyrin

4.1.1.1 Identifizierung geeigneter Anzuchtmedien und morphologische Charakterisierung

Um die phanotypischen Eigenschaften der Stamme zu untersuchen, wurden sie auf HM-, MS- und R5-
Festmedium angezogen, welche Standardmedien fiir die Anzucht von Aktinomyceten darstellen. Neben
Wachstum und Sporulation wurde auch die Pigmentierung der Stamme dokumentiert, da viele
Sekundarmetabolite, wie z.B. Actinorhodin (176) oder Undecylprodigiosin (177) aus S. coelicolor (69), an
ihrer charakteristischen Farbe zu erkennen sind. Sowohl die Pigmentierung der Sporen als auch die
Farbstoffe, die ins Medium sekretiert werden, kdnnen also Hinweise auf die Biosynthese von
Sekundarmetaboliten geben.

Alle Stamme wuchsen auf HM-, MS- und R5-Medium. Tii4103, Tii4133 und Tii4134 wuchsen besser auf
HM und MS als auf R5. Ti4128 bildete auf R5 kein Luftmycel.

TU4097 bildete gelbbraune Sporen und sekretierte ebenfalls braunen Farbstoff in das Festmedium. Die
Sporen von Ti4099 waren schwach griin pigmentiert, wahrend sich das Festmedium um die Zellen
dunkelgriin verfarbte. Graubraunes Pigment farbte die Sporen von Ti4100, der dem umgebenden
Medium einen gelben Ton verlieh. Ti4101 bildete dunkelgraue Sporen und sekretierte braunen
Farbstoff ins Medium. Die Sporen von Ti4103 waren hellgrau pigmentiert, wahrend sich das
Festmedium um die Zellen gelb verfarbte. Graues Pigment farbte die Sporen von Ti4104, der dem
umgebenden Medium einen gelben Ton verlieh. Zudem bildeten sich Fllssigkeitstropfen auf dem
Bakterienrasen. Ti4106 bildete hellgraue Sporen und sekretierte intensiv blauen Farbstoff ins Medium.
Die Sporen von Ti4107 waren dunkelbraun pigmentiert, wahrend sich das Festmedium um die Zellen
orange verfarbte. Graues Pigment farbte die Sporen von T(i4108, der dem umgebenden Medium einen
dunkelorangefarbenen Ton verlieh. Tii4127 bildete grau-gelbe Sporen und sekretierte gelben Farbstoff
in Medium. Die Sporen von Tii4128 waren dunkelgrau pigementiert, wahrend sich das Festmedium um
die Zellen orange verfarbte. Ti4133 bildete kein Luftmycel, da es sich um eine Micromonospora sp.
handelt, bildete aber orangefarbenes und schwarzes Pigment. Ti4134 bildete dunkelgraue Sporen und
sekretierte dunkelorangefarbenen Farbstoff ins Medium (Abbildung 14).

Fiir weitere Experimente konnten nachgewiesen werden, dass alle Stamme auf HM-, MS- oder R5-

Festmedium angezogen werden kdnnen. Besonders auffallig waren das griine Pigment von T(i4099



Ergebnisse 47

sowie die intensive Blaufarbung des Pigments von Ti4106. Die Farbung deutet auf die Produktion von

Sekundarmetaboliten hin.

4108

Abbildung 14: Morphologie der untersuchten javanischen Stamme auf HM-Agar.

4.1.1.2 Beurteilung der Bioaktivitit der Java-Staimme gegen Gram-positive und Gram-
negative Testbakterien

Ein wichtiges Kriterium zur Priorisierung der zu sequenzierenden Stamme war ihre Bioaktivitat
gegenliber Gram-negativen und Gram-positiven Testbakterien. Um die Bioaktivitat der 13 Java-Stamme
zu untersuchen, wurden sie auf R5-, HM- und MS-Agar bei 27°C fiir finf Tage inkubiert und dann in
Blockchentests auf ihre Aktivitdit gegen die Gram-positiven Bakterien Micrococcus luteus,
Staphylococcus carnosus und Bacillus subtilis sowie gegen den Gram-negativen Organismus Escherichia
coli getestet. Als Nachweis der Bioaktivitat galt die Bildung eines Hemmhofs um das Agarbléckchen. Der
Durchmesser der Hemmhdofe wurde bestimmt.

Keiner der getesteten Stamme bildete einen Hemmhof gegen E. coli. Ti4097, Ti4103 und Tu4134
zeigten Aktivitdt gegen alle getesteten Gram-positiven Organismen (Tabelle 2). Dabei zeigten T14097
und Ti4103 fast ausschlieBlich Aktivitat, wenn sie auf R5 gewachsen waren. Kulturen von Ti4134
zeigten nur Aktivitdt, wenn sie auf HM- oder MS-Festmedium gewachsen waren. Tii4100 und T4128
bildeten Hemmhofe gegen B. subtilis und M. luteus unabhangig vom Medium, auf dem sie gewachsen
waren. Ti4101 und Ti4106 zeigen jeweils nur gegen M. luteus Aktivitat und Ti4104 nur gegen B. subtilis,
unabhangig vom Medium. Ti4099 zeigt Aktivitat gegen B. subtilis, wenn der Stamm auf HM oder R5
angezogen wurde. Ti4107 und Ti4108 zeigten nur gegen M. luteus Aktivitat. Der einzige Stamm ohne
antibiotische Aktivitat war Ti4133, der in friiheren Studien als Micromonospora identifiziert worden war
(Tabelle 2).

Bis auf Ti4133 weisen alle untersuchten Stimme Bioaktivitdt gegen mindestens einen der Gram-
positiven Testorganismen auf. Ti4133 wurde daher in weiteren Versuchen ausgelassen. Fiir alle Stamme
wurde mindestens ein Medium gefunden, auf dem eine bioaktive Substanz produziert wurde. Allerdings

konnte bei keinem der Stamme Aktivitat gegen das Gram-negative E. coli detektiert werden. Die beste
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Bioaktivitat zeigten Ti4097, Ti4100, Ti4103, Ti4128 und Ti4134, da sie ein breites Wirkspektrum und
gleichzeitig Hemmhofe mit groBem Durchmesser aufwiesen. Sie kommen daher in die engere Auswahl

zur Gesamtgenomsequenzierung.

Tabelle 2: GroBe der Hemmhofzonen in mm, die die Java-Stamme gegen B. subtilis, M. luteus und S. carnosus
verursachen.

‘ B. subtilis ‘ M. luteus | S. carnosus

Ti14099

Tii4104 14| 11| 15 0 0 0 0 0 0
Tu4106 0 0 0| 12| 18 8 0 0 0
Ti4107 0 0 0 0 2 0 0 0
Tii4108 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Ti4127 12| 23 0 0 0 0 0 0

Die Stamme wurden auf den Festmedien HM, MS und R5 angezogen. Grau hervorgehoben sind die Stimme mit
der besten Bioaktivitat.

4.1.1.3 Taxonomische Einordnung der Java-Staimme anhand der 16S rRNA

Zur taxonomischen Einordnung wurde die genomische DNA der Stamme mit dem peqGold Bacterial DNA
Kit isoliert und die 16S rRNA-Sequenzen mit den Primern 27Fbac und 1492Runi amplifiziert. Die
Fragmente wurden mit Microspin S-400 HR Saulchen aufgereinigt und die gereinigten Produkte in pDrive
eingebracht. Kompetente E. coli-Zellen wurden mit den Konstrukten transformiert. Die Plasmide
wurden aus E. coli isoliert und sequenziert (MWG Eurofins). Die 16S Sequenz wurde mit Hilfe des
Webtools EzTaxon auf ihre taxonomische Einordnung hin untersucht.

Die Analyse mit EzTaxon ergab, dass es sich bei allen Stdmmen um Streptomyces sp. handelt, aulRer
Tu4103, der als Kitasatospora klassifiziert wurde (Tabelle 3). Als seltenen Aktinomyceten macht ihn das

fur diese Arbeit besonders interessant.

Tabelle 3: Taxonomische Einordnung der javanischen Stimme mittels EzTaxon.

Stamm Ahnlichkeit | Top Hit Strain

Tu4097 99,59% Streptomyces hydrogenans NBRC 13475(T)
Tu4099 99,45% Streptomyces iakyrus NRRL ISP-5482(T)
Ti4100 99,93% Streptomyces tendae ATCC 19812(T)
Ti4101 99,58% Streptomyces violaceorectus NBRC13102(T)
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Stamm Ahnlichkeit | Top Hit Strain

Tu4103 99,15% Kitasatospora cheerisanensis KCTC 2395(T)
Ti4104 99,47% Streptomyces koyangensis VK-A60(T)

Ti4106 99,78% Streptomyces hokutonensis R1-NS-10(T)
Ti4107 99,17% Streptomyces mirabilis NBRC 13450(T)

Tu4108 99,67% Streptomyces virginae NRRL ISP-5094(T)
Ti4127 99,79% Streptomyces hydrogenans NBRC 13475(T)
Ti4128 99,89% Streptomyces malachitospinus NBRC 101004(T)
Ti4134 99,57% Streptomyces enissocaelsilis B-16365(T)

4.1.1.4 Etablierung eines Transformationsprotokolls zur genetischen Manipulation

Flr spatere Klonierungen sollte ein fur die Java-Stamme geeignetes Transformationsprotokoll entwickelt
werden. Als Testplasmid fir die Transformation diente der E. coli-Streptomyces Shuttle-Vektor pGM190.
Fir die Transformation wurde ein etabliertes Protokoll zur PEG-induzierten Protoplastentransformation

in folgenden Punkten variiert:

Anzuchtmedium: R5 oder S
Anzuchtzeit: 1 bis 3 Tage
Zelllyse: 5 bis 30 min

PEG: 1000 oder 2000

A

Zur Anzucht eignete sich S-Medium fiir TG4097, Ti4099, Tu4100, Tu4103, Ti4104, Ti4107 und Ti4134
am besten. Ti4101, T(4106, Ti4108, Ti4127 und T14128 konnten nur in R5-Medium angezogen werden
(Tabelle 4). Im Durchschnitt konnten alle Stdamme nach zwei Tagen geerntet und im Anschluss lysiert
werden. In der bendtigten Zeit fir die Lyse mit Lysozym unterschieden sich die Stdamme am meisten.
TU4099, Ti4101, Ti4106 und Ti4108 bendtigten bis zu 30 min, um zu lysieren. Ti4127 und Ti4128
waren nach 15 min lysiert. Bei Ti4097, Ti4100, Ti4103, Ti4107, und Ti4134 erfolgte die Lyse innerhalb
von 10 min. Fir alle Stamme eignete sich zur Transformation PEG2000 besser als PEG1000. Alle
Transformanden regenerierten auf R5-Festmedium. Die Selektion erfolgte auf LB-Festmedium +
Kanamycin. Fiir jeden Stamm konnten Kanamycin-resistente Klone erhalten werden. Demnach waren
alle Stamme genetisch manipulierbar. Ein fir alle Stimme anwendbares Protokoll konnte nicht
entwickelt werden, da sich die Stamme in ihrem Anzuchtmedium und in der Lysezeit deutlich
unterscheiden. Gemein haben alle Protokolle eine Anzuchtzeit von zwei Tagen und den Einsatz von

PEG2000. Das ermoglicht spatere Klonierungsversuche.
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Tabelle 4: Optimale Protoplastierungs-, Transformations- und Selektionsbedingungen fiir die javanischen
Stamme.

Protoplastenherstellung Transformation Selektion
Stamm | Fliissigmedium | Anzucht | Lysezeit PEG Regeneration
TG4097 | S 2-3Tage | 5-10 min 2000 R5 LB
T44099 | S 2-3Tage | 20-30 min 2000 R5 LB
TG4100 | S 2-3Tage | 5-10 min 2000 R5 LB
Ti4101 | R5 1-2 Tage | 20-30 min 2000 R5 LB
Tu4103 | S 2-3Tage | 5-10 min 2000 R5 LB
Ta4104 | S 1-2 Tage | 5-10 min 2000 R5 LB
Tu4106 | R5 1-2 Tage | 20-30 min 2000 R5 LB
TG4107 | S 2-3Tage | 5-10 min 2000 R5 LB
Tu4108 | R5 1-2 Tage | 30 min 2000 R5 LB
TG4127 | R5 1-2 Tage | 15 min 2000 R5 LB
Ti4128 | R5 1-2 Tage | 15 min 2000 R5 LB
Ti4134 | S 1-2 Tage | 5-10 min 2000 R5 LB

4.1.1.5 Priorisierung von vier Java-Stammen fiir weitere Studien und zur Gesamtgenom-
Sequenzierung
Vier der 13 Stamme wurden fir weitere Studien und eine Gesamtgenom-Sequenzierung ausgewahlt. Da
TU4099 und Ti4134 zwar eine sehr gute Bioaktivitat aufwiesen, aber schon in friiheren Studien naher
charakterisiert wurden und die Sekundarmetabolite, die sie produzieren, bekannt sind, wurden diese
beiden Stimme ausgeschlossen. T14097 und Ti4100 zeigten ebenfalls eine sehr gute Bioaktivitat. Beide
wurden bisher nicht ndher charakterisiert. Ti4106 wurde wegen seiner Bioaktivitdt und der intensiv
blauen Pigmentierung, die vermutlich auf die Produktion eines Sekundarmetaboliten zurtickzufiihren
ist, ausgewahlt. Ti4103 ist nicht nur wegen seiner guten Bioaktivitat ein aussichtsreicher Antibiotika-
Produzent, sondern auch weil er als Kitasatospora sp. zu den seltenen Aktinomyceten gehort. Da die
seltenen Aktinomyceten weniger ubiquitar und weniger erforscht sind als Streptomyceten (2), lohnt es

sich, die Vertreter dieser Gruppe naher zu untersuchen.

4.1.1.6 Bioaktivitat gegen die eukaryotischen Testorganismen S. cerevisiae und B. cinereae

Um die Bioaktivitdt nicht nur gegen prokaryotische (s. 4.1.1.2), sondern auch gegen eukaryotische
Organismen zu untersuchen, wurden Ti4097, Ti4100, Ti4103 und Ti4106 in Blockchentests auf ihre
Wirkung auf S. cerevisae und B. cinereae als Modellorganismen fiir Eukaryoten und Pilze getestet. Dazu

wurden die vier Stamme in drei Replikaten auf MS-Festmedium ausgestrichen und finf Tage inkubiert.
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Die Agarblockchen wurden auf die Testplatten der beiden Modellorganismen aufgelegt und die S.
cerevisiae-Testplatten flir zwei Tage bei 27°C, die B. cinereae-Testplatten fiir 16 Tage ohne
Lichteinwirkung bei 27°C inkubiert.

TU4100 verursachte auf S. cerevisiae-Testplatten Hemmhofe von durchschnittlich 21 mm. Ti4103
bildete auf S. cerevisiae-Testplatten durchschnittlich Hemmhaofe von 20 mm Durchmesser. Ti4097 und
TUu4106 zeigten keine Aktivitdt gegen S. cerevisiae.

TU4097 verursachte auf B. cinereae-Testplatten keine Hemmhofe. Allerdings wurde das Blockchen auch
nicht vom Pilz Gberwachsen, wie es bei Ti4100 der Fall war. Ti4100 zeigte keine Aktivitat gegen B.
cinereae. Die Agarbléckchen von Ti4103 verursachten auf B. cinereae-Testplatten Hemmhofe von
durchschnittlich 23 mm. Von Ti4106 zeigte nur eines der drei Blockchen Aktivitdt gegen B. cinereae.
Dieser Hemmbhof hatte einen Durchmesser von 40 mm.

Die Bioaktivitatstests gegen die beiden eukaryotischen Modellorganismen zeigten, dass Tii4103 eine
fungizid wirkende Substanz produziert. Auch Tii4106 hat das Potential zur Produktion eines Fungizids,

das allerdings unter den durchgefiihrten Bedingungen kaum produziert wurde.

Tabelle 5: Hemmhofdurchmesser in mm in Blockchentests von Tii4097, Tii4100, Tii4103 und Tii4106 gegen die
eukaryotischen Organismen S. cerevisiae und B. cinereae.

Tu41097 | T44100 | Tii4103 | Tii4106

1 0 22 20 0

2 0 22 20 0

S. cerevisiae 0 20 19 0
Mittelwert 0 21 20 0
Standardabweichung 0 0,94 0,47 0

Tu41097 | T44100 | Tii4103 | Tii4106

0 0 20 0

0 0 25 0

B. cinereae 0 0 25 40
Mittelwert 0 0 23 13
Standardabweichung 0 0,00 2,36| 18,86

4.1.1.7 Sensititvitatstests gegen Antibiotika, die zur Selektion eingesetzt werden

Um zu prifen, welche Antibiotika zur Selektion bei Klonierungsexperimenten eingesetzt werden
konnen, wurden T44097, Ti4100, Ti4103 und Ti4106 auf MS-Festmedium mit Antibiotikazusatz
ausgestrichen. Es wurde auf Resistenz gegen Penicillin, Ampicillin, Vancomycin, Chloramphenicol,
Tetracyclin, Erythromycin, Streptomycin, Kanamycin, Apramycin, Bacitracin, Thiostrepton und
Fosfomycin getestet. Unter dieser Auswahl befinden sich die am haufigsten zur Selektion bei
Klonierungsexperimenten verwendeten Antibiotika. AuRerdem bilden diese Antibiotika ein breites
Spektrum verschiedener Antibiotikaklassen ab. Nach vier bzw. sieben Tagen Inkubation bei 27°C wurde

das Wachstum der javanischen Stamme dokumentiert.
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Alle vier Stamme wuchsen schon nach vier Tagen auf Penicillin, Ampicillin, Chloramphenicol und
Fosfomycin (Tabelle 6). Resistenz gegen diese Antibiotika ist fiir Aktinomyceten nicht ungewdhnlich.
Eingeschrankt zu Klonierungszwecken einsetzbar sind Vancomycin, Tetracyclin, Streptomycin, Bacitracin
und Thiostrepton, da jeweils mindestens einer der vier Stdamme Resistenz gegen diese Antibiotika
aufweist. Alle vier Stamme sind sensitiv gegeniiber Kanamycin und Apramycin.

Es konnen also Plasmide zu Klonierzwecken verwendet werden, die eine Resistenz gegen Kanamycin

oder Apramycin vermitteln.

Tabelle 6: Test auf Sensitivitdt der vier ausgewdhlten Java-Stimme gegen Selektionsantibiotika.

Antibiotikum Ti4097 | TU4100 | TU4103 | Tu4106

Penicillin

Ampicillin

Vancomycin

Chloramphenicol

Tetracyclin

Erythromycin

Streptomycin

Kanamycin

Apramycin

Bacitracin

Thiostrepton

Fosfomycin

weiB=kein Wachstum (Sensitivitat).
hellgrau=Wachstum nach sieben Tagen (Resistenz)
dunkelgrau=Wachstum nach vier Tagen (Resistenz)

4.1.1.8 HPLC-Analyse zur Identifizierung bekannter Sekundarmetabolite

Die Wiederentdeckung bereits bekannter Antibiotika stellt ein Risiko bei der Suche nach neuen
Wirkstoffen dar. Haufig werden Zeit und Ressourcen auf die Identifizierung eines bekannten Stoffes
verschwendet. Um auszuschlieRen, dass die Stamme Ti4097, Ti4100, Ti4103 und Tu4106 bereits
bekannte Antibiotika produzieren, wurde eine HPLC-Analyse mit Kulturextrakten der vier Stamme
durchgefiihrt. Hierzu wurden Kulturen der Stdmme in OM- bzw. NL19-Flissigmedium angezogen. 5 mL
der Hauptkulturen wurde mit Ethylactetat extrahiert und einer HPLC-Analyse unterzogen. Durch einen
Abgleich mit der hauseigenen Datenbank wurden die Extrakte auf das Vorhandensein bekannter
Sekundarmetabolite hin untersucht.

Der Grol3teil der Peaks in den HPLC-Spektren wurde durch Medienbestandteile hervorgerufen. In den

HPLC-Spektren von Tii4097 und Tii4106 konnten keine Peaks detektiert werden, die auf die Produktion
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von in der Datenbank hinterlegten Sekundarmetabolite hindeuten. Prominent im Kulturextrakt von
Ti4100, angezogen in OM-Medium, war der Peak bei 11,75 min Retentionszeit, der a-Lipomycin
zuzuordnen ist (Abbildung 15). In beiden Kulturen von Ti4103 konnte das Nukleosid-Antibiotikum
Angustmycin A bei einer Retentionszeit von 1,33 min identifiziert werden (178).

Ethylacetat ist in der Lage, ein breites Spektrum an Stoffen zu extrahieren, aber sehr polare Stoffe
verbleiben im Agariiberstand. Zudem erhebt die Datenbank keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Daher
werden wahrscheinlich von Ti4097, Ti4100, Tii4103 und Ti4106 noch weitere Sekundarmetabolite
produziert, die mit dieser Methode nicht detektiert werden kénnen. Da sowohl a-Lipomycin als auch
Angustmycin A gegen Gram-positive Bakterien wirken (179, 180), kénnte die Bioaktivitdt von Ti4100
und TU4103 gegen B. subtilis und M. luteus (s. 4.1.1.2) auf diese beiden Substanzen zurtickzufihren sein.
Allerdings liegt der Peak von Angustmycin A im hydrophilen Bereich des HPLC-Spektrums zwischen 0
min und 2 min Retentionszeit, in dem eine Zuordnung der Peaks zu bekannten Sekundarmetaboliten
nicht zuverlassig erfolgen kann. Auf die Produktion des gelb-orange gefarbten a-Lipomycins dagegen
deutet auch die gelbe Farbung der Kulturen von Ti4100 hin (181). Dass Tii4100 a-Lipomycin produziert,

kann als gesichert angesehen werden.

Norm. Norm.

s0 4100 . . oM 4103 oM
a-Lipomycin 4571
RT=11,75 min ~ Angustmycin A
RT=1,333 min

40

vl

A 1 h/\ 1
/

20+

Abbildung 15: HPLC-Spektren der Kulturextrakte von Tii4100 und Tii4103. Markiert sind die Peaks von a-
Lipomycin und Angustmycin A und deren Retentionszeit ist angegeben.

4.1.2 Isolierung und Charakterisierung neuer indonesischer Aktinomyceten

Die an den Stammen der Tibinger Stammsammlung erprobte Methode zur Priorisierung der Stamme
sollte an neuen indonesischen Isolaten angewendet werden. Da Indonesien artenreich ist, ist die
Wahrscheinlichkeit groR, dort neue Spezies zu finden, die unbekannte Wirkstoffe produzieren (s. 1.3).

Aktinomyceten sollten aus indonesischen Bodenproben isoliert und auf Morphologie, taxonomische
Einordnung und Bioaktivitat hin untersucht werden. Das Genom der selektierten Stamme sollte
sequenziert und mit bioinformatischen Methoden analysiert werden. Im Folgenden werden die

Ergebnisse der einzelnen Schritte dargestellt.
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4.1.2.1 Isolierung von Aktinomyceten aus Bodenproben der Insel Lombok

Im Zuge dieser Arbeit wurden verschiedene Habitate auf der indonesischen Insel Lombok beprobt, um
aus diesen Proben neue Antibiotika produzierende Aktinomyceten zu isolieren.

Aus zehn verschiedenen Bodenproben, die von vier Sasmmelorten (Abbildung 16) stammten, wurden 25
Isolate durch Verdiinnung und Ausstrich auf dem Selektivmedium HV gewonnen. 18 Isolate wurden
durch zusatzliche Vorbehandlung mit der Trockenhitzemethode und 11 Isolate mit der SDS-
Hefemethode gewonnen. Proben wurden von Seesand (10 Isolate), Mangrovensediment (15 Isolate),
Laub unter einem Kakaobaum (11 Isolate), Laub unter einem Kaffeebaum (12 Isolate), Erde unter einem
Kakaobaum (2 Isolate) und Erde unter einem Kaffeebaum (6 Isolate) genommen.

ihrer Morphologie nach zu schlieRen handelt es sich bei den Isolaten Nr. 12, 13 und 24 nicht, wie
zunachst angenommen, um Aktinomyceten, daher wurden sie nicht in die Auflistung aufgenommen.

Insgesamt wurden 56 aktinomycetalische Isolate gewonnen (s. 7.1).

Dorf Genggelang
Laub bzw. Erde unter

Kakaobaum bzw. \
Kaffeebaum

Tanjung Kelor Strand
Mangrovensedimet

\ Pulau Lombok

Mataram

Cemara Strand
Seesand

\ Kuta Strand

Seesand

Abbildung 16: Lokalisation der Insel Lombok im indonesischen Inselstaat. Die Probennahmestellen auf Lombok
sind mit Pfeilen markiert. Angegeben ist unter der Ortsbezeichnung auch die Art der Probe.

4.1.2.2 Bioaktivitdt gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie gegen Pilze

Zur Priorisierung der 56 isolierten Stamme gemaR ihrer Bioaktivitdt wurden alle Isolate noch in
Indonesien in Agardiffusionstests gegen E. coli, C. albicans, M. luteus, S. aureus und B. subtilis getestet.
Alle Isolate wurden fiir sieben Tage bei 27°C auf SYP2-Festmedium inkubiert und in Bléckchentests auf
Testplatten der Teststamme aufgelegt.

Zehn Isolate wurden ausgewahlt, die gegen mindestens drei der finf Teststimme Aktivitat zeigten.
Unter diesen wurden die Isolate priorisiert, die Hemmhofe mit dem gréBten Durchmesser aufwiesen.

Dazu gehorten die Isolate Nr. 1 und Nr. 8, die mit Aktivitat gegen vier der flinf Teststamme, M. luteus,
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B. subtilis, E. coli und S. aureus, ein besonders breites Wirkspektrum zeigten. AuBerdem wurden die
Isolate Nr. 5, 16, 19, 20, 26, 27 und 30 ausgewahlt, da ihre Uberdurchschnittliche HemmhofgrofRie
entweder auf gute Produktion oder starke antibiotische Aktivitat der produzierten Antibiotika schlieRen
lieR. Zudem sind diese Isolate gegen B. subtilis, E. coli und S. aureus aktiv, also sowohl gegen Gram-
positive als auch Gram-negative Teststamme. Isolat Nr. 18 wurde ausgewahlt, weil es das einzige Isolat
war, das gegen C. albicans Aktivitat zeigte.

Zur einfacheren Handhabung und eindeutigen Kennzeichnung der Stamme wurde den ausgewahlten

IM

Isolaten eine neue Bezeichnung gegeben, die sich aus ,1“ fiir Indonesien und einer fortlaufenden
Nummer zusammensetzt. Die ausgewadhlten Stamme wurden als Glycerinstock an der Universitat

Tubingen einer naheren Charakterisierung unterzogen.

Tabelle 7: Umbenennung und Probennahmestellen der ausgewahlten Isolate.

Nr. Neue Bezeichnung Probennahmestelle
11 Seesand vom Cemara Strand, West-Lombok
12 Seesand vom Kuta Strand, Stid-Lombok
13 Mangrovensediment vom Tanjung-Kelor Strand, Ost-Lombok
16 14 Mangrovensediment vom Tanjung-Kelor Strand, Ost-Lombok
18 15 Mangrovensediment vom Tanjung-Kelor Strand, Ost-Lombok
19 Mangrovensediment vom Tanjung-Kelor Strand, Ost-Lombok

20
26
27
30

17 Mangrovensediment vom Tanjung-Kelor Strand, Ost-Lombok
18 Seesand vom Kuta-Strand, Stid-Lombok
19 Seesand vom Kuta-Strand, Stid-Lombok

N 2R 2 N N AN N R 2 4
o

110 Laub unter Kakaobaum aus dem Dorf Genggelang, Nord-Lombok

4.1.2.3 Morphologische Charakterisierung

Um die phanotypischen Eigenschaften der Isolate zu untersuchen, wurden diese auf den
Standardmedien HM-, MS- und R5-Festmedium angezogen. Neben Wachstum und Sporulation wurde
die Pigmentierung der Stamme dokumentiert, da viele Sekundarmetabolite an ihrer charakteristischen
Farbe zu erkennen sind. Die Isolate wurden auf Festmedien ausgestrichen und fiir finf Tage bei 27°C
inkubiert.

Bei 12 erwies sich der Glycerinstock als kontaminiert. Daher wurde dieser Stamm aus den weiteren
Studien ausgeschlossen. Alle anderen Stamme konnten auf allen drei Medien wachsen und sporulieren.
Wachstum auf MS-Medium fiihrte am schnellsten zu Sporulation. 11, I3 und 14 bildeten graue Sporen,
wahrend sich das Medium um die Zellen grau farbte. 15 bildete graue Sporen und sekretierte braunen
Farbstoff ins Medium. |6 farbte das umgebende Medium rot und bildete graue Sporen. 17 bildete gelbe
Sporen und sekretierte orangen Farbstoff ins Medium. 18 farbte das umgebende Medium griinlich und
bildete grau-griine Sporen. |19 bildete graue Sporen, ohne das Medium zu verfarben. Die Sporen von 110

waren weiR-gelb und das Medium um die Zellen nahmen einen ebenfalls gelben Ton an (Abbildung 17).
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Wahrend graue und gelbe Sporen bzw. graues und gelbes Pigment bei Aktinomyceten haufig

vorkommen, ist die rotliche Férbung von 16 ungewohnlich.

Abbildung 17: Morphologie der isolierten indonesischen Stimme auf HM-Agar.

4.1.2.4 Ermittlung geeigneter Produktionsmedien

Um die Bioaktivitat zu reproduzieren und geeignete Medien zur Antibiotikaproduktion zu bestimmen,
wurden die neun ausgewdhlten Stamme auf zwolf verschiedenen Medien ausgestrichen, flr sieben Tage
bei 27°C inkubiert und mit den Kulturen Blockchentests durchgefiihrt. Als Testorganismen dienten P.
fluorescens, E. coli, B. subtilis, M. luteus, S. carnosus und S. cerevisiae.

I1 zeigte in diesem Bioaktivitdtstest, im Gegensatz zum im Indonesien durchgefiihrten Bioassay (s.
4.1.2.2), keine Aktivitat gegen M. luteus (Abbildung 18). Die Aktivitdt gegen E. coli, S. carnosus und B.
subtilis konnte reproduziert werden. Zudem zeigte |11 Aktivitat gegen P. fluorescens. Die beste Aktivitat

zeigte 11 auf R5, OM und NL19.

40
35
30
25
20
15

15 a0 I8 il Gnals

Hemmhofzone in mm

RS NL200 oM NL300 HM NL333 NL19 NL400 NL410 NL800 NL550 MS

QP. fluorescens @M. luteus ME.coli BS. carnosus M B. subtilis

Abbildung 18: Bioaktivitdt von I1. |11 wurde auf zwolf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit finf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefuhrt. n=3

I3 zeigte sehr gute Aktivitdt gegen die Gram-positive Teststdmme S. carnosus und B. subtilis (Abbildung
19). Die Aktivitat gegen B. subtilis wurde schon zuvor beobachtet (s. 4.1.2.2). Die hochste Aktivitat zeigte
I3 auf NL550. 13 war aus einem marinen Habitat (Mangrovensediment) isoliert worden NL550 enthalt
Fischmehl und Seesalz, da es fiir marine Aktinomyceten optimiert wurde. Auch NL200 und R5 kénnen

als Produktionsmedien verwendet werden.
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Abbildung 19: Bioaktivitdt von 13. I3 wurde auf zwolf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit fiinf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefiihrt. n=3

14 zeigte auf den meisten Medien Aktivitat gegen P. fluorescens, M. luteus, S. carnosus und B. subtilis
(Abbildung 20). Nur NL333 und NL400 sind fiir diesen Stamm als Produktionsmedien nicht geeignet. Wie
auch bei I3 war die Produktion auf NL550, wenn man von der GrofRe der Hemmhofe ausgeht, am besten.

Auch 14 wurde aus Mangrovensediment isoliert.
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Abbildung 20: Bioaktivitdt von 14. 14 wurde auf zwélf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit fiinf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefuhrt. n=3

I5 zeigte Aktivitat gegen M. luteus, S. carnosus, B. subtilis und E. coli auf R5, NL400 und MS (Abbildung
21). Dieser Stamm zeigte ausschlielRlich auf NL19 Aktivitat gegen P. fluorescens. Vermutlich produziert

I5 das gegen P. fluorescens wirksame Antibiotikum nur auf NL19.
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Abbildung 21: Bioaktivitdt von I5. I5 wurde auf zwolf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit flinf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefiihrt. n=3

|6 produzierte auf den meisten Medien eine bioaktive Substanz. Flr die Anzucht stehen R5, OM, NL19,
NL200, NL300, NL410 und MS zur Verfligung (Abbildung 22). Kulturen von 16, die auf NL400, NL550 und
NL800 gewachsen sind, zeigen keine Aktivitdt gegen E. coli. Moglicherweise werden zwei Substanzen

produziert, von denen eine Aktivitat gegen E. coli zeigt und die andere nicht.
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Abbildung 22: Bioaktivitdt von 16. |16 wurde auf zwolf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit finf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefuhrt. n=3

Die besten Produktionsmedien fiir 17 sind R5, OM, NL200 und NL300 (Abbildung 23). Auf diesen Medien
zeigte 17 Aktivitat gegen M. luteus, S. carnosus, B. subtilis und E. coli. Auf den anderen Medien war das

Aktivitatsspektrum jeweils eingeschrankt. Gegen P. fluorescens ist keine Aktivitat zu erkennen.
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Abbildung 23: Bioaktivitdt von 17. |7 wurde auf zwolf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit fiinf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefiihrt. n=3

I8 zeigte ausschlieBlich bei Anzucht auf HM Aktivitat gegen alle Testorganismen (Abbildung 24). Nur auf
HM zeigt der Stamm Aktivitat gegen S. carnosus und P. fluorescens. Im Gegensatz dazu war im ersten
Bioaktivitatstest, in dem ausschlieBlich SYP2-Medium verwendet wurde, gute Aktivitat gegen E. coli, S.

carnosus und B. subtilis beobachtet worden (s. 4.1.2.2).
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Abbildung 24: Bioaktivitdt von 18. I8 wurde auf zwolf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit fiinf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefuhrt. n=3

Fiir 19 ist eine breite Auswahl an Medien zur Kultivierung geeignet (Abbildung 25). Der Stamm zeigte
Aktivitat gegen M. luteus, S. carnosus, B. subtilis und E. coli auf den Medien R5, MS, NL300 und NL400.

Es war keine Aktivitdt auf OM und NL800 zu erkennen.
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Abbildung 25: Bioaktivitdt von 19. 19 wurde auf zwélf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit flinf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefiihrt. n=3

Auch fir 110 stehen viele Produktionsmedien zur Auswahl (Abbildung 26). Verwendbar sind HM, NL400,
NL410, NL550 und NL800. Besonders fallt die gute Aktivitdt gegen B. subtilis auf, die schon zuvor
beobachtet werden konnte (s. 4.1.2.2). Im Gegensatz zu den meisten anderen Stammen zeigt 110 nur

eingeschrankte Aktivitat auf MS.
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Abbildung 26: Bioaktivitat von 110. 110 wurde auf zwolf verschiedenen Festmedien angezogen. Mit den Kulturen
wurden Bléckchentests mit finf Testorganismen durchgefiihrt. Im Diagramm ist der Durchmesser der Hemmhofe
aufgefuhrt. n=3

Die Aktivitat gegen die Testorganismen konnte fiir alle Stamme reproduziert werden. Zudem konnte fiir
jeden Stamm mindestens ein geeignetes Produktionsmedium bestimmt werden. Sehr gute Aktivitat
zeigen die Stamme 13, 14, 16 und 110. Fir fast alle Stamme sind R5-, NL19- und MS-Medium zur Anzucht

geeignet

4.1.2.5 Sensititvitatstests gegen Antibiotika, die zur Selektion eingesetzt werden

Um zu prifen, welche Antibiotika zur Selektion bei Klonierungsexperimenten eingesetzt werden
kénnen, wurden die vier ausgewdhlten Stamme auf MS-Festmedium mit Antibiotikazusatz

ausgestrichen. Es wurde auf Resistenz gegen Penicillin, Ampicillin, Vancomycin, Chloramphenicol,
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Tetracyclin, Erythromycin, Streptomycin, Kanamycin, Apramycin, Bacitracin, Thiostrepton und
Fosfomycin getestet. Unter dieser Auswahl befinden sich die am haufigsten verwendeten Antibiotika zur
Selektion bei Klonierungsexperimenten. AuRerdem bilden die Antibiotika ein breites Spektrum
verschiedener Antibiotikaklassen ab. Nach drei, fiinf bzw. zwdlf Tagen Inkubation bei 27°C wurde das
Wachstum der Stamme dokumentiert.

Alle neun indonesischen Stamme wuchsen schon nach drei Tagen auf Penicillin, Ampicillin,
Chloramphenicol und Fosfomycin (Tabelle 8). Resistenz gegen diese Antibiotika ist fir Aktinomyceten
nicht ungewodhnlich. Eingeschrankt zu Klonierungszwecken einsetzbar sind Chloramphenicol,
Tetracyclin, Apramycin, Bacitracin und Thiostrepton, da jeweils mindestens einer der vier Stamme
Resistenz gegen diese Antibiotika aufweist. Alle vier Stamme sind sensitiv gegeniiber Vancomycin,
Kanamycin und Streptomycin. Demnach eignen sich diese drei Antibiotika zur Selektion bei
Klonierarbeiten.

Es konnen also Plasmide zur Klonierung verwendet werden, die eine Resistenz gegen Vancomycin,
Kanamycin oder Streptomycin vermitteln. Hierbei kann bei Klonierungen das gleiche Konstrukt fir alle
vier Stamme eingesetzt werden. Auch Konstrukte, die Resistenz gegen Apramycin oder Thiostrepton
vermitteln, konnen fiir Klonierungen mit allen Stimmen eingesetzt werden, solange die Inkubation der
transformierten Stamme fiinf Tage nicht Gberschreitet. Die Java-Stamme der Tlbinger Stammsammlung
erwiesen sich als sensitiv gegen Kanamycin und Apramycin (s. 4.1.1.7). Ein Kloniervektor, mit dem
sowohl die Stimme aus der Stammsammlung als auch die neuen indonesischen Stadmme transfomiert

werden sollen, sollte also Resistenz gegen Kanamycin vermitteln.

Tabelle 8: Test auf Sensitivitdt der zehn ausgewdhlten Stamme gegen Selektionsantibiotika.

Antibiotikum

Penicillin

Ampicillin

Vancomycin

Chloramphenicol

Tetracyclin

Erythromycin

Streptomycin

Kanamycin

Apramycin

Thiostrepton
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Antibiotikum 11 13 14 15 16 17 18 19 110

Fosfomycin

weiBR=kein Wachstum (Sensitivitat)
hellgrau=Wachstum nach 12 Tagen (evtl. Resistenz)
mittelgrau=Wachstum nach fiinf Tagen (Resistenz)
dunkelgrau=Wachstum nach drei Tagen (Resistenz)

4.1.2.6 B. subtilis-basierter Reporterassay zur Ermittlung des Wirkorts eines Wirkstoffes

Mit dem B. subtilis-basierten Reporterassay konnen Antibiotika-Produzentenstdmme auf den Wirkort
ihrer antibiotisch wirksamen Substanzen hin untersucht werden. Der Test wurde in der AG H. Brotz-
Oesterhelt (Universitat Tlibingen) durchgefihrt.

Die neun indonesischen Stamme wurden jeweils auf den zuvor ermittelten Produktionsmedien (s.
4.1.2.4) ausgestrichen und sieben Tage bei 27°C inkubiert. Agarbléckchen der Kulturen wurden auf
Agarplatten aufgelegt, in denen die B subtilis-Reporterstamme sowie X-Gal und IPTG eingegossen
waren. Die Reporterstimme enthalten jeweils ein Plasmid, das einen der induzierbaren Promotoren
yorB, lial, pps oder ypuA tragt. Es wurde festgestellt, dass diese Promotoren als Reaktion auf Stérungen
von Metabolismus und Zellstrukturen, wie durch Antibiotika, induziert werden. Werden die Promotoren
induziert, starten sie die Transkription der downstream auf dem Plasmid liegenden lacZ-Gene. Das
Genprodukt B-Galactosidase setzt X-Gal zu einem blauen Produkt um. So kann von der Blaufarbung der
Reporterzellen auf die Induktion des Promotors geschlossen werden. Je nach Promotor deutet das auf
den Wirkort der von den indonesischen Stammen produzierten Antibiotika hin. Zusatzlich zeigt sich die
Bioaktivitdt der indonesischen Stamme durch die Ausbildung eines Hemmhofes. Da die bioaktive
Substanz um die Probe herum kreisformig nach auRen diffundiert, entsteht ein blauer Ring, wo die
Konzentration der bioaktiven Substanz zu gering ist, um die Reporterzellen zu téten, aber noch hoch
genug, um den Reporterpromotor zu induzieren.

I3 bildet einen blauen Pigmentring im Test gegen B. subtilis-Zellen, die yorB enthalten (Tabelle 9). Der
Promotor yorB zeigt eine Wirkung auf die DNA-Synthese an. 15 und 19 verursachen beide einen blauen
Ring auf den Zellen, die den yorB- bzw. pps-Promotor (Wirkort: RNA-Synthese) enthalten. 16 induziert
zwar den ypuA-Promotor, der durch Zellwandstress aktiviert wird, allerdings bildet sich kein Hemmbhof.
Der lial-Promotor wird ebenfalls durch Zellwandstress induziert. 16 verursacht auf lial-Reporterzellen
zwar einen Hemmhof, jedoch keinen blauen Ring. Der blaue Ring, den 16 auf ypuA-Reporterzellen
verursacht, konnte auch von 16 selbst durch die Bildung einer stammeigenen B-Galactosidase
hervorgerufen worden sein. |7 verursacht auf ypuA-Reporterzellen einen blauen Ring. 110 induziert den
yorB-Promotor. I1, 14 und I8 zeigen zwar Aktivitdt gegen B. subtilis, induzieren aber keinen der Reporter-
Promotoren. Sie haben demnach auf andere Wirkorte als auf die hier getesteten oder einen

unspezifischen Wirkmechanismus.



Ergebnisse 63

Vier der Stamme (13, I5, 19, 110) produzieren eine Substanz, die die DNA-Synthese beeinflusst. Die RNA-
Synthese wird von den Produkten der beiden Stimme I5 und |19 beeinflusst. Die beiden Wirkorte von 15
und 19 konnten auf eine Substanz mit breitem Wirkspektrum oder auf die Produktion zweier

verschiedener Substanzen zuriickzufiihren sein. 17 verursacht Zellwandstress.

Tabelle 9: Blaue Ring- und Hemmhofbildung in B. subtilis-basierten Promotorassays der indonesischen Stamme.

Promotor yorB pps YPUA lial
Stamm Wirkort | DNA-Synthese RNA-Synthese Zellwand | Zellwand

Medien
11 R5, MS + + - -
13 NL300, NL550 + + + +
14 NL300, NL550, NL80O + - - -
I5 R5, MS + + + +
16 R5, OM, NL400 - - - +
17 R5 + - + +
18 HM + - + +
19 NL200, NL300 + + + +
110 HM, NL410, NL500 + - + +

- = kein Hemmhof
+=Hemmhof
grau hinterlegt = blauer Ring

4.1.2.7 Taxonomische Einordnung anhand 16S rRNA Sequenzen

Die neun Stamme sollten anhand der 16S Sequenzen taxonomisch eingeordnet werden. Aus den
Stammen wurde die genomische DNA mit dem peqGold Bacterial DNA Kit isoliert und die 16S rRNA-
Sequenz mit den Primern 27Fbac und 1492Runi amplifiziert. Das Fragment wurde mit Microspin S-400
HR Saulchen aufgereinigt und das gereinigte Produkt durch Ligation in pDrive eingebracht. Kompetente
E. coli-Zellen wurden mit den Konstrukten transformiert. Die Plasmide wurden aus E. coli isoliert und
sequenziert (MWG Eurofins). Die Sequenzen wurden mit dem Webtool EzTaxon analysiert.

Bei I3, 14,15, 16, 18, 19 und 110 handelt es sich um Streptomyces sp. Nur 11 wurde dem Genus Isoptericola
zugeordnet. Damit handelte sich um einen seltenen Aktinomyceten. Allerdings besteht nur eine
Ahnlichkeit von 76,14% zum Top Hit Strain, was die Einordnung zweifelhaft macht. Auch 19 zeigt mit
77,18% eine sehr geringe Ahnlichkeit zum Top Hit Strain Streptomyces longispororuber. Bei einem
Spezies-ANI (average nucleotide identity) cutoff von 95% (167) gehoren diese beiden Stamme vermutlich
nicht den Aktinomyceten an. Womoglich handelt es sich um ein neues Genus. 110 wurde mit 100%

Ahnlichkeit als der Actinomycin-Produzent Streptomyces antibioticus NBRC 12838(T) (182) identifiziert.
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Die Produktion von Actinomycin erklart die Bioaktivitat in den Agardiffusionstests (s. 4.1.2.2) sowie die
Induktion von yorB in den wirkortspezifischen Promotorassays (s. 4.1.2.5). Fir 17 konnte kein Top Hit
Strain identifiziert werden. Der Grund hierfiir ist vermutlich, dass das Genus dieses Stammes nicht in der

EzBioCloud hinterlegt ist (167).

Tabelle 10: Taxonomische Einordnung der indonesischen Stimme mittels EzTaxon.

Stamm | Ahnlichkeit | Top Hit Strain

11 76,14% Isoptericola hypogeus HKI 0342(T)

13 99,54% Streptomyces longispororuber NBRC 13488 (T)
14 99,89% Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316(T)
15 99,31% Streptomyces viridodiasticus NBRC13106

16 98,96% Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042(T)
17 - -

18 99,8% Streptomyces spongiicola HNM0071(T)

19 77,18% Streptomyces longispororuber NBRC13488(T)
110 100,00% Streptomyces antibioticus NBRC 12838(T)

Die taxonomische Einordnung der Stamme lasst weitere Priorisierung zu: 11, 17 und 19 wurden von der
Sequenzierung ausgenommen, da sie nicht eindeutig den Aktinomyceten zugeordnet werden kdénnen.
110 ist schon bekannt und wurde daher ebenfalls nicht sequenziert. Im Folgenden wurde das Genom der
Stamme 13, 14, 15 und 16 sequenziert, da sie als Aktinomyceten, genauer Streptomyceten identifiziert
wurde, jedoch als Stamm noch nicht beschrieben wurden sind und somit die Wahrscheinlichkeit, dass
sie neue Sekundarmetabolite produzieren, hoher ist als bei bekannten Stamme, wie 110. 18 wurde

zundchst ausgeschlossen, da seine Bioaktivitat sehr begrenzt ist (s. 4.1.2.4).

4.1.3 Priorisierung von Produzentenstammen durch Analyse der Genom-Daten
der selektierten Antibiotika-Produzenten

4.1.3.1 Sequenzierung, Assemblierung und Annotation der Genomdaten

Im Zuge dieser Arbeit wurde das Gesamtgenom der Stamme T(i4097, Tii4100, Ti4103, Ti4106, 13, 14, 15
und 16 fiir anschlieBende Genome Mining-Studien zur ldentifizierung potenzieller Sekundarmetabolit-
Gencluster sequenziert.

Die Isolierung des Gesamtgenoms von Ti4097, Ti4100, Ti4103 und Ti4106 erfolgte mit dem peqGOLD
Bacterial DNA Kit (Peqlab). Die Sequenzierung aller Stamme wurde von der Firma Macrogen, Stidkorea

mit der PacBioRSlI-Sequenziertechnologie durchgefiihrt. Die Assemblierung und Annotation der



Ergebnisse 65

Sequenzen wurde von Daniel Wibberg (Arbeitsgruppe Jérn Kalinowski, CeBiTec Bielefeld) durchgefiihrt.
Das Gesamtgenom von 13, 14, 15 und 16 wurde mit dem Genomic-tip 100/G Kit (Qiagen) isoliert. Die
Assemblierung und Annotation wurde von der Firma Macrogen, Stidkorea durchgefiihrt.

Die GenomgrofRen liegen zwischen ~7,0 Mbp (Ti4097) und ~8,7 Mbp (Ti4100) und damit im
durchschnittlichen Bereich fiir Streptomyceten-Genome (Tabelle 11, Tabelle 12) (183, 184). Auch der
hohe GC-Gehalt um 73% entspricht einem fir Streptomyceten (durchschnittlich 74% (185)) blichen
Wert (186). Die Coverage-Zahl beschreibt die Haufigkeit, mit der eine einzelne Base durchschnittlich
sequenziert wurde. Dass diese Zahl bei allen Stimmen sehr hoch ist (123 bei Ti4103 bis 196 bei 15),
spricht fir die hohe Qualitat der Sequenz. Durch die PacBio-Methode konnten lange contigs generiert
werden. Dadurch ist die Methode besonders fiir de novo Sequenzierungen geeignet, da hochreplikative
Sequenzen am Stiick abgelesen werden. Durch die PacBio-Sequenzierung war eine Erfassung des

gesamten Genoms in zwei (I6) bis sieben (I3, 14) langen contigs moglich (s. 5.1.2).

Tabelle 11: Genomeigenschaften der Stamme Tii4097, Tii4100, Tii4103 und T{i4106.

Merkmal Tii4097 Tii4100 Tii4103 Tii4106
GenomgrolRe in Mbp 7,03 8,74 7,91 7,34
Anzahl sequenzierter
. 1,34 1,09 0,97 1,15
Basen in Gbp
Coverage 191-fach 125-fach 123-fach 157-fach
Anzahl sequenzierter
96.990 91.089 84.432 88.638
reads
Nsoin bp 18.098 19.744 15.153 18.805
Anzahl contigs 3 3 3 3
GC-Gehalt in % 73,41 72,11 74,05 72,45
Anzahl Protein-
. 6.164 7.943 7.274 7.004
kodierender Gene
Anzahl Chromosomen 1 1 1
Anzahl Plasmide 2
Tabelle 12: Genomeigenschaften der Stamme 13, 14, I5 und 16
Merkmal 13 14 15 16
Genomgrolie in Mbp 7,64 7,71 7,61 7,05
Anzahl sequenzierter
. 1,49 1,20 1,49 1,16
Basen in Gbp
Coverage 195-fach 155-fach 196-fach 165-fach
Anzahl sequenzierter
149.251 148.917 159.023 119.346
reads
Nsoin bp 14.163 10.776 13.014 13.548
Anzahl contigs 7 7 4 2
GC-Gehalt in % 72,26 72,26 72,27 72,47
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Merkmal 13 14 15 16
Anzahl Protein-

) 7.394 6.877 6.842 6.005
kodierender Gene

Anzahl Chromosomen 1 1

Anzahl Plasmide

4.1.3.2 Taxonomische Einordnung der genomsequenzierten Staimme durch TYGS

Zusatzlich zur taxonomischen Einordnung der Stamme mittels 16S rRNA Analyse erfolgte nach der
Gesamtgenom-Sequenzierung eine taxonomische Analyse der Stamme durch das phylogenomische Tool
TYGS (s. 3.9.2). Im Gegensatz zur 165-Analyse ermoglicht TYGS, durch die Kombination von 16S Blast-
Analyse, digitaler DNA-DNA-Hybridisierung basierend auf dem Gesamtgenom und Bestimmung des GC-
Gehalts, eine sehr prazise Klassifizierung. Damit ist die Analyse mit TYGS aussagekréaftiger als eine reine
16S-basierte Einordnung. Die phylogenetisch nachsten Typ-Stamme zu 13, 14, 15, 16, Ti4097, Tii4100,
TU4103 und Tii4106 wurden identifiziert und die acht Stamme in einen Stammbaum eingeordnet. Die
Ahnlichkeit der Stimme zu einem Typ-Stamm wird als ds-Wert angegeben, der sich aus der Liange
intergenomisch Ubereinstimmender Sequenzen und der Summe identischer Basenpaare in diesen
Sequenzen errechnet (187).

Tu4097 wird mit ds=88,8% dem Typ-Stamm Streptomyces sampsonii NBRC 13083 zugeordnet. Nur die
Zuordnung von Ti4097 liegt GUber dem Spezies-cutoff von 70%. Dementsprechend stellt Ti4097 keine
potenziell neue Spezies dar. Bei Tli4100, Tii4103, Ti4106, 13, 14, 15 und 16 handelt es sich um potenziell
neue Stamme. TU4100 ist am néachsten mit Streptomyces rubrogriseus NBRC 15455 verwandt
(d4=51,0%). Der nachst-verwandte Stamm von Ti4103 ist Kitasatospora cineracea DSM 44780
(d4=43,0%). 16 ist gemaR TYGS-Analyse am nachsten mit Streptomyces spongiicola HNM0071 verwandt
(d4=51,5%). 13, 14, I5 und Ti4106 werden demselben Clade zugeordnet (Abbildung 27) und sind somit
wahrscheinlich sehr nahe verwandt. Der nachstverwandte Typ-Stamm aller vier Stdamme ist
Streptomyces capillispiralis DSM 41695 mit d,=31,4% (TG4106 und 14) bzw. d,=31,5% (I3 und 16). Eine
Ahnlichkeit untereinander von d4=99,6% lasst darauf schlieBen, dass I3 und 14 sehr wahrscheinlich der
gleichen Spezies angehdren.

Mit 13 bzw. 14, I5, 16, Ti4100, Tii4103 und Ti4106 wurden in dieser Arbeit sechs potenziell neue
Aktinomyceten-Spezies identifiziert. Alle Stamme, auBer Tii4103, gehoren den Streptomyceten an.
TU4103 ist von besonderem Interesse, da dieser dem seltenen Aktinomyceten-Genus Kitasatospora

zugehorig ist.
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Abbildung 27: Phylogenetischer Stammbaum der Stamme Tii4097, Tii4100, Tii4103, Tii4106, I3, 14, 15 und 16 und
der ndchstverwandten Typ-Stamme gemal} Analyse mit TYGS. Die Werte an den Verzweigungen bezeichnen die
Konfidenz der Abzweigung. Bzgl. des GC-Gehalts bedeutet weill 70,00% und schwarz 74,20%. An der Lénge der
entsprechenden Balken ldsst sich die Genom-GréRe und die Anzahl codierter Proteine ablesen.

4.1.3.3 Cluster-ldentifizierung durch AntiSMASH

Die Gesamtgenomsequenzen der indonesischen Stamme wurden mit AntiSMASH Version 3.0 (T4097,

Ti4100, TG4103, T44106) bzw. Version 4.0 (I3, 14, 15, 16) analysiert, um BGCs fir Sekundarmetabolite zu

finden (Outputs s. 7.2). Die Ubereinstimmung, auf die in diesem Abschnitt Bezug genommen wird,
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bezieht sich auf die Anzahl der Gene, die Ahnlichkeit aufweisen. In der AntiSMASH-Analyse werden zwei
Gene als dhnlich angesehen, wenn ein Alignment durch eine BLAST-Analyse einen e-value von unter 107
ergibt und die Identitdt der Nukleotid-Sequenzen lber 30% betragt. Zudem muss das kiirzeste BLAST-
Alignment (iber 25% der Sequenz umfassen. Wenn zu allen Genen eines bekannten Clusters dhnliche
Gene im Such-Cluster zu finden sind, wird die Ubereinstimmung der beiden Cluster als 100% angesehen.
Eine geringere Ubereinstimmung ergibt sich, wenn nicht allen Gene des bekannten Clusters ein
dhnliches Gegenstilick im Such-Cluster zuzuordnen ist oder sich die Reihenfolge der Gene abweicht (188).
Mit AntiSMASH wurden im Genom von Ti4097 24 mogliche Cluster identifiziert. Sechs davon zeigten
eine 100%ige Ubereinstimmung mit den Clustern von Antimycin, FR-008, Desferrioxamin B, Ectoin, SAL-
2242 und SGR_PTM:s. Alle weiteren zeigten weniger als 70% Ubereinstimmung zu bekannten Clustern.
Sie kodierten flr drei Polyketide, einen Terpen-Bacteriocin-Hybrid, einen Siderophor, fiinf nicht-
ribosomale Peptide, einen Aminoglycosid-Butyrolacton-Hybrid, ein Thiopeptid, vier Terpene, zwei
Bacteriocine und ein nicht-ribosomales Peptid-Polyketid-Hybrid.

Im Genom von Ti4100 wurden mit AntiSMASH 26 mogliche Biosynthesegencluster identifiziert. Davon
zeigten fiinf 100%ige Ubereinstimmung zu den Clustern von Coelichelin, Isorenieraten, SapB, Lipomycin
und Albaflavenon. Dass Tii4100 a-Lipomycin produziert, wurde schon durch die HPLC-Analyse (s. 4.1.1.8)
gezeigt. Drei Cluster zeigten mehr als 80% Ubereinstimmung zu den Clustern fiir Deferrioxamin B,
Paenibactin und Coelibactin. Die Ubrigen kodierten voraussichtlich fiir sechs Polyketide, zwei
Bacteriocine, drei Terpene, zwei nicht-ribosomale Peptide, einen Siderophor, ein Indol, ein Ectoin, ein
Melanin und ein Cluster, das sich keiner Kategorie zuordnen lasst.

Fir Tu4103 wurden mit AntiSMASH 26 mogliche Cluster identifiziert. Zwei davon zeigten 100%
Ubereinstimmung zu den Clustern von Alkylresorcinol und 2-Methylisoborneol. Zwei weitere zeigten
iber 80% Ubereinstimmung zu Isorenieraten und Fuscachelin. Die (ibrigen kodierten voraussichtlich fiir
drei Terpene, zwei Bacteriocine, vier nicht-ribosomale Peptide, ein Indol, einen Siderophor und ein
Phosphonat. Des Weiteren wurden mit AntiSMASH viele Hybridgencluster gefunden: ein Ectoin-
Bacteriocin-Polyketid-Hybrid, zwei nicht-ribosomale Peptid-Polyketide-Hybride, ein Lanthipeptid-
Ladderan-Hybrid, ein Hybrid aus Butyrolacton, Polyketid, nicht-ribosomalem Peptid, Lanthipeptid und
Bacteriocin, ein Polyketid-Bacteriocin-Hybrid und ein Lanthipeptid-Terpen-Hybrid.

Fur die BGCs von Tii4106 s. 0.

Im Genom von I3 wurden mit AntiSMASH 17 Gencluster gefunden. Fiinf davon wurden mit 100%iger
Ubereinstimmung als die Cluster von Albaflavenon, Desferrioxamin B, Ectoin, Alkylresorcinol und
Naphthyridiomycin bestimmt. Zwei weitere Cluster zeigten iiber 80% Ubereinstimmung mit den
Clustern eines Sporenpigments und von Hopen. Des Weiteren wurden mit AntiSMASH Cluster gefunden,

die fir einen Siderophor, zwei Terpene, zwei Bacteriocine, ein Lassopeptid, ein Polyketid-Hybrid, ein
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Aminoglycosid, ein Butyrolacton-Polyketid-Ectoin-nicht-ribosomales Peptid-Hybrid und ein Cluster, das
keiner bekannten Familie zugeordnet werden konnte, kodieren.

Im Genom von 14 wurden mit AntiSMASH 19 Gencluster identifiziert. Acht davon wurden mit 100%
Ubereinstimmung als die Cluster von Albaflavenon, Venezuelin, Desferrioxamin B, Ectoin, SAL-2242,
Alkylresorcinol, Ectoin und Naphthyridinomycin bestimmt. Zwei weitere Cluster zeigen Uber 80%
Ubereinstimmung mit den Clustern eines Sporenpigments und von Hopen. Des Weiteren wurden mit
AntiSMASH Cluster gefunden, die fiir einen Siderophor, zwei Terpene, zwei Bacteriocine, ein
Lassopeptid, ein nicht-ribosomales Peptid, ein Polyketid-Hybrid und ein Aminoglycosid kodieren.

Mit AntiSMASH wurden im Genom von |5 16 Biosynthesegencluster identifiziert. Fiinf von ihnen zeigten
100% Ubereinstimmung zu den Clustern von Alkylresorcinol, Ectoin, Desferrioxamin B, Venezuelin und
Albaflavenon. Drei weitere zeigten liber 80% Ubereinstimmung zu den Clustern von Resistomycin,
Hopen und eines Sporenpigments. Die anderen Cluster kodierten voraussichtlich fiir zwei Terpene, ein
nicht-ribosomales Peptid, einen Siderophor, ein Lassopeptid und zwei Bacteriocine.

Im Genom von |6 wurden mit AntiSMASH 23 Biosynthesegencluster gefunden. Fiinf von ihnen zeigten
100% Ubereinstimmung zu den Clustern von Tirandamycin, Isorenieraten, Desferrioxamin B, Scabichelin
und Stauropsorin. Eines der Cluster zeigte 88% Ubereinstimmung zum Echinomycin Gencluster. Die
anderen Cluster kodierten voraussichtlich fir zwei Terpene, zwei Thiopeptide, zwei Bacteriocine, ein
Polyketid, ein Linaridin, ein Melanin, ein Polyketid-Siderophor-Hybrid, ein Phosphonate-nicht-
ribosomales Peptid-Hybrid, ein Polyketid-Lanthipeptid-Polyketid-Hybrid, ein Butyrolacton-Polyketid-
nicht-ribosomales Peptid-Hybrid sowie drei weitere Sekundarmetabolitcluster, die sich keiner
bekannten Kategorie zuordnen liel3en.

Die AntiSMASH-Analyse zeigte viele Zielcluster flir ndhere Untersuchungen auf. Zudem bestatigt sich
hier durch die nahezu identischen Gencluster, dass es sich bei 13 und 14 um denselben Stamm handelt.
TU4103 und 16 zeichnen sich durch einen hohen Anteil an Hybrid- bzw. nicht zuzuordnenden Clustern
aus. Das impliziert, dass die beiden Stamme fiir mehr Sekundarmetabolite kodieren, als Cluster durch
die Analyse mit AntiSMASH identifiziert werden konnten. Die beiden Stamme sind auBerdem wegen
ihrer Phosphonat-Cluster von besonderem Interesse, da Phosphonate eine wenig untersuchte Klasse
von Sekundarmetaboliten mit breitem Wirkspektrum darstellen. Die Folgenden Arbeiten konzentrierten

sich auf diese beiden Cluster.

4.1.4 Phosphonatdetektion mit 16 und Tii4103 durch Bioaktivitatstests gegen E.
coli WM6242

Phosphonate kénnen aufgrund ihrer Polaritat die lipophile Zellwand von Gram-negativen Bakterien, wie
E. coli, gewohnlich nicht durchdringen. Auch der Laborstamm E. coli K12 ist resistent gegen zahlreiche

Phosphonatantibiotika. Der Stamm E. coli WM6242 wurde als Detektorstamm fir
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Phosphonatantibiotika entwickelt (159). E. coli WM6242 exprimiert ein Phosphonat-Aufnahmesystem
(phnCDE-Operon), welches ihn sensitiv gegeniber Phosphonaten macht. Das phnCDE-Operon steht
unter der Kontrolle des Ptac Promotors, der durch IPTG induziert wird. Durch Bioaktivitatstests gegen E.
coli K12 und E. coli WM6242 sollten Tii4103 und 16 auf die Produktion eines Phosphonat-Antibiotikums
hin untersucht werden.

Ti4103 und 16 wurden auf HM-Festmedium, 16 zusatzlich auf MS-Festmedium ausgestrichen und fir
sieben Tage bei 27°C inkubiert. Der Agariiberstand wurde gewonnen und auf Filterrondelle pipettiert.
Als Positiv-Kontrolle wurde das Phosphonat-Antibiotikum PTT verwendet. PTT zeigt keine Aktivitat
gegen Gram-negative Bakterien und sollte daher nur einen Hemmhof auf E. coli WM6242 verursachen.
Der Uberstand von HM- und MS-Festmedium diente als Negativ-Kontrolle. Die Filterrondelle wurden auf
Testplatten mit E. coli K12 bzw. E. coli WM6242 + 1 mM IPTG aufgelegt und die Platten i/N bei 37°C
inkubiert.

PTT verursachte auf E. coli WM6242-Testplatten einen Hemmbhof, auf E. coli K12-Testplatten jedoch
nicht. Die Negativ-Kontrolle zeigte weder gegen E. coli K12 noch gegen E. coli WM6242 Aktivitat. Der
Agarilberstand von 16, der aus HM-Platten gewonnen worden war, zeigte weder Aktivitdt gegen E. coli
K12 noch gegen E. coli WM6242 (Abbildung 28). Dagegen zeigte der Agariiberstand von 16, der aus MS-
Platten gewonnen worden war, Aktivitat gegen sowohl gegen E. coli K12 als auch gegen E. coli WM6242.
Da 16 generelle Aktivitdt gegen E. coli aufweist, kann mit Hilfe dieses Tests die Frage, ob 16 ein
Phosphonat-Antibiotikum produziert, also nicht beantwortet werden. Weitere Tests waren notwendig,

um nachzuweisen, dass ein Phosphonat produziert wird (s. 5.2.1).

E. coli K12 E. coli WM6242+IPTG

Abbildung 28: Agardiffusionstests des Agariiberstands von 16 gegen E. coli K12 und den Phosphonat-sensitiven
E. coli-Stamm WM6242.

Gegen E. coli K12 verursachte der Agariiberstand von Ti4103 keinen Hemmhof (Abbildung 29). Wird
der Agariiberstand auf E. coli WM4262-Testplatten getestet, bildet sich ein Hemmhof. Die Aktivitdt des
Agarlberstandes von Tii4103 gegen den Phosphonat-sensitiven E. coli-Stamm WM6242 und die
fehlende Aktivitdt gegen E. coli K12 zeigt, dass Ti4103 ein Phosphonat-Antibiotikum produziert. Da es
sich zudem bei Tii4103 als Kitasatospora sp. um einen seltenen Aktinomyceten handelt, konzentrierte
sich die weitere Arbeit auf die Untersuchung der Phosphonatproduktion von T(i4103 statt auf jene von

6.
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Kulturibersta plentberstand

Tiu4103 edienliberstand

E. coliK12 E. coli WM6242+IPTG

Abbildung 29: Agardiffusionstests des Agariiberstands von Tii4103 gegen E. coli K12 und den Phosphonat-
sensitiven E. coli-Stamm WM6242.

4.2 Charakterisierung des Phosphonat-Antibiotikums aus Tii4103

4.2.1 Optimierung der Phosphonat-Produktionsbedingungen
4.2.1.1 Ermittlung geeigneter Produktionsmedien

Um die optimalen Bedingungen fiir die Produktion des Phosphonat-Antibiotikums durch T{i4103 zu
bestimmen, wurde die Produktion auf verschiedenen Standardmedien getestet. Ti4103 wurde in drei
Replikaten auf den Festmedien R5, HM, MS und OM ausgestrichen und fiir 13 Tage inkubiert. Es wurden
Blockchen der bewachsenen Festmedien ausgestochen und auf E. coli WM6242-Testplatten aufgelegt.
Als Negativ-Kontrolle dienten jeweils Blockchen der unbewachsenen Festmedien. Als Positiv-Kontrolle
wurde PTT eingesetzt. Nach Inkubation der Testplatten /N wurde die Hemmhofbildung dokumentiert.
Bei keiner der Negativ-Kontrollen wurde ein Hemmhof auf den E. coli WM6242-Testplatten beobachtet,
wohingegen die Positiv-Kontrolle einen Hemmhof verursachte (Daten nicht gezeigt). Die Ti4103-
Kulturen, die auf R5 gewachsen waren, zeigten keine Aktivitdt (Abbildung 30). Die groRten Hemmhofe
von durchschnittlich 18,7 mm bildeten sich um die Blockchen der mit Ti4103 bewachsenen HM-Platten.
Um die Blockchen der MS- und OM-Kulturen bildeten sich durchschnittlich kleinere Hemmhofe (MS:
14,7 mm, OM: 10,3 mm). Eines der Replikate der OM-Kulturen zeigte keine Aktivitat.

Da Blockchen der Kulturen, die auf HM angezogen worden waren, die beste Bioaktivitat zeigten, wurde

far weitere Kultivierungen HM-Medium verwendet.
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Abbildung 30: Bioaktivitdtstests von Kulturen von Tii4103 auf R5-, HM-, MS- und OM-Festmedium gegen E. coli
WM6242. (a) Hemmhofe von Kulturen von Ti4103 auf R5-, HM-, MS- und OM-Festmedium gegen E. coli WM6242.
(b) Durchschnittlicher Hemmhofdurchmesser in mm von Kulturen von Ti4103 auf R5-, HM-, MS- und OM-
Festmedium mit Standardabweichung.

4.2.1.2 Vergleich der Phosphonatproduktion in Fliissig- und Festmedien-Kulturen

Es wurde beobachtet, dass Flissigkulturen von Tii4103 keine stabile Aktivitat gegen E. coli WM6242
aufweisen. Vermutlich wird das Phosphonat-Antibiotikum in Flissigmedium nicht stabil produziert.
Daher sollte getestet werden, ob T(i4103 auf Festmedien zuverldssig Aktivitdt gegen E. coli WM6242
zeigt. Dazu wurde T4103 in vier Kulturen mit HM-Flissigmedium angesetzt bzw. auf vier Platten HM-
Festmedium ausgestrichen. Nach der Inkubation der Kulturen wurden die Kultur- bzw. Agariiberstdnde
gewonnen. Die Agariiberstande wurden mittels Filterrondellen auf E. coliWM6242- und K12-Testplatten
aufgelegt und U/N inkubiert. Als Positiv-Kontrolle diente PTT und als Negativ-Kontrolle der
Medieniberstand des HM-Fllssig- bzw. Festmediums.

Die Negativ-Kontrollen verursachten keine Hemmhofe. Die Positiv-Kontrolle zeigte Aktivitat gegen E. coli
WMG6242, nicht aber gegen E. coli K12. Die Kulturiiberstande aus den Fliissigkulturen verursachten keine
Hemmhofe, weder auf E. coli WM6242- noch auf E. coli K12-Testplatten. Die Agariiberstinde der
Festkulturen zeigten Aktivitat gegen E. coli WM6242, jedoch nicht gegen E. coli K12 (Abbildung 31).
Dass Ti4103 ausschlieBlich als Festkultur Hemmhofe auf E. coli WM6242-Testplatten verursacht, deutet
darauf hin, dass das Phosphonat-Antibiotikum nur auf Festmedium produziert wird. Daher sollte Ti4103
zur Gewinnung des Phosphonat-Antibiotikums auf Festmedium angezogen werden. Doch auch wenn
Tu4103 auf Festmedium das Phosphonat zuverlassig produziert, erschwert die Gewinnung des
Agariberstands aus Festmedium die Isolation aus groRen Volumina. Zudem ist Wasser als Losungsmittel
schlecht geeignet, da es erst bei hohen Temperaturen und geringem Druck evaporiert. Auerdem
enthdlt der Agarlberstand noch viele Medienbestandteile, die eine spatere Aufreinigung des

Phosphonats durch chromatografische Trennmethoden erschweren (s. 5.2.2.2).
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Abbildung 31: Hemmbhoftests der Agariiberstinde von Fliissig- und Festkulturen von Tii4103. Die Uberstinde
wurden gegen E. coli WM6242 und E. coli K12 getestet.

4.2.2 Bioaktivitiats-geleitete Ansdtze zur Anreinigung des Phosphonat-
Antibiotikums

Zur Strukturaufklarung und fir spezifische Aktivitdtstests sollte das Phosphonat-Antibiotikum in
Reinform vorliegen. Die vollstandige Aufreinigung und Strukturaufklarung wird vom Projektpartner (AG
H. GroR, Universitat TUbingen) durchgefiihrt werden. Mit einer HILIC-S4ule ist es bereits gelungen, den
Agariiberstand von Tii4103 zu fraktionieren und das Phosphonat in einer Fraktion durch 3P-NMR
nachzuweisen (Aziz, pers. Mitt.).

In der vorliegenden Arbeit sollten Vorversuche durchgefiihrt werden, die eine Abtrennung des
Phosphonat-Antibiotikums von weiteren Bestandteilen des Agariiberstands ermoglichen. Als Positiv-
Kontrolle diente dabei jeweils der unbehandelte Kulturiiberstand von Tii4103. Als Negativ-Kontrollen

wurden die reinen Lésungsmittel bzw. unbehandelter Medieniiberstand verwendet.

4.2.2.1 Test auf Thermostabilitat des Phosphonat-Antibiotikums

Zur Anreinigung des Phosphonats wurde der Agariiberstand von Ti4103 mehrfach unter hohen
Temperaturen und/oder geringem Druck eingeengt, um das wassrige Lésungsmittel zu evaporieren und
so die bioaktive Substanz in eine feste Phase zu Uberfuhren. Daher sollte im Vorfeld die Stabilitat der
Bioaktivitat unter intensiver Hitzeeinwirkung getestet werden. Die Stabilitat der Bioaktivitat ermoglicht

zudem lange Lagerungszeiten ohne EinbulRen der Bioaktivitat.
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Zwolf Ansatze des gegen E. coli WM6242 aktiven Agariiberstands von T{i4103 wurden bei 27°C, 39°C,
55°C und 100°C jeweils 1 h, 8 h und 24 h inkubiert und danach erneut die Bioaktivitat gegen E. coli
WMG6E242 bestimmt. Als Positiv-Kontrolle diente ein unbehandelter Ansatz des Agariiberstandes. Als
Negativ-Kontrolle wurde der Uberstand des Kulturmediums verwendet.

Alle Proben bildeten nach der Inkubation Hemmhofe gegen E. coli WM6242 aus, das heilt, die
Bioaktivitat der Agariiberstéande blieb in jedem der Ansatze erhalten (Daten nicht gezeigt). Eine Probe
zeigte sogar nach 24-stiindiger Inkubation bei 100°C noch Aktivitat. Das von Ti4103 produzierte
Phosphonat-Antibiotikum ist also stabil gegeniiber thermischer Belastung. Diese Eigenschaft ist
vermutlich auf die Stabilitdt der P-C-Bindung zurlickzufiihren (111). Die Stabilitat hat den Vorteil, dass
lange Lagerungszeiten ohne Aktivitatsverlust moglich sind. AuRerdem kann das wassrige Losungsmittel

unter diesen Umstanden bei hohen Temperaturen und geringem Druck evaporiert werden.

4.2.2.2 Extraktion des Phosphonats mit organischen Losungsmitteln

Zur Anreinigung des Phosphonat-Antibiotikums sollte getestet werden, ob es sich mit gangigen
organischen Losungsmitteln aus dem Agariiberstand von T(4103 extrahieren ldasst. Dazu wurde der
aktive Agariberstand mit den unpolaren organischen Ldsungsmitteln Chloroform, Ethylacetat,
Dichlormethan, Butanol, Toluol bzw. Diethylether extrahiert. Die Extrakte wurden eingeengt und auf
Filterrondelle aufgetragen. Die Filterrondelle wurden fir Agardiffusionstests auf E. coli WM6242-
Testplatten aufgelegt und die Platten /N inkubiert.

Polare organische Lésungsmittel bilden Emulsionen mit Wasser. Daher kann der Agariiberstand nicht als
wassrige Losung mit polaren organischen Loésungsmitteln extrahiert werden. Um Emulsionen zu
vermeiden, wurde der bioaktive Agarliberstand vollstandig eingeengt und der Riickstand mit Methanol,
Ethanol, Isopropanol bzw. Aceton und als Positiv-Kontrolle mit H,Ogeion resuspendiert. Die Suspensionen
wurden in Agardiffusionstests gegen E. coli WM®6242 getestet.

Nach Inkubation der Testplatten bildete sich um die Negativ-Kontrollen kein Hemmhof (Abbildung 33
(a)). Die Positiv-Kontrolle verursachte einen Hemmhof gegen E. coli WM6242 (Abbildung 33 (b)).
AusschlieRlich der Methanol-Extrakt zeigte Aktivitat gegen E. coli WM6242 (Abbildung 32 (c)). Demnach

eignet sich Methanol als Extraktionsmittel fiir das Phosphonat-Antibiotikum.

(b)

Abbildung 32: Hemmhoftests zur Extraktion des Agariiberstands von Tii4103 mit Methanol. (a) reines
Methanol (b) Agariiberstand von Tii4103 (c) Methanol-Extrakt.
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4.2.2.3 Sequenzielle Extraktion des Phosphonats mit Methanol

Um festzustellen, ob das Phosphonat-Antibiotikum vollstandig in Methanol Gberfiihrt werden kann,
wurde der aktive Agariberstand komplett eingeengt und in Methanol resuspendiert. Die Suspension
wurde zentrifugiert und das organische Losungsmittel abgenommen. Daraufhin wurde das Pellet erneut
mit der gleichen Menge frischen Methanols gewaschen und die Extraktion wiederholt. Auf diese Weise
wurde das Pellet viermal mit Methanol gewaschen. Zuletzt wurde das Pellet in H;Ogeion gelost, um zu
testen, ob Bioaktivitdt in der wassrigen Phase verblieben ist. Die Extrakte wurden auf Filterrondelle
gegeben und auf E. coli WM6242-Testplatten aufgelegt. Die Testplatten wurden Gi/N inkubiert.

Die Positiv-Kontrolle verursachte einen Hemmhof mit einem Durchmesser von 16 mm, wahrend die
Negativ-Kontrolle keine Aktivitdt zeigte. Um die mit Methanol extrahierten Proben bildeten sich
Hemmhofe. Dabei nahm der Durchmesser der Hemmhofe mit jedem Waschschritt etwas ab, beginnend
bei 10 mm, tber 9,5 mm bis 9 mm. Der Hemmhof mit dem groRten Durchmesser bildete sich um die
wassrige Losung (16 mm). Das zeigt, dass sich zwar eine gewisse Menge des Phosphonat-Antibiotikums
in Methanol |6st, aber die Kapazitat dieses Losungsmittels schnell erreicht ist. Zudem 16st Methanol das

Phosphonat-Antibiotikum nicht so effektiv wie H2Ogeion.

Tabelle 13: Sequenzielle Extraktion des Phosphonat-Antibiotikums aus dem Kulturiiberstand von Ti{i4103 mit
Methanol.

Hemmhofdurchmesser in mm
1. Extraktion 10
2. Extraktion 9.5
3. Extraktion 9
4. Extraktion 9
H204deion 16

Durchmesser der Hemmhofe in mm in Bioaktivitatstests gegen E. coli WM6242.

4.2.2.4 Ansduerung des Phosphonat-haltigen Agariiberstands zur Extraktion mit unpolaren
organischen Losungsmitteln

Der pH-Wert beeinflusst die Loslichkeit von schwachen Sauren, zu denen auch die Phosphonate zahlen.
Bei saurem pH werden die Hydroxygruppen protoniert und die Sdure wird unpolarer. Das erleichtert die
Uberfiihrung in unpolare organische Lésungsmittel. Bei basischem pH liegt die Sdure als Anion vor und
ist somit polar. Hier verbleibt das Molekiil nach der Extraktion in der wassrigen Phase (Brilisauer, pers.
Mitt.) (189-191).

Um zu testen, ob sich das Phosphonat-Antibiotikum nach Ansduerung des Agariberstands mit
unpolaren organischen Lésungsmitteln extrahieren lasst, wurden je 3 mL des aktiven Agariiberstands
von Ti4103 mit Salzsaure bzw. Natriumhydroxid auf pH-Wert 3, 7 bzw. 11 eingestellt. Von jedem Ansatz
wurde je 1 mL mit Ethylacetat, Butanol bzw. Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde

abgenommen und jeweils die wassrige und die organische Phase auf 100 uL eingeengt. Die organischen
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und wassrigen Phasen wurden in Agardiffusionstests auf Aktivitat gegen E. coli WM6242 getestet.
Uberstand des reinen Mediums, der auf die pH-Werte 3, 7 bzw. 11 eingestellt worden war wurde als
Negativ-Kontrolle verwendet.

Keine der Negativ-Kontrollen zeigte Aktivitat gegen E. coli WM6242. Unabhdngig vom Losungsmittel und
dem pH-Wert verursachten ausschlielich die wassrigen Proben Hemmhofe (Abbildung 33). Die
organischen Extrakte zeigten keine Aktivitdt. Das Phosphonat-Antibiotikum lasst sich also auch bei

vorheriger Protonierung nicht mit organischen Losungsmitteln extrahieren.

| ——
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Abbildung 33: Agardiffusionstests gegen E. coli WM6242 mit den Extrakten und den wassrigen Phasen eines
Agariiberstands von Tii4103. Der Agariiberstand wurde auf die pH-Werte 3, 7 und 11 eingestellt. Als Positiv-
Kontrolle diente der unbehandelte Agariiberstand von Tii4103. Uberstand des reinen Mediums, der auf die pH-
Werte 3, 7 und 11 eingestellt worden war, sowie reines Ethylacetat, Butanol bzw. Chloroform wurden als Negativ-
Kontrolle verwendet.

4.2.3 Charakterisierung des putativen Phosphonat-Biosynthesegenclusters von
Tu4a103

Das Gesamtgenom von Ti4103 umfasst 7.913.726 bp. Durch eine Analyse mit AntiSMASH wurde ein
Cluster entdeckt, das fir ein putatives Phosphonat kodiert (Cluster Nr. 9). Auf dem Genom liegt Cluster
Nr.9 im Bereich 3.383.515 bp bis 3.424.408 bp und umfasst damit etwa ca. 40 kb bzw. 0,5% des Genoms.
GemaR AntiSMASH-Auswertung besteht Cluster Nr. 9 aus 37 open reading frames (orfs). Die orfs wurden
nach dem Stamm Kitasatospora und dem vermuteten Produkt, Phosponat, mit kph bezeichnet. Die
Nummerierung erfolgte beginnend mit kph1 beim ersten orf, das AntiSMASH dem Phosphonat-Cluster
zuordnet. Orfs downstream von kphl werden im negativen Zahlenbereich nummeriert, orfs upstream
von kph37 werden fortnummeriert.

Die Basensequenzen der identifizierten orfs innerhalb des Clusters und auRerhalb der Rander des
Clusters Nr. 9 wurden mit der Datenbank BlastP abgeglichen, um funktionell dhnliche Proteine zu
identifizieren und die Clustergrenzen zu bestimmen. Das Phosphonat-Cluster von Tii4103 wurde mit
dem von K. setae (NCBI Accession Nr. NC_016109) und K. phosalacinea (NCBI Accession Nr.

JNYEOOO000000) verglichen, da K. setae als Typstamm des Genus Kitasatospora definiert wurde und K.
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phosalacinea der Produzent des Phosphonat-Antibiotikums Phosalacin ist. Viele der Genprodukte des
Phosphonat-Clusters von Tii4103 zeigen hohe Identitat (76% bis 99%) zu Genprodukten von K. setae und
K. phosalacinea (s. 0). Nicht nur die abgeleiteten Genprodukte von Cluster Nr. 9, sondern auch die
Randbereiche auRerhalb des von AntiSMASH identifizierten Clusters zeigen die hochste Identitat (295%)
zu den putativen Genprodukten des Stammes Streptomyces sp. 4121.5 (NCBI Accession Nr.
PHTWO00000000). Hohe Identitdt besteht auch zwischen den Genprodukten von kph17 bis kph42 und
denen des pepM enthaltenen Clusters der beiden Spezies Streptomyces spp. 31A4 und MMG1121 (NCBI
Accession Nr. KF386877 und LGDV00000000) (48% bis 89%). Die beiden Stamme wurden in einer Studie
von Ju et al. (113) als potenzielle Phosphonat-Produzenten identifiziert. Das zugehdrige Phosphonat
wurde allerdings noch nicht beschrieben. Die Tatsache, dass Tii4103, Streptomyces sp. 4121.5,
Streptomyces sp. 31A4 und Streptomyces sp. MMG1121 ein BGC mit hoher Identitat besitzen, lasst
darauf schlieflen, dass die vier Stamme ein dhnliches oder das gleiche bislang unbekannte Phosphonat

produzieren.

4.2.3.1 Identifizierung der Clustergrenzen

Durch die Analyse mit BlastP und BlastX wurden auch die von AntiSMASH identifizierten Clustergrenzen
Uiberpriift. Downstream von kph42 zeigen die kodierten Genprodukte keine Ahnlichkeit mehr zu denen
von Streptomyces sp. MMG1121 oder Streptomyces sp. 31A4. Zudem werden downstream von kph42
ausschlieBlich hypothetische Proteine kodiert. Daher bildet kph42 wahrscheinlich den rechten Rand des
Clusters.

Upstream von kph-23 finden sich vermehrt orfs, deren Genprodukte hypothetisch sind. Daher kdnnte es
sich bei kph-23 um die linke Clustergrenze handeln. Aufgrund der Verortung der hypothetischen
Genprodukte upstream von kph-23 und downstream von kph42 konnte das Cluster aber den viel
grofReren Bereich kph-23 bis kph42 umfassen. Allerdings muss es sich bei diesem DNA-Abschnitt nicht
um ein einziges groBes Cluster handeln. Stattdessen kénnten zwei oder mehr kleinere Cluster im Genom
in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander liegen. Das Hinzufligen von 5, 10 oder 20 kb an die Rander
identifizierter Cluster ist eine gangige Funktion bei AntiSMASH, um akzessorische Gene zu erfassen
(188). Durch die AntiSMASH-Analyse werden daher haufig zwei benachbarte Gencluster als ein einziges
identifiziert oder flankierende Gene, die keinem Cluster zugehorig sind, werden dem eigentlichen BGC
zugeordnet.

Das durch eine AntiSMASH-Analyse identifizierte Phosphonat-Cluster zeigt nur im Bereich von kph17 bis
kph42 hohe Identitdt zu den Phosphonat-Biosynthesegenclustern der Stamme Streptomyces sp.
MMG1121 und Streptomyces sp. 31A4, wahrend upstream von kph17 keine ldentitat existiert. kph17 bis
kph42 liegen unidirektional vor. Das wirde die Kontrolle durch einen gemeinsamen Regulator

erleichtern. Im Gegensatz dazu zeigen kph-23 bis kph16 keine einheitliche Leserichtung. Der linke Rand
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des Phosphonat-Clusters liegt demnach vermutlich bei kphl7 statt bei kph-23. Das eigentliche
Phosphonat-Cluster, in dem die Enzyme zur Synthese der Gesamtstruktur des Phosphonat-
Antibiotikums von Ti4103 kodiert sind, umfasst also wahrscheinlich kph17 bis kph42 bzw. den Bereich
zwischen 3.401.998 bp und 3.433.971 bp. Das sind 31.973 bp bzw. 0,4% des Gesamtgenoms (Liste der

orfs mit abgeleiteten Genprodukten s. 0).
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der orfs des Phosphonat-Clusters von Ti{i4103. Die Linien markieren die
Regionen, die in der AntiSMASH- sowie in der BLAST-Analyse als Phosphonat-Cluster identifiziert wurden.

4.2.3.2 Identifizierung méglicher Genprodukte

kph17 bis kph42 sowie ausgewahlte orfs aullerhalb des Phosphonat-Clusters sollten im Folgenden
anhand der putativen Genprodukte auf eine mogliche Rolle in der Phosphonat-Biosynthese hin
analysiert werden. Dabei sind die Referenzprodukte der orfs, auf die sich bezogen wird, noch nicht
funktionell charakterisiert. Die Funktionsgruppierung orientierte sich an den von AntiSMASH
verwendeten Kategorien Biosynthese-, Transport-, regulatorische und weitere Gene. Die
Biosynthesegene wurden bereits ihrer putativen Funktionalitat flr die Biosynthese nach unterteilt in
Phosphonat-Biosynthesegene und Nukleosid-/Nukleotid-Biosynthesegene sowie Biosynthesegene
unbekannter Funktion. Als weitere Kategorie wurde die der DNA-Reparaturgene eingefiihrt, die

vermehrt zu finden sind und Hinweise auf einen moglichen Wirkort des Phosphonats liefern.

4.2.3.2.1 Phosphonat-Biosynthesegene

In allen Phosphonat-Produzenten finden sich die drei Gene pepM, pnpyD1 und pnpyD2, die fir die
essenziellen Enzyme zur Phosphonatproduktion (PepM und PnPyD) kodieren (Abbildung 35, s. 1.5.1).
kph18 kodiert fir eine putative PepM, die zu 86% PepM aus Streptomyces sp. MMG1121 entspricht. Die
Genprodukte von kph19 und kph20 kodieren fiir eine putative a- bzw. B-Untereinheit einer putativen
PnPyD, die den entsprechenden Untereinheiten aus Streptomyces sp. 31A4 zu 89% bzw. 85% gleichen.
Die putativen Genprodukte von kphi18, kph19 und kph20 sind ein starker Hinweis, dass Ti4103 ein

Phosphonat produzieren kann.
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Abbildung 35: Umsetzung von Phosphoenolpyruvat zu Phosphoacetaldehyd iiber Phosphonopyruvat durch
PepM bzw. PnPyD.

4.2.3.2.2 Nukleosid/Nukleotid-Biosynthesegene

PepM und PnPyD sind die Enzyme, die die Phosphonatgruppe synthetisieren. Weitere Enzyme kénnen
die restliche Struktur des Phosphonat-Antibiotikums bilden.

kph13 kodiert fiir eine mogliche Carbamoylphosphat-Synthetase, welche der putativen
Carbamoylphosphat-Synthetase aus dem Phosalacin-Produzenten K. phosalacinea zu 92 % gleicht. Die
Carbamoylphosphat-Synthetase katalysiert den ersten Schritt der Pyrimidin-Biosynthese, indem
Carbamoylphosphat (1) und L-Aspartat (2) zu N-Carbamoylaspartat (3) umgesetzt wird (Abbildung 36)
(192). Die Carbamoyl Phosphat-Synthetase gehort auRerdem zu den ATP-Grasp-Domanen Proteinen, die
die Bildung von Amidbindungen in Peptiden katalysieren (192). Da kph13 auBerhalb der definierten
Clustergrenzen liegt, spielt das Genprodukt aber moglicherweise keine Rolle in der Phosphonat-

Biosynthese.

COOH COSH
NH, Ji Carbamoylphosphat-Synthetase: Ji 2
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Abbildung 36: Der erste Schritt der Pyrimidin-Synthese. Umsetzung von (1) und (2) zu (3) durch die
Carbamoylphosphat-Synthetase (192).

kph21 kodiert fir eine putative Phosphoribosylamin-Glycin-Ligase, die der aus Streptomyces sp.
MMG1121 zu 79% entspricht. Die Phosphoribosylamin-Glycin-Ligase addiert 5-Phospho-B-D-
Ribosylamin (4) zu Glycin (5), wodurch ein Glycinribonukleotid (6) entsteht (Abbildung 37) (193).
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3 NH, + OH .
kph21 ~
H

A N 3
HO® % NH, HO BH O NH,

(4) (5) (6)

Abbildung 37: Umsetzung von (4) und (5) zu (6) durch die Phosphoribosylamin-Glycin-Ligase (193).

kph31 kodiert fiir eine putative Aspartat-Carbamoyl-Transferase, die derjenigen aus Streptomyces sp.

MMG1121 zu 88% gleicht. In einem spateren Schritt der Purin-Biosynthese verbindet die Aspartat-
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Carbamoyl-Transferase Carbamoylphosphat (7) und ein Aspartat-Molekil (8) zu N-Carbamoyl-L-
Aspartat (9) (Abbildung 38) (194). Die Enzyme, die die Umwandlung von (6) zu (7) katalysieren, sind im

Phosphonat-Cluster nicht kodiert.
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Abbildung 38: Umsetzung von (7) und (8) zu (9) durch die Aspartat-Carbamoyl-Transferase (194).

kph24 tragt die Information fiir eine mogliche Adenylylsulfat-Kinase, die der putativen Adenylylsulfat-
Kinase aus Streptomyces sp. MMG1121 zu 52% entspricht. kph28 kodiert fir eine weitere Adenylylsulfat-
Kinase, die einer Adenylylsulfat-Kinase aus K. phosalacinea ahnelt (82%). kph26 und kph27 tragen die
Informationen fir die Untereinheit 1 bzw. 2 einer putativen Sulfatadenylyl-Transferase. Diese
entsprechen zu 95% bzw. 93% der Untereinheit 1 bzw. 2 einer Sulfatadenylyl-Transferase aus K.
phosalacinea. kph29 kodiert fir ein Genprodukt, das zu 74% einer 3‘-Phosphoadenosin-5‘-Phosphat-
Phosphatase aus Streptomyces sp. MMG1121 entspricht. Diese drei Enzyme katalysieren die drei
aufeinander folgenden Reaktionen der Sulfataktivierung (195). Die Sulfatadenylyl-Transferase addiert
eine Sulfatgruppe (10) an das 5‘-Phosphat (11), woraufhin die Adenylylsulfat-Kinase einen Phosphatrest
an die 3‘-Hydroxygruppe des entstandenen Adenosin-5-Phosphosulfat (12) anhdngt, sodass 3’-
Phosphoadenosin-5’-Phosphosulfat (13) gebildet wird (Abbildung 39) (195). Das so aktivierte Sulfat
kann in den Sulfat-Metabolismus eingehen (195). Dazu Gbertragt die 3'-Phosphoadenosin-5‘-Phosphat-
Phosphatase die Sulfatgruppe wieder auf einen organischen Trager (14) (195). Als Nebenprodukt
entsteht ein Pyrophosphat (15) (195).
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Abbildung 39: Darstellung der drei aufeinander folgenden Schritte zur Sulfataktivierung (195).

Auch in den Biosyntheseclustern der interkalierenden, DNA-schadigenden Antibiotika Mitomycin
(Abbildung 40 (a)), (196, 197) Medermycin (198) (Abbildung 40 (b)) und Azinomycin B (Abbildung 40 (c)
(199) finden sich orfs, deren Genprodukte der Adenylylsulfat-Kinase und der Sulfatadenylyl-Transferase
gleichen. lhre Funktion in diesen Clustern ist allerdings noch nicht aufgeklart. GemaR einer
MultiGeneBlast-Analyse finden sich jedoch in keinem anderen Cluster die Gene zur Aktivierung von
Schwefel in direkter Nachbarschaft zu Purin- und Pyrimidin-Biosynthesegenen. Mdoglicherweise tragen

die drei Enzyme zur Biosynthese DNA-schadigender Sekundarmetabolite bei.
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Abbildung 40: Strukturformeln von (a) Mitomycin (196, 197), (b)Medermycin (198) und (c) Azinomycin B (199).

Die vermehrte Anwesenheit von orfs, die fir putative Enzyme kodieren, die an der Biosynthese von
Pyrimidinen und Purinen beteiligt sind, in direkter Nachbarschaft zu den Phosphonat-Biosynthesegenen
flihrte zu der Hypothese, dass Nukleotide oder Nukleoside Teil der Struktur des Phosphonats von T(i4103
sind. Fur die herkdmmliche Purin-Biosynthese sind 17 verschiedene Enzyme erforderlich (193). Daher
sind die im Phosphonat-Cluster kodierten Genprodukte (Phosphoribosylamin-Glycin-Ligase und
Aspartat-Carbamoyl-Transferase) fiir sich nicht in der Lage, ein komplettes Purinmolekiil zu
synthetisieren. Moglicherweise wird der Nukleosidanteil des Phosphonats aus dem Primarmetabolismus

rekrutiert (s. 5.2).
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4.2.3.2.3 Weitere Biosynthesegene

Durch die AntiSMASH-Analyse wurden weitere im Cluster situierte orfs identifiziert, deren putative
Genprodukte eine Funktion in der Biosynthese des Phosphonats haben kdnnen. kph17 kodiert fiir eine
Aldehyd-Dehydrogenase, die zu 82% der Aldehyd-Dehydrogenase aus Streptomyces sp. MMG1121
gleicht. Aldehyd-Dehydrogenasen spielen eine Rolle in der Biosynthese diverser Biomolekiile, wie
Retinolsdure, Betain und y-Butyro-Buttersaure (200). kph33 kodiert fiir ein Genprodukt, das zu 82% der
Dioxygenase aus dem Taurin-Metabolismus von Streptomyces sp. MMG1121 entspricht. Mit Hilfe dieses
Enzyms kann Schwefel aus Taurin gewonnen werden (201). kph36 enthilt die Information fir eine
Histidinol-Phosphat-Amino-Transferase, die der aus Streptomyces sp. MMG1121 zu 77% ahnelt. In der
Histidin-Biosynthese transferiert dieses Enzym eine Aminogruppe auf L-Histidinol-Phosphat (202). Das
Genprodukt von kph37 entspricht zu 68% einer Phenylacetat-CoA-Ligase aus Streptomyces sp.
MMG1121. Die Phenylacetat-CoA-Ligase aktiviert Phenylacetat durch die Ligation mit CoA im
Phenylacetat-Katabolismus (203). Streptomyces sp. MMG1121 wurde in einer Studie von Ju et al. (113)
als potenzieller Phosphonat-Produzent identifiziert. Das zugehorige Phosphonat wurde allerdings
bislang noch nicht beschrieben.

Die identifizierten Enzyme entstammen alle verschiedenen Biosynthesewegen, daher haben sie in der
Phosphonat-Biosynthese eventuell gar keine Funktion. Die Phenylacetat-CoA-Ligase kdnnte, wie im
Phenylacetat-Katabolismus, auch im vorliegenden Phosphonat-Biosyntheseweg die Starter-Einheit
aktivieren. An erster Stelle im Cluster steht kph42, dessen putatives Genprodukt zu 71% einer
Phosphatase der Nudix-Familie aus Streptomyces sp. 31A4 gleicht. Die Enzyme dieser Familie
hydrolysieren Nukleosid-Diphosphat-Derivate, um die Akkumulation toxischer Metabolite und
Intermediate zu verhindern (204). In Ti4103 konnten diese Phosphatasen die Zelle vor in der Zelle

verbleibendem Phosphonat-Antibiotikum schitzen.

4.2.3.2.4 DNA-Reparaturgene

Upstream von kphl7 des Phosphonat-Clusters befinden sich sechs orfs, die fiir bekannte DNA-
Reparaturproteine kodieren. kphl kodiert fur ein Genprodukt, das zu 95% einer putativen A-/G-
spezifischen Adenin-Glykosylase aus K. phosalacinea &dhnlich ist. Die A-/G-spezifische Adenin-
Glykosylase schiitzt die DNA der Zelle durch base excision repair gegen reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffradikale (205). kph4 kodiert fir das DNA-Integritat-scannende Protein DisA. Dieses Genprodukt
entspricht zu 99% dem DisA-dhnlichen Genprodukt aus K. setae. DisA repariert DNA-Schaden, die durch
UV-Strahlung verursacht wurden (206). Zwar wurde DisA zuerst in B. subtilis entdeckt (207), es sind aber
auch Homologe aus Streptomyceten bekannt, (208) deren Funktionalitat nachgewiesen worden ist. Das

Genprodukt von kph5 gleicht zu 96% einem dem DNA-Reparaturprotein RadA dhnlichen Genprodukt aus
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K. phosalacinea. Bei RadA handelt es sich um eine archaische Rekombinase, die DNA-
Doppelstrangbriiche repariert. RadA ist in allen Lebewesen hoch konserviert (209). kph6 kodiert fiir eine
putative Sigma-Faktor-Untereinheit der RNA-Polymerase, die zu 96% der Sigma-Faktor-Untereinheit der
RNA-Polymerase aus K. phosalacinea entspricht. Diese Untereinheit ist flr die Rekrutierung der RNA-
Polymerase zu Beginn der Transkription verantwortlich (210). Damit ist der Sigma-Faktor kein
Reparaturprotein, konnte aber in den DNA-Reparaturprozess eingebunden sein, indem der Faktor die
Polymerase rekrutiert, um reparierte Gene erneut abzulesen (211). kph14 kodiert fir ein putatives
Genprodukt, das zu 87% einem DNA-Protein-Cystein-Methyltransferase-dhnlichen Genprodukt aus K.
phosalacinea entspricht. Diese Methyltransferasen reparieren O°-Alkylierungsaddukte der DNA (212).

Die aufgefiihrten Genprodukte vermitteln alle Resistenz gegen DNA-Schadigungen. Daher konnten diese
Genprodukte als Schutz gegen eine vom Cluster kodierte DNA-schadigende Substanz fungieren. Sie sind
allerdings nicht spezifisch in Produzenten DNA-schadigender Substanzen vorhanden, sondern dienen

generell als Schutz gegen DNA-Schaden durch Umwelteinflisse.

4.2.3.2.5 Regulatorgene

Im Phosphonat-Cluster von Ti4103 finden sich drei orfs, die fiir Genprodukte kodieren, die an der
Regulation beteiligt sein kdnnten: kph10 kodiert fiir einen TetR-Regulator, der zu 94% einem TetR-
Regulator aus K. phosalacinea entspricht. TetR ist ein in Aktinomyceten haufig vorkommender
Repressor, der metabolische Prozesse, Quorum Sensing und den Export kleiner Molekiile kontrolliert
(213). Eine besondere Funktion fallt TetR-dhnlichen Regulatoren bei der Regulation der Antibiotika-
Synthese zu (213). Unter anderem vermittelt der TetR-dhnliche Regulator ActR Selbstresistenz gegen
Actinorhodin in S. coelicolor (213).

kph12 kodiert fir das cAMP-Rezeptor-Protein Crp. Crp fungiert hauptsachlich als Aktivator, der ein
breites Spektrum an physiologischen Prozessen reguliert, wie Aminosduren-Metabolismus,
Transportprozesse oder die Produktion von Toxinen (214). In Streptomyceten aktiviert Crp die
Produktion von Sekundarmetaboliten (215). Allerdings fungiert Crp als globaler, nicht als Cluster-
assoziierter Regulator (215).

Die Genprodukte von kph40 und kph41 zeigen 89% bzw. 76% Identitdt zu Helix-Turn-Helix-Motiv
enthaltenen Transkriptionsregulatoren der Streptomyces spp. MMG1121 und 31A4. 84% aller aus einer
Komponente bestehenden Transkriptionsfaktoren beinhalten ein Helix-Turn-Helix-Motiv, das somit eine

zentrale Rolle in Regulationsprozessen spielt (216).
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4.2.3.2.6 Transportgene

Das Genprodukt von kph25 entspricht zu 73% einem Natrium-/Wasserstoff-Antiporter aus Streptomyces
sp. MMG1121. Antiporter sind in der Zellmembran lokalisiert und regulieren den pH-Wert der Zelle
durch den Austausch von einem Natrium- gegen ein Wasserstoff-lon (217). Obwohl Natrium-
/Wasserstoff-Antiporter mit Antibiotika-Genclustern assoziiert sein kénnen, wurde bisher kein
Zusammenhang zur Bioaktivitdt festgestellt (218). kph30 kodiert fiir einen MFS (major faciliator
superfamiliy) -Transporter, der zu 77% einer Permease aus Streptomyces sp. MMG1121 dhnelt. MFS
Transporter erlauben den passiven Transport von Molekilen durch die Zellmembran, unter anderem
von Toxinen und Medikamenten, und kdnnen auf diese Weise Resistenz vermitteln (219). Die Permease

konnte als Exporter des Phosphonat-Antibiotikums aus der Zelle dienen.

4.2.3.2.7 Genprodukte mit fiir die Phosphonatsynthese unbekannter Funktion

kph34 kodiert fur ein eine TPR (tetrarico peptide repeat) -Doméane enthaltenes Protein, das zu 85% dem
aus Streptomyces sp. MMG1121 entspricht. TPR-Domanen sind ubiquitdr vorkommende Peptide, die die
Bildung von a-helikalen Bindungen zwischen Proteinen vermitteln, wobei sie in verschiedenste zellulare
Prozesse (u.a. Kontrolle des Zellzyklus, Transkriptionsrepression, Stress-Antwort, Inhibition von
Proteinkinasen, mitochondrialer und peroxisomaler Proteintransport) involviert sind (220). Das
Genprodukt von kph35 gleicht zu 68% einer Prolyl-Oligopeptidase aus Streptomyces sp. MMG1121.
Prolyl-Oligopeptidasen sind Serin-Proteasen, die insofern eine wichtige biologische Rolle im Abbau von
Peptiden spielen, als diese, anders als gewdhnliche Peptidasen, in der Lage sind, Prolin-Reste zu
hydrolysieren (221).

Zudem kodieren finf orfs fir hypothetische Proteine, deren Funktion nicht ndher bekannt ist. Diese
Proteine zeigen ebenfalls hohe Identitdt (99%) zu putativen hypothetischen Proteinen aus den

Streptomyces spp. MMG1121 und 31A4.

4.2.3.2.8 Zusammenwirken der Genprodukte des Phosphonat-Clusters

Aus den einzelnen Genprodukten ldsst sich ein stimmiges Bild der Funktionalitat des Phosphonat-
Clusters entwerfen. Der Transkriptionsstart wird von Helix-Turn-Helix-Motiv enthaltenen
Transkriptionsregulatoren eingeleitet und moglicherweise von einem TetR-Regulator co-reguliert. Ein
Nukleosid- oder Nukleotid-Phosphonat wird produziert. Das Phosphonat wird statt
Nukleotidphosphaten in die DNA eingebaut, was zum Abbruch der Replikation oder Transkription fiihrt.
Um sich gegen das selbst produzierte Antibiotikum zu schiitzen, werden zusammen mit dem

Phosphonat-Antibiotikum DNA-Reparaturgene, wie RadA, exprimiert. Nach dem Entfernen eines
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falschlicherweise eingebauten Nukleosid-Phosphonats rekrutiert die Sigma-Faktor-Untereinheit die
Polymerase, um das Gen erneut abzulesen. Der MFS Transporter dient dem Transport des Phosphonat-
Antibiotikums aus der Zelle, wadhrend die Nudix-Pyrophosphatase verbleibendes Phosphonat

hydrolysiert und somit unschadlich macht.

4.2.4 Herstellung eines Konstruktes zur Inaktivierung des kphl8-Gens in
TU4103

Um nachzuweisen, dass das Phosphonat-Cluster fiir die Phosphonat-Antibiotikum-Biosynthese
verantwortlich ist, sollte eine kph18-Mutante hergestellt werden und diese in Bioassays mit dem E. coli
WM6242-Teststamm auf Verlust der Bioaktivitdt hin untersucht werden. Der Verlust der Bioaktivitat
gegen E. coli WM6242 der Mutante wirde darauf hindeuten, dass ohne kphl18 bzw. ohne das
Phosphonat-Cluster keine Phosphonatproduktion moglich ist.

Genomische DNA von T4103 als Templat und die Primer pepMupfw/rv bzw. pepMdofw/rv wurden
verwendet, um die beiden Fragmente pepMup (1413 bp) bzw. pepMdo (1028 bp) zu amplifizieren. Diese
Fragmente enthielten jeweils einen ~1 kb groRen up- bzw. downstream-Bereich von kph18, die fir die
homologe Rekombination ins Tli4103-Chromosom entscheidend sind. pepMup und pepMdo wurden in
den Kloniervektor pDrive eingefligt (Abbildung 41). Die erhaltenen Plasmide pDrive/pepMup bzw.
pDrive/pepMdo wurden in E. coli Novablue-Zellen eingebracht und die Transformanden durch die Blau-
WeiR-Methode selektiert. Das isolierte Plasmid pDrive/pepMup wurde mit EcoRl und Xbal bzw.
pDrive/pepMdo mit Xbal und Hindlll geschnitten. Die ausgeschnittenen Fragmente wurden in einer Drei-
Fragmenten-Ligation mit dem EcoRI/Hindlll linearisierten pK18-Vektor ligiert, woraus das Konstrukt
pK18/ApepM (5450 bp) resultierte. Das 2496 bp groBe ApepM-Deletionsfragment wurde als
EcoRI/Hindlll-Fragment aus pK18/ApepM isoliert und in das mit EcoRIl und Hindlll linearisierte Plasmid
pGus21 eingefligt, woraus pGus21/ApepM entstand. Mittels Restriktionsverdau wurde verifiziert, ob es
sich um das korrekte Konstrukt handelte. Nach Spaltung mit EcoRI und Hindlll wurde im 1%igen
Agarosegel ein 5,4 kb- sowie ein 2,8 kb-groBes Fragment nachgewiesen (Kontrollspaltung Abbildung
42(a); Plasmidkarte s. 0).

Im Konstrukt pK18/ApepM befindet sich eine Xbal-Schnittstelle, in welche die Thiostrepton-
Resistenzkassette (thio) einkloniert wurde. Die thio-Kassette wurde als Xbal-Fragment aus dem Xbal-
geschnittenen Vektor pDrivethio isoliert und in das Xbal-linearisierte Plasmid pK18/ApepM eingefligt.
Daraus resultierte das Endkonstrukt pK18/ApepMthio. Die Kontrollspaltung mit Xbal ergab die korrekten
Fragmente der GroRen 5,5 kb und 1,1 kb (Kontrollspaltung Abbildung 42(b), Plasmidkarte s. 0).
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Abbildung 41: Schematische Darstellung der Konstruktion der Plasmide pGus21/ApepM und pK18/ApepMthio.
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Abbildung 42: Kontrollspaltung von (a) pGus21/4pepM mit EcoRI/HindIll und (b) pK18/ApepMthio mit Xbal.
Auftrennung der Fragmente in einem 1% Agarosegel.

Zur Transformation von T4103 mit pGus21/ApepM und pK18/ApepMthio wurden Protoplasten-
Transformation, Konjugation und Elektroporation angewendet (s. 3.5.4, 3.5.5, 3.5.6). Die
entstehenden Singlecrossover-Mutanten Ti4103pGus21/ApepM und Tu4103pK18/ApepMthio
hatten mit Hilfe der plasmidvermittelten Apramycin-Resistenz selektioniert werden sollen.
Allerdings konnten durch keine der Methoden Transformanden erhalten werden. In zukiinftigen
Arbeiten wird ein geeignetes Protokoll zur genetischen Manipulation von Kitasatospora TU4103

entwickelt werden (s. 5.2.2.1).
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4.2.5 Analyse der Transkription von kph18 und Korrelation zur Bioaktivitat
gegen E. coli WM6242 Transkription von pepM in Kulturen von Tii4103

4.2.5.1 Transkription von kph18in Ti4103

kph18 kodiert flir PepM, das essenzielle Enzym fir die Phosphonat-Biosynthese. Durch eine
Transkriptionsanalyse sollte gezeigt werden, dass Kulturen von Ti4103 kph18 transkribieren.

Die RNA aus Kulturen von T(i4103 in zwei Replikaten wurde isoliert und als Templat zur Generierung von
cDNA mittels der RT-Reaktion verwendet. Die erfolgreiche Generierung von cDNA wurde durch eine PCR
mit dem RT-Reaktionsansatz und den Primern 16Sfw/rv nachgewiesen, da das 16S rRNA-Gen als
housekeeping Gen konstitutiv exprimiert wird. Die cDNA wurde als Templat fiir eine PCR mit den Primern
RTpepMfw/rv, die an interne Sequenzen von pepM binden, verwendet. Das so amplifizierte Fragment
sollte eine Lange von 270 bp aufweisen. Als Positiv-Kontrolle diente die gDNA von Ti4103. In der
Negativ-Kontrolle, in der aus T(i4103 isolierte RNA als Templat eingesetzt wurde, sollte kein Amplifikat
gebildet werden. Nach erfolgter PCR wurden die Reaktionsansdtze in einem 2 %igen Agarosegel
aufgetrennt.

In der Negativ-Kontrolle war kein Amplifikat vorhanden (Abbildung 43). In der Positiv-Kontrolle wurde
ein Fragment der Grofle 270 bp amplifiziert. In den cDNA-Proben von Ti4103 wurden Fragmente
gleicher Lange amplifiziert. Die Transkriptionsanalyse zeigt, dass kphl8 in Kulturen von T{i4103

transkribiert wird.
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Abbildung 43: Transkriptionsanalyse von T#i4103. (a) Nachweis der Eliminierung von DNA bzw. erfolgreicher
Generierung von cDNA mit den Primern 16Sfw/rv in einem 2%igen Agarosegel. (b) Nachweis des RT-PCR-
Amplifikats mit cDNA von Tii4103 als Templat und den Primern RTpepMfw/rv in einem 2%igen Agarosegel.

4.2.5.2 Korrelation der Gencluster-Transkription in Tii4103 mit der Bioaktivitat gegen E. coli
WM6242

Mit Hilfe von RT-PCR-Experimenten sollte untersucht werden, ob die Transkription des Phosphonat-

Clusters von Ti4103 mit der antibakteriellen Aktivitat gegen den Teststamm E. coli WM6242 korreliert.

Dies wiirde darauf hindeuten, dass das vorgeschlagene Gencluster (Cluster Nr. 9) fiir die Phosphonat-
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Biosynthese verantwortlich ist. Hierzu sollte untersucht werden, welche Gene des Phosphonat-Clusters
transkribiert werden. Insbesondere die Transkription von kphl8, welches fiir das Phosphonat-
Biosynthese charakteristische Enzym PepM kodiert, sollte untersucht werden.

Die antibakterielle Aktivitat von elf Ti4103-Festkulturen gegen E. coli WM6242 wurde in Hemmhoftests
bestimmt (Daten nicht gezeigt). Die RNA der Kulturen wurde isoliert und als Templat zur Generierung
von cDNA mittels der RT-Reaktion verwendet. Die erfolgreiche Generierung von cDNA wurde durch eine
PCR mit dem RT-Reaktionsansatz und den Primern 165fw/rv nachgewiesen. Die cDNA wurde als Templat
fir eine PCR mit Primern, die an interne Sequenzen der zu untersuchenden Gene des Phosphonat-
Clusters binden (s. 3.1.4), verwendet. Als Positiv-Kontrolle diente die gDNA von T4103. Als Negativ-
Kontrolle wurde isolierte RNA aus Tii4103 verwendet. Nach erfolgter PCR wurden die Reaktionsanséatze
in einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt.

Sieben der elf Kulturen von Tii4103 verursachten Hemmhofe in den E. coli WM6242-Bioassays, wahrend
bei vier der Proben keine Hemmhofe detektiert wurden. In vorangegangenen Experimenten wurde die
Transkription von kph18 nachgewiesen (s. 4.2.5.1). In diesem Versuch konnte das zu erwartende
Amplifikat mit einer GréRe von 270 bp in den elf Ansatze nicht nachgewiesen werden, unabhangig von

der Aktivitat der Kulturen gegen E. coli WM6242 (Abbildung 44).

8 9 1011 gDNA

- 1000 bp
- 750 bp

500 bp

250 bp (a)
1000 bp
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500 bp
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(b)
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750 bp
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Abbildung 44: Analyse von Tii4103 auf Transkription von kph18. ,+“ auf der linken Seite bezeichnet die Kulturen,
die Bioaktivitat gegen E. coli WM6242 zeigten, ,-“ auf der rechten Seite die Kulturen, die keine Aktivitat zeigten.
(a) RNA-Negativ-Kontrolle. (b) Nachweis erfolgreiche Generierung von cDNA mit den Primern 16Sfw/rv. (c)
Ergebnis der RT-PCR mit cDNA und den Primern RTpepMfw/rv. Die Auftrennung der PCR-Ansatze erfolgte jeweils
in einem 2%igen Agarose-Gel.
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Um zu priifen, ob andere orfs des Phosphonat-Clusters von Tii4103 in Kulturen mit und ohne Bioaktivitat
gegen E. coli WM6242 transkribiert werden, wurde RT-PCRs mit der generierten cDNA (s.0.) und
Primern, die an interne Sequenzen ausgewdhlter orfs binden (s. 3.1.4), durchgefiihrt. Insbesondere
wurden die orfs auf Transkription untersucht, deren putative Genprodukte an der Nukleosid-/Nukleotid-
Synthese bzw. am DNA-Reparaturmechanismus beteiligt sein konnten. Banden der GréRen 250 bp, 333
bp und 276 bp wurden detektiert, die den Amplifikaten von kph12 (Crp Transkriptionsregulator), kph21
(Glycin-Ligase) und kph26 (Sulfat-Adenylyltransferase) entsprechen (Tabelle 14, Gelbilder s. 7.4). Das

Phosphonat-Cluster wird also nicht vollstandig transkribiert.

Tabelle 14: Transkriptionsanalyse ausgewahlter Gene des Phosphonat-Clusters von Tii4103.

Keine  Aktivitat
Aktivitat gegen E. coli WM6242 gegen E. coli
WM6242 Hypothetisches
Kultur Genprodukt
Nr. <
2
o - (a]
orf s T s YO T T YO - YO O S " T - WO A~ B~ o0
kph4 S I I e N N I I I T I o .
kph5 - - - - - - e e - - - |+ | RadA
RNA Polymerase
kph6 - - - - - - - - - - - +
P Sigma Faktor
kph12 + |- + |- P S B i .+ . N Transkriptions-
regulator Crp
Aldehyd
kph17 - - - - - - - - - + - +
i Dehydrogenase
kph19 ) ) ) ) ) ) ) i i i ) . Phosphonopyruvat
Decarboxylase a
Phosphonopyruvat
kph20 - - - - - - - - - - - +
i Decarboxylase b
kph21 + - - - + + - - - - - + | Glycin Ligase
kph24 - - - - - - - - - - - + | Adenylylsulfat Kinase
kph26 ) + + + + + ) i i i i N Sulfat Adenylyl-
transferase
Sulfatadenylyl-
kph27 - - - - - - - - - - - +
i Transferase
kph28 |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |+ |AdenylylsulfatKinase
kph29 - - - - - - - - - - - + Pyrophosphatase
kph31 3 . B ) ) 3 ) ) ) ) ) + Aspartat Carba-
moyltransferase
,+“ bezeichnet die Anwesenheit einer Bande, ,,-“ bezeichnet die Abwesenheit einer Bande.

Basierend auf den Ergebnissen der Transkriptionsanalysen kann kein Zusammenhang zwischen der

Transkription des Phosphonat-Clusters und der Bioaktivitat von Ti4103 gegen E. coli WM6242 abgeleitet
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werden. Da die Bedingungen fiir die Transkription des Clusters und insbesondere von kph18 noch nicht
aufgeklart worden sind, kann aber an diesem Punkt der Untersuchungen noch nicht ausgeschlossen

werden, dass das Phosphonat-Cluster fiir das Phosphonat-Antibiotikum kodiert.

4.2.6 Studien zum Wirkort des Phosphonat-Antibiotikums

4.2.6.1 Identifizierung von Resistenzgenen des Phosphonat-Clusters durch eine Analyse mit
dem Webtool ARTS

Um einen moglichen Wirkmechanismus des Phosphonat-Antibiotikums zu ermitteln, wurde eine
Analyse mit dem bioinformatischem Tool ARTS durchgefiihrt. Mit ARTS wird im Genom nach bekannten
und putativen Resistenzgenen gesucht. Kriterien hierfiir sind die Duplikation von Genen, die Lokalisation
der moglicher Resistenzgene innerhalb eines BGCs sowie Gene, die im Vergleich zum Rest des Genoms
durch Differenzen im Codon-Usage oder im GC-Gehalt, auf horizontalen Gentransfer hindeuten. Die
Gesamtgenomsequenz von Ti4103 wurde mit ARTS analysiert. Fir die Suche wurde der Exploration
Mode verwendet.

Durch die Analyse wurden drei mogliche orfs im Phosphonat-Cluster von Ti4103 identifiziert, deren
Genprodukte Resistenz vermitteln kdnnen (Tabelle 15, s. 7.4). (i) kph5 kodiert fiir RadA, der seiner
Lokalisation nach mit dem Phosphonat-Cluster assoziiert ist. RadA ist als DNA-Reparaturprotein
bekannt, das Doppelstrangbriiche repariert (209). kph5 liegt auRerhalb des vorgeschlagenen
Phosphonat-Clusters (s. 4.2.1.1), konnte aber mit dem Phosphonat-Antibiotikum co-exprimiert werden.
(ii) Der orf fur die Adenylyl-Sulfatkinase B liegt dupliziert vor (kph24, kph28) und kommt aufgrund der
Lokalisation im Cluster als Resistenzgen in Frage. Allerdings ist die Duplikation innerhalb eines Clusters
ein Sonderfall: ARTS zielt eigentlich auf Duplikationen ab, die im Genom verteilt sind. Es ist bekannt, dass
die Adenylyl-Sulfatkinase B in den Resistenzmechanismus gegen Cr(VI) involviert ist (222). Cr(VI)
verursacht unter anderem oxidative Schaden an der DNA (222). (iii) kph31, der fiir eine Aspartat-
/Ornithin-Carbamoyltransferase kodiert, wurde in der ARTS-Analyse als bekanntes Resistenzgen
identifiziert. Eine Aspartat-/Ornithin-Carbamoyltransferase aus Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
vermittelt Eigenresistenz gegen Phaseolotoxin und Octicidin, die andere Ausprdagungen der Aspartat-
/Ornithin-Carbamoyltransferase hemmen (223-226).

Durch die Analyse des Phosphonat-Clusters von Ti4103 mit ARTS wurden drei putative Resistenzgene
identifiziert. Die Aspartat-/Ornithin-Carbamoyltransferase vermittelt sehr spezifisch Eigenresistenz
gegen Phaseolotoxin. Aufgrund dieser Spezifizitdit hat das Genprodukt von kph31 vermutlich keine
Funktion in Bezug auf einen Resistenzmechanismus von T(i4103 gegen das Phosphonat-Antibiotikum,
sondern ist nur Teil der Biosynthese. RadA und die Adenylyl-Sulfatkinase sind in Resistenzmechanismen

gegen DNA-Schaden involviert. Das deutet darauf hin, dass auch das in Cluster Nr. 9 kodierte
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Phosphonat-Antibiotikum DNA-Schaden verursacht und die Genprodukte von kph5 sowie kph24 und
kph28 an der Ausbildung der Eigenresistenz beteiligt sind.

Tabelle 15: Zusammenfassung der Ergebnisse der ARTS-Analyse des Phosphonat-Clusters.

c
[}
o E
- ]
§| & |g& ¢ i
=] B 22 85 ] c
i ] S = 2 o .0
= o= N S £ s )
v | 5| € |55 S8 5 E
S a| 8 [ zo|a8 o 2
kph5 - X - - DNA Reparaturprotein RadA DNA Metabolismus
kph24, Zentraler
X X - - Adenylyl-Sulfatkinase B
kph28 Zwischenstoffwechsel
Aspartat-/Ornithin- Purine, Pyrimidine,
kph31 | - X - X
Carbamoyltransferase Nukleoside, und Nukleotide

Durch ,x“ wird markiert, ob die orfs dupliziert sind, ob die Lokalisation im Cluster auf einen Resistenzmechanismus
hindeutet, ob die Phylogenie der orfs Hinweise auf horizontalen Gentransfer liefert und ob die Genprodukte
bekannte Resistenzen vermitteln. ,-“ bedeutet, dass die aufgefiihrten Indikatoren fir Resistenz nicht gefunden
wurden. Zudem ist aufgefiihrt, fir welches Genprodukt sie kodieren und in welche Zellfunktionen sie involviert
sind.

4.2.6.2 Induktion des B. subtilis basierten Promotor-Reporter Assays durch den
Agariiberstand von Tii4103

Um weitere Hinweise auf den moglichen Wirkort des Produkts von Tii4103 zu bekommen, wurde
TU4103 in einem B. subtilis basierten Promotor-Reporter-Assay getestet, der von Ira Handayani und
Katharina Wex, AG Prof. Brotz-Oesterhelt (Tlbingen), durchgefiihrt wurde (s. auch 4.1.2.6). Ti4103
wurde auf den Agarplatten der Produktionsmedien MM1, HM, R5, SGG und OM angezogen und
ausgestochene Agarbléckchen auf Reporter-Assay-Platten gelegt. Hemmhofe deuten auf Bioaktivitat
hin. Die Induktion der Reporter-Promotoren yorB, ypuA, lial, pps und yhel liefert Hinweise auf einen
moglichen Wirkort der bioaktiven Substanz (s. 3.4.5.1).

Die Blockchen von T4103 bildeten auf den Testplatten aller fiinf Reporter-Stammen Hemmbhofe,
unabhangig vom Anzuchtmedium. Blaue Ringe entstanden ausschlielflich um die Blockchen auf den
Platten, in denen yorB-Reporterzellen eingegossen waren (Abbildung 45). yorB reagiert auf Substanzen,
welche in die DNA-Synthese eingreifen bzw. die Vorstufen flr die DNA-Synthese hemmen und teilweise
auf Substanzen, welche in die DNA interkalieren. Die Ringe entstanden um die Bléckchen der Medien
R5, OM und SGG. Am intensivsten war die Farbung des Ringes um das R5-Agarbléckchen von Ti4103.
Die Ursache liegt vermutlich in der vermehrten Bildung der Aktinomyceten-eigenen B-Galactosidase auf

R5-Medium (Wex, pers. Mitt.). Aber die blauen Ringe um das OM- und SGG-Blockchen deuten darauf
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hin, dass das Produkt von Ti4103 den yorB-Promotor induziert. Der Versuch liefert also einen weiteren

Hinweis darauf, dass Ti4103 eine Substanz produziert, die die DNA-Synthese beeinflusst.
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Abbildung 45: Blockchentest von Tii4103 im B. subtilis basiertem Promotor-Reporter Assay. Angezogen wurde
TU4103 auf den Festmedien MM1, HM, R5, SGG bzw. OM.

Nach der Feststellung, dass ein Metabolit von Ti4103 yorB induziert, sollte die Korrelation zwischen der
Aktivitat gegen E. coli WM6242 und der Induktion von yorB festgestellt werden. Eine Korrelation ware
ein Hinweis darauf, dass das Phosphonat DNA-schadigend wirkt oder die DNA-Synthese inhibiert. Dazu
wurden vier Agariiberstande, die Aktivitat gegen E. coli WM®6242 zeigten, bzw. vier Agariibersténde, die
keine Aktivitat gegen E. coli WM6242 zeigten, im Reporterassay (yorB) getestet. Als Negativ-Kontrolle
diente der Medieniiberstand von HM. HM wurde als Anzuchtmedium verwendet, weil es sich am besten
als Produktionsmedium fiir das Phosphonat eignet (s. 4.2.1.1).

Die Negativ-Kontrolle verursachte keinen blauen Ring. Bis auf einen erzeugten alle Agariiberstande, die
gegen E. coli WM6242 aktiv waren, einen blauen Ring. Von den Agariiberstanden ohne Aktivitat gegen
E. coli WM6242 verursachte keiner einen blauen Ring. Die Aktivitat gegen E. coli WM6242 korreliert
demnach mit der Aktivierung von yorB, was nahelegt, dass das Phosphonat-Antibiotikum DNA-Schaden

oder die Inhibition der DNA-Synthese verursacht.
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Abbildung 46: Agardiffusionstests auf B. subtilis basiertem yorB Promotor-Reporter Assay mit
Agariiberstinden von Tii4103.

4.2.6.3 Wirkung des Agariiberstands von Tii4103 auf einen recA-defizienten Stamm von S.
lividans

Rekombinasen der RecA-Familie sind essenziell fiir die homologe Rekombination und erhalten die
Integritat des Genoms, indem sie die Reparatur von Doppelstrangbriichen einleiten und kollabierte
Replikationsgabeln wiederherstellen (209). Der RecA-defiziente Stamm S. lividans TK64ArecA (161) ist
daher besonders sensitiv gegenliber DNA-schadigenden Substanzen. Um die Wirkung des Produkts von
Tu4103 auf S. lividans TK64 und S. lividans TK64ArecA zu vergleichen, wurden Agardiffusionstests mit
dem Agariiberstand von Ti4103 gegen S. lividans TK64 und S. lividans TK64ArecA durchgefiihrt. Dazu
wurden S. lividans TK64 und S. lividans TK64ArecA auf Festmedium ausgestrichen und fiir 10 s UV-C-
Strahlung (280 bis 100 nm) ausgesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurde Streptomyces antibioticus verwendet,
der den DNA- und RNA-Syntheseinhibitor Actinomycin D (227) produziert, dessen Wirkung auf
Interkalation in die DNA beruht (227). Da S. lividans TK64ArecA besonders sensitiv gegenliber DNA-
schadigenden Substanzen ist, sollte Streptomyces antibioticus auf S. lividans TK64 keinen oder einen
kleineren Hemmhof als auf S. lividans TK64ArecA verursachen. Als Negativ-Kontrolle diente S. coelicolor
M145, der kein Antibiotikum produziert, das in die DNA-Synthese eingreift.

Um die Bléckchen von S. coelicolor bildeten sich keine Hemmhofe. Das zeigt, dass die Deletion von recA
in S. lividans TK64ArecA nicht zu einer generell erhéhten Sensitivitat gegeniliber Antibiotika fihrt. Keine
der Proben zeigte Aktivitdt gegen S. lividans TK64. Dagegen verursachten das Bléckchen von S.
antibioticus und der Agariiberstand von Ti4103 auf S. lividans TK64ArecA Hemmhofe (Abbildung 47). S.
lividans TK64ArecA ist also im Gegensatz zu S. lividans TK64 sensitiv gegeniiber S. antibioticus, was
wahrscheinlich auf die DNA-schadigende Wirkung von Actinomycin D zurilickzuflihren ist. Die Tatsache,
dass auch der Agariiberstand von Ti4103 Aktivitat gegen S. lividans TK64ArecA zeigt, lasst vermuten,

dass Ti4103 ebenfalls eine DNA-schadigende Substanz produziert.
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Abbildung 47: Hemmhoftests des Agariiberstands von Tii4103 gegen S. lividans TK64 und S. lividans TK64ArecA.
Als Positiv- bzw. Negativ-Kontrolle dienten der Actinomycin D-Produzent S. antibioticus bzw. S. coelicolor, der kein
in die DNA-Synthese eingreifendes Antibiotikum produziert.

Auch wenn der obige Test darauf hindeutet, dass Ti4103 eine DNA-schadigende Substanz produziert,
lasst sich daraus nicht schlieen, dass es sich bei dieser Substanz um das Phosphonat handelt. Daher
wurde untersucht, ob die Aktivitdt des Agariiberstands von Ti4103 gegen E. coli WM6242 mit der
Aktivitat gegen S. lividans TK64ArecA korreliert. Dazu wurde der recA-Assay mit Agariiberstanden von
Tu4103 durchgefiihrt, die gegen E. coli WM6242 getestet worden waren (Daten nicht gezeigt). Es wurde
jeweils ein Agarlberstand mit und einer ohne Aktivitat gegen E. coli WM6242 eingesetzt. Als Kontrollen
wurden Actinomycin D, bzw. der Medieniberstand von HM-Festmedium verwendet.

Der Agariiberstand, der Aktivitat gegen E. coliWM6242 zeigt, verursacht keinen Hemmbhof auf S. lividans
TK64-Testplatten. Auf S. lividans TK64ArecA-Testplatten bildet sich ein Hemmhof um diese Probe. Der
Agarliberstand ohne Aktivitdt gegen E. coli WMG6242 verursachte auf S. lividans TK64ArecA einen
Hemmbhof mit deutlich groBerem Durchmesser. (Abbildung 48). Zudem verursacht diese Probe auch auf
S. lividans TK64 eine leichte Wachstumsinhibition. Der Hemmbhof ist allerdings diffus, ohne klar
umrissene Rander. Das deutet darauf hin, dass es nicht ausschliellich das Phosphonat-Antibiotikum ist,
welches gegen S. lividans TK64ArecA aktiv ist. Moglicherweise bildet Ti4103 eine zweite bioaktive
Substanz, die S. lividans TK64ArecA hemmt.
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Abbildung 48: Hemmbhoftests von Agariiberstinden von Tii4103, die Aktivitdt oder keine Aktivitat gegen E. coli
WM6242 zeigen, gegen S. lividans TK64 und den recA defizienten Stamm TK64ArecA. Als Positiv- und Negativ-
Kontrolle dienten Actinomycin D und der Agariberstand des Festmediums. WM+ bedeutet, dass der
Agariberstand gegen E. coli WM6242 Aktivitat zeigte; WM- bedeutet, dass der Agariiberstand keine Aktivitat
gegen E. coliWM6242 zeigte.

Auch in Hemmhoftests gegen B. subtilis bildeten sich um die Agartiberstande von T14103 zwei qualitativ

unterschiedliche Hemmhofe. Einerseits bildete sich ein klar umrissener Hemmhof mit geringem
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Durchmesser, andererseits ein diffuser mit deutlich groBerem Durchmesser (Abbildung 49). Teilweise
Uberlagerten sich die beiden Typen von Hemmhofen sogar, sodass ein Ring um den Agariberstand
entstand. Die beiden andersartigen Hemmhofe deuten ebenfalls auf die Produktion einer zweiten

bioaktiven Substanz durch Tii4103 hin.

Abbildung 49: Hemmhoftests des Agariiberstands von Tii4103 auf B. subtilis. Es bilden sich drei verschiedene
Hemmbhoftypen: (a) groR und diffus; (b) klein und klar; (c) ringformig.

4.2.6.4 Resistenziibertragung durch Uberexpression von kph5

Um fiir Untersuchungen zum Resistenzverhalten gegeniiber Ti4103 geeignete sensitive Teststamme zu
identifizieren, wurden verschiedene Aktinomycetenstamme auf Sensitivitdt bzw. Resistenz gegen
Tu4103 getestet. In diese Stdmme sollte kph5, der fir ein RadA-homologes Protein kodiert, eingebracht
werden. RadA ist ein DNA-Reparaturprotein, das falsche Basenpaarungen durch homologe
Rekombination zweier DNA-Einzelstrange korrigiert (209). Somit sollte getestet werden, ob durch die

heterologe Expression von kph5 Resistenz gegen das Produkt von Tii4103 vermittelt werden kann.

4.2.6.4.1 Test verschiedener Aktinomycetenstamme auf Sensitivitat gegen Ti4103

Um generell sensitive Stimme gegen Produkte von TU4103 zu identifizieren, wurde T(i4103 auf HM-
Festmedium inkubiert und die Kultur in Blockchentests eingesetzt. Die Agarblockchen wurden auf frisch
ausgestrichene Platten der Teststamme Streptomyces albus, Streptomyces lividans, Corynebacterium
glutamicum, Rhodococcus jostii, Streptomyces pristinaespiralis, Streptomyces collinus, Streptomyces
griseus, Streptomyces violaceoruber, Streptomyces tendae, Streptomyces ghanaensis, Streptomyces
coelicolor und Amycolatopsis japonicum aufgelegt und drei Tage inkubiert.

Um das Agarbléckchen von Ti4103 bildete sich ausschlieBlich auf den Testplatten von A. japonicum und
S. coelicolor ein Hemmhof (Abbildung 50). Diese beiden Stamme wurden verwendet, um kph5 zu

Uberexprimieren.
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Abbildung 50: Hemmhoftests von Tii4103 gegen (a) S. coelicolor und (b) A. japonicum

4.2.6.4.2 Heterologe Expression von kph5 in A. japonicum und S. coelicolor

Um zu testen, ob die Uberexpression von kph5 A. japonicum und S. coelicolor gegen das Produkt von
T4103 resistent macht, wurde kph5 in A. japonicum und S. coelicolor liberexprimiert.

Mit genomischer DNA von Ti4103 als Templat wurde das Fragment radA (1534 bp) in einer PCR
amplifiziert. Am 3‘-Ende des Vorwarts-Primers (radAfw) wurde eine Ndel-Schnittstelle und am 5-Ende
des Rickwarts-Primers (radArv) eine Hindlll-Schnittstelle kinstlich eingefiigt. radA wurde in den
Kloniervektor pDrive inseriert. Das entstandene Plasmid pDrive/radA (5385 bp) wurde in E. coli Novablue
eingebracht und die Transformanden durch die Blau-WeiR-Methode selektioniert. Das Plasmid
pDrive/radA wurde mit Ndel und Hindlll geschnitten und radA isoliert. radA wurde mit dem Ndel/Hindlll
linearisierten Vektor pRM4 ligiert. Aus der Ligation resultierte das Konstrukt pRM4/radA (7582 bp,
Abbildung 51). pRM4/radA wurde durch Protoplastentransformation in A. japonicum und S. coelicolor

eingebracht, woraus die Stamme A. japonicum/radAex und S. coelicolor/radAex resultierten.

radA
Amplifikation .
Drive
Nl i | L_20re |

Ndel, Hindlll

pDrive/ra;iA pRM4

Ndel, Hindlll

pRM4/radA

Abbildung 51: Schematische Darstellung der Konstruktion des fiir die Uberexpression verwendeten Plasmids
pRM4/radA.

Agarbléckchen einer Kultur von Tii4103 wurden auf Agartestplatten mit den Stammen A. japonicum, S.
coelicolor, A. japonicum/radAex und S. coelicolor/radAex aufgelegt und drei Tage inkubiert.

Auf allen vier Testplatten verursachte das Agablockchen von Tii4103 einen Hemmhof (Abbildung 52).
Das zeigt, dass weder A. japonicum/radAex noch S. coelicolor/radAex durch die Uberexpression von
kph5 Resistenz gegen ein Produkt von Ti4103 ausbilden konnte. Das kann daran liegen, dass nicht das

Phosphonat die Aktivitdt von Ti4103 gegen A. japonicum und S. coelicolor verursacht, sondern ein
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potenzielles zweites Antibiotikum (s. 4.2.6.3). Moglich ist auch, dass das Genprodukt von kph5 nicht bzw.
nicht allein flr die Resistenz gegen Tii4103 verantwortlich ist. Im Phosphonat-Cluster gibt es noch sechs
weitere orfs, deren Genprodukte an der Ausbildung von Resistenz beteiligt sein kdnnen (s. 4.2.3.2.4). In
weiteren Experimenten sollten Expressionsstimme fir alle putativen Resistenzgene hergestellt und auf
Sensitivitat gegen Ti4103 getestet werden. Um zu testen, ob speziell das Phosphonat die hemmende
Wirkung auf A. japonicum und S. coelicolor hat, muss es isoliert werden und als Reinsubstanz in den

Tests eingesetzt werden.

I® @
(a) (b) 4

Abbildung 52: Hemmbhoftests von Tii4103 gegen (a) A. japonicum, (b) A. japonicum pRM4/radex, (c) S.
coelicolor und (d) S. coelicolor pRM4/radex.

(c) B8 (d)

4.3 Aktivierung von Antibiotika-Gencluster durch Uberexpression
des SARP PapR2

4.3.1 Uberexpression von PapR2 in den sequenzierten Stimmen der Tiibinger
Stammsammlung

Aktinomyceten enthalten durchschnittlich 25-50 BGCs, die fiir potenzielle Sekundarmetabolite kodieren
(17). Jedoch werden nur ca. 10% tatsachlich exprimiert (71). Es wurden bereits verschiedene Methoden
zur Aktivierung stiller Gencluster beschrieben (s. 1.2.1). SARPs sind generelle, Cluster-situierte
Aktivatoren (86). Fiir das stille Undecylprodigiosin-Cluster in S. lividans konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression des SARP-Aktivators PapR2 aus S. pristinaespiralis die Produktion von
Undecylprodigiosin aktiviert (s. 4.3.2). Es ist anzunehmen, dass auch die in dieser Arbeit untersuchten
Aktinomyceten fiir Antibiotika kodieren, die unter Standard-Bedingungen kaum oder nicht produziert
werden. Um das volle Potential der Stamme T4097, Ti4100, Ti4103 und Ti4106 auszuschopfen, sollte
gepriift werden, ob die Voraussetzungen zur Induktion der Transkription durch SARPs gegeben waren.
Daher wurde im Genom der vier zuerst sequenzierten indonesischen Staimme der Tibinger
Stammsammlung durch eine Analyse mit dem Webtool PatScan (228) nach SARP-Bindestellen gesucht
sowie der AntiSMASH-Output auf SARP-Gene hin untersucht.

In allen vier Stammen konnten Cluster gefunden werden, die jeweils ein SARP-Gen enthalten. Cluster
Nr. 1 von Ti4100 enthalt sogar zwei SARP-Gene. Zusatzlich wurden in Cluster Nr. 1 von Ti4100 fiinf
SARP-Bindemotive und in den Clustern Nr. 5 bzw. 8 von Ti4103 ein bzw. drei SARP-Bindemotive

detektiert.
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Tabelle 16: Identifizierung von SARP-Genen und —Bindestellen in Ti4097, T{i4100, Tii4103 und Tii4106.

S — Anzahl SARP-Motiv enthaltende Anzahl SARP-Gene A.nzahl SARP-
Gencluster | Gencluster: Anzahl (Typ) Bindestellen
1 (T1PKS)

2 (Lanthipeptid-NRPS-T1PKS)
13 (Thiopeptid)

19 (andere KS)

23 (NRPS)

24 (Terpen)

Tu4100 | 26 1 (andere KS-T2PKS-T1PKS)
5 (T1PKS-NRPS)

8 (NRPS)

10 (Indol)

Ti4103 | 26 11 (Lanthipeptid-Ladderan)
12 (Terpen)

18 (andere KS-Butyrolacton)
20 (Lanthipeptid)

3 (NRPS)

18 (andere KS-T2PKS)

TG4097 | 24

Tu4106 | 18

Rl RrIRRP|R[RP|R[RP|NRP|R|R|R|R|R
oO|Oo|0o|0Oo|O|O0O|OCO|W|RLR,R|IUNNO|O|O|O|O| O

Da in allen vier Stdammen SARP-Gene zu finden waren, SARPs als Regulatoren in diesen Stimmen also
vermutlich eine Rolle spielen, sollten PapR2-Uberexpressionsstimme generiert werden. Durch
Protoplasten-Transformation mit pRM4/papR2 wurden PapR2-Uberexpressionsstimme von Tii4097,
Tu4100, Tu4103 und T4106 generiert (Herstellung des Konstrukts s. 0). Daraus resultierten die Stamme
TU4097papR2-0OE, Ti4100papR2-0OE, Ti4103papR2-OF und Ti4106papR2-0OE. Als Kontrollen dienten die
mit pRM4 transformierten WT-Stamme Ti4097pRM4, Ti4100pRM4, Ti4103pRM4 und Ti4106pRMA4.
Die Bioaktivitat wurde durch Agardiffusionstests gegen B. subtilis getestet, indem die Stamme auf R5-
Agar inkubiert und Agarbléckchen auf B. subtilis-Testplatten aufgelegt wurden. Nach Inkubation bei 37°C
/N wurden die Hemmhof-Durchmesser ausgemessen und verglichen. AuBerdem wurden je 100 mL R5-
Flissigmedium mit Agarblockchen der vier Stamme inokuliert und die Kulturen fir fiinf Tage bei 27°C
auf dem Schiittler inkubiert. Je 5 mL der Kulturen wurden mit dem gleichen Volumen Ethylacetat
extrahiert. In den Extrakten der mit pRM4/papR2 transformierten Stamme sollte durch HPLC-Analyse
nach im Vergleich zum WT neu produzierten Stoffen gesucht werden.

Im Vergleich zu den Kontroll-Stimmen zeigte keiner der Uberexpressionsstimme eine erhohte
Bioaktivitat gegen B. subtilis. Auch durch die HPLC-Analyse der Ethylacetat-Extrakte waren keine neuen
Stoffe zu detektieren. Somit konnte mit diesen Methoden fiir keines der Cluster eine Aktivierung
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Das konnte, statt auf die fehlende Aktivierung der Expression
der Cluster, auch auf fehlende Aktivitat des produzierten Stoffes gegen B. subtilis zurlckzufihren sein

oder das entstandene Produkt ist durch die verwendete HPLC-Methode nicht detektierbar.
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Die gleiche Methode zur Aktivierung stiller Gencluster sollte an weiteren Stammen getestet werden.
Daher wurden Stamme der zweiten Generation Genom-sequenzierter, neu aus indonesischen Boden
isolierter Aktinomyceten einer AntiSMASH- und PatScan-Analyse unterzogen und PapR2-
Uberexpressionsstimme generiert. In Stamm SHP22-7 konnte die Produktion von Plicacetin signifikant

erhoht werden (s. 4.3.2).

4.3.2 Manuskript: “SARP-driven activation of antibiotic gene clusters”

Das vollstandige, unveroffentlichte Manuskript findet sich unter 7.9.

4.3.2.1 Eigenanteil

Die Stamme SLpGM190 und SLpapR2-OE wurden von Y. Mast hergestellt. Die Bandshift Assays fiihrte V.
Kibler durch. Alle qualitativen und quantitativen Transkriptionsanalysen wurden von mir durchgefiihrt.
Die bioinformatischen Analysen wurden von Y. Mast durchgefiihrt. Der pRM4/papR2-Vektor wurde von
mir hergestellt, wahrend |. Handayani den Vektor in SHP22-7 einbrachte. Die Bioaktivitat von SHP22-7
wurde von |. Handayani getestet. Die HPLC-Analysen wurden von A. Kulik, H. Saad und |. Handayani

durchgefiihrt. Das Manuskript wurde von mir, Y. Mast und I. Handayani verfasst.

4.3.2.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das Cluster zur Synthese des roten Pigments Red (Undecylprodigiosin) in Streptomyces lividans T7, das
unter Kontrolle des Aktivators RedD steht, ist unter Standardlaborbedingungen still. Es wurde jedoch
beobachtet, dass ein PapR2-Uberexpressionsstamm von S. lividans (SLpapR2-OE) ein rotes Pigment
bildet. Die Absorption der Agariiberstande an den beiden Maxima 533 nm im Sauren und 468 nm im
Basischen bestatigten, dass es sich bei dem Pigment um Undecylprodigiosin handelt. Der Vergleich der
Aminosauresequenzen mit Hilfe der Datenbank BlastP zeigte, dass RedD und PapR2 zu 44% identisch
und zu 55% &hnlich sind. Die bioinformatische Analyse des Undecylprodigiosin-Clusters mit dem Tool
PatScan lieferte zwei konservierte SARP-Bindemotive in den Promotorregionen der Undecylprodigiosin-
Biosynthesegene redP und redQ. Bandshift Experimente mit den Promotorregionen und aufgereinigtem
His-PapR2 bestatigten, dass PapR2 an diese Promotorregionen bindet. Daher wurde vermutet, dass
PapR2 die Funktion von RedD libernimmt und die Expression des Undecylprodigiosin-Clusters induziert.
Eine Transkriptionsanalyse zeigte, dass redP und redQ in SLpapR2-OE vermehrt transkribiert werden. Zur
Transkriptionsanalyse wurde RNA aus dem Kontrollstamm und dem Uberexpressionsstamm isoliert und
daraus cDNA generiert. Semiquantitative Transkriptionsanalysen zeigten, dass redP und redQ
ausschlieBlich in SLpapR2-OE transkribiert wurden. Zur Quantifizierung dieses Ergebnisses wurde eine

real-time qPCR durchgefiihrt. Als Referenzgen fir die Berechnung des relativen Expressionslevels mit
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der AA-Methode (229) diente hrdB. So konnte ermittelt werden, dass in SLpapR2-OE redP im
Durchschnitt um das Siebenfache und redQ um das 20-fache starker transkribiert wird als im
Kontrollstamm.

Die Stdmme der Tiibinger Stammsammlung konnten durch Uberexpression von papR2 nicht zur
vermehrten Antibiotika-Produktion angeregt werden (s. 4.3.1). Daher wurde der Stamm SHP22-7, der
zu Beginn dieser Arbeit aus einer indonesischen Bodenprobe isoliert worden war, mit pRM4 und
pRM4/papR2 transformiert. Aus der Transformation resultierten die Stamme SHP22-7pRM4 und
SHP22-7papR2-OE Die Bioaktivitat gegen B. subtilis war in SHP22-7papR2-OE erheblich erhoht, wie
Blockchentests zeigten. Daraufhin wurde in den von AntiSMASH vorgeschlagenen Biosyntheseclustern
mit PatScan nach SARP-Bindemotiven gesucht und in Cluster Nr. 3, 5, 9, 10 und 15 der insgesamt 25
Cluster gefunden. Eine semiquantitative Transkriptionsanalyse zeigte, dass Cluster Nr. 9 in
SHP22-7papR2-OE vermehrt transkribiert wurde. Dieses Cluster kodiert fir die Antibiotika Plicacetin
bzw. Amicetin, das sich von Plicacetin durch eine zusatzliche Methylserin-Gruppe unterscheidet. In der
Promotorregion des ersten Gens (amiA) des unidirektionalen Clusters findet sich die SARP-Bindestelle,
die 65,5% Ahnlichkeit zum vorgeschlagenen SARP-Konsensusmotiv aufweist. Per HPLC- und MS/MS-
Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die Produktion von Plicacetin sowie eines Plicacetin-lsomers
im PapR2-Uberexpressionstamm erhdht ist.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression des SARP-Aktivators PapR2 die
Antibiotikaproduktion in Streptomyceten induzieren bzw. erhéhen kann. Die Uberexpression von PapR2
bietet die Moglichkeit, nur durch Kenntnis der Genomsequenz ein Cluster spezifisch zu aktivieren. Diese

Methode wird dazu beitragen, das Potential, das stille Aktinomyceten-Gencluster darstellen, zu nutzen.
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5 Diskussion

5.1 Selektion neuer Antibiotika-produzierender Aktinomyceten

5.1.1 Indonesien als Quelle neuer bakterieller Antibiotika-Produzenten

Ziel dieser Arbeit war die Isolierung neuer Aktinomyceten und die Selektion von Antibiotika-
Produzenten durch ein Bioaktivitats-geleitetes Screening. 56 Aktinomycetenstimme wurden neu aus
indonesischen Bodenproben isoliert. Indonesien wurde fiir diese Studie zur Beprobung ausgewahlt, da
dieses Land sich schon in frilheren Studien als artenreich und gute Quelle fiir neue Aktinomyceten
erwiesen hat (48, 55—61). Allerdings ist die Aussage, dass Indonesien insgesamt reich an bakteriellen
Spezies ist, eine Hypothese, die auf der Annahme basiert, dass eine Korrelation der mikrobiellen
Diversitat mit der Makrobiodiversitat besteht. Doch im Gegensatz zur globalen Diversitat und Verteilung
von Pilzen (230-234) sowie der Makrobiodiversitat (235) gibt es bislang kaum Studien zur Verteilung der
Biodiversitat von Bakterien.

2019 verglichen Cameron et al. (236) Daten zur Gesamtzahl aller Spezies in und Uber der Erde. Die
Gruppe kam zu dem Schluss, dass in den Tropen und Subtropen eine groRe Diversitat Gber der Erde mit
jener in der Erde korreliert. Teile Indonesiens, darunter Java, wurden als Biodiversitats-Hotspots in
beiden Habitaten identifiziert. Allerdings bezieht sich die Biodiversitat unter der Erde in dieser Studie
nicht ausschlieRlich auf Bakterien, sondern auch auf Pilze und makroskopische Organismen.

In einer Studie von 2018 kommen Bahram et al. (237) zu dem Schluss, dass speziell die bakterielle
Diversitat in gemaRigten, nicht in tropischen Habitaten am hdchsten ist. Zudem hangt die genetische
Variabilitdt von Bakterien starker davon ab, wie sehr sich deren Habitate unterscheiden, und weniger,
wie weit sie geografisch auseinander liegen (238). Insbesondere Schwankungen im pH beeinflussen die
Diversitat in den bakteriellen Gemeinschaften. Daraus ergibt sich keine Notwendigkeit, exotische
Habitate wie die indonesischen Tropen zu beproben. Stattdessen ist es genau so vielversprechend, wenn
Boden in gemaRigten Breiten aber mit unterschiedlichen Umweltbedingungen beprobt werden. Die
aufgefihrten Studien beziehen sich allerdings nur auf die Diversitat der bakteriellen Spezies, nicht auf
die Diversitat der kodierten Sekundarmetabolite.

Charlop-Powers et al. untersuchten 2015 (239) die Diversitait von Adenylierungs- und
Ketosynthasedoméanen basierend auf ,,environmental DNA“ (eDNA) Proben aus weltweit beprobten
Boden unterschiedlicher Habitate. Das Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass die geografische
Distanz mit der genetischen Varianz der Domanen korreliert und demnach Domanensequenzen aus
benachbarten Béden eine hohe Ahnlichkeit aufwiesen. In einer Studie von 2018 verglichen Lemetre et

al. (240) die Ahnlichkeit der Sequenzen von Adenylierungs- und Ketosynthese-Domanen aus eDNA, die
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aus Bodenproben vom australischen Kontinent isoliert wurden (240). Die Gruppe kam zu dem Schluss,
dass die Varianz der Domanen mit dem Breitengrad zunimmt. Umwelteinfliisse spielen dabei eine
untergeordnete Rolle. Auch Choudoir et al. kamen 2018 (241) zu dem Schluss, dass der Breitengrad der
wichtigste Faktor bei der Diversifikation von Sekundarmetaboliten ist. In dieser Studie wurden speziell
die BGCs von Streptomyces griseus aus Bodenproben aus Nordamerika untersucht (241).

Die grolRe Anzahl der in der vorliegenden Arbeit isolierten Aktinomyceten unterstitzt die Theorie, dass
Indonesien als tropisches Habitat grolRe mikrobielle Diversitat aufweist. Acht indonesische Stamme
wurden anhand ihres Gesamtgenoms in einen genetischen Stammbaum eingeordnet. Dabei ergab sich
eine nahe Verwandtschaft zwischen den Stammen Ti4106, 13, 14 und I5. Auch die mit AntiSMASH
detektierten BGCs dieser Stimme zeigen Uberschneidungen. 16 der 17 bzw. 19 BGCs von I3 bzw. 14 sind
nahezu identisch. Die Ahnlichkeiten zwischen 13, 14 und I5 sind vermutlich auf die geringe Distanz der
Probennahmestellen zurlickzufiihren, die alle aus Bodenproben von der Insel Lombok isoliert worden
waren. T4097, Ti4100 und Ti4103 dagegen stammen aus Java und liegen auch taxonomisch weiter
auseinander. Das Ergebnis unterstiitzt die Theorie, dass die Biodiversitidt mit der geografischen Distanz
korreliert.

Um neue Aktinomyceten-Stamme mit unbekannter Naturstoffchemie zu finden, werden bisher wenig
untersuchte oder extreme Habitate, wie Wusten, Hohlen oder verschiedene marine Habitate beprobt
(26-28). Insbesondere Mangrovenwalder riicken zunehmend in den Fokus bei der Suche nach neuen
bakteriellen Spezies (47, 48, 242) Sie bilden wegen des ab- und zunehmenden Wasserspiegels sowie der
daraus resultierenden schwankenden Salzkonzentrationen ein extremes Habitat an der Interphase
zwischen Land und Wasser (49). In einer Studie aus dem Jahr 2014 wurden 73 neu entdeckte Substanzen
gezahlt, die von aus Mangroven isolierten Aktinomyceten produziert werden (243). In der vorliegenden
Arbeit stammen 15 der 56 neuen Isolate aus Proben, die von Mangrovensediment genommen wurden.
Von den neuen aufgrund der Bioaktivitat flir weitere Studien ausgewahlten Isolaten, stammten 13, 14,
I5, 16, und 17 aus Mangrovensediment. Das Ergebnis zeigt, dass Mangroven in der Tat ein artenreiches
Habitat darstellen. Allerdings konnten aus diesen Stammen bislang keine neuen Sekundarmetaboliten
isoliert werden, sodass Uber die Eintraglichkeit der Mangroven-Stamme in dieser Arbeit keine Aussage

getroffen werden kann.

5.1.2 Gesamtgenomsequenzierung mit der PacBio-Methode

Die Sequenzierung der genomischen DNA der selektierten Stimme wurde mit der PacBio RS(lI)-
Plattform durchgefiihrt. Diese neue Technologie (erste Publikation 2009 (244)) hat gegeniiber next
generation sequencing-Verfahren, wie der lllumina (245) Sequenzierung, folgende Vorteile: (i) Es kbnnen
langere contigs am Stlick generiert werden. Durch die langeren contigs ist die Methode besonders fir

de novo Sequenzierungen geeignet, da hochreplikative Sequenzen am Stlick abgelesen werden kénnen
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(246). (ii) Durch lange reads lassen sich Sequenzierungen in kiirzerer Zeit durchfiihren, da so die Anzahl
der Pausen zwischen den reads reduziert werden kann (246). (iii) Es wurde gezeigt, dass Regionen mit
hohem GC-Gehalt mit der PacBio-Methode durchsequenziert werden koénnen, wdhrend andere
Sequenzier-Methoden an diesen Stellen oft abbrechen (247). Das ist besonders bei der Sequenzierung
von Aktinomyceten-Genomen vorteilhaft, die einen hohen GC-Gehalt von ca. 70% aufweisen (32).
Nachteilig an der PacBio-Methode sind der geringere Durchsatz an Basen, die hoheren Kosten pro
Basenpaar und die hohere Fehlerrate fiir einzelne Basen. Fiir eine Identifizierung der BGCs im Genom
ist die PacBio-Sequenzierung geeignet, da das Genom komplett, inklusive repetitiver Sequenzen und
Regionen mit hohem GC-Gehalt, zuverladssig sequenziert wird. Die hohere Fehlerrate kann durch spatere
[llumina-Sequenzierung kleiner Abschnitte der DNA ausgeglichen werden, wenn fiir Klonierungen oder
dhnlichem an konkreten Abschnitten im Genom gearbeitet wird.

Die PacBio-Methode war in diesem Fall die am besten geeignete Technik zur Sequenzierung der Genome
der ausgewahlten Aktinomyceten. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen wurde ein
hohes coverage erreicht, sodass mit hoher Wahrscheinlichkeit das Genom vollstdndig erfasst worden
ist. Zudem resultierten aus der Sequenzierung der Genome nur zwei bis sieben contigs, sodass auch
hochreplikative Sequenzen wahrscheinlich korrekt sequenziert worden sind. Die Sequenzierung
resultierte also in qualitativ hochwertigen Sequenzen.

Nachdem das Gesamtgenom ausgewdhlter Stdmme sequenziert worden war, sollte anhand einer
Analyse mit AntiSMASH eine weitere Priorisierung der zu untersuchenden Stamme erfolgen. Dabei war
die Existenz von bekannten Antibiotika-Genclustern ein Ausschlusskriterium. Der Fokus wurde auf
seltene Klassen von BGCs gelegt.

Durchschnittlich kodieren Aktinomyceten 35 BGCs (248). Die in dieser Arbeit untersuchten
Aktinomyceten enthielten zwischen 17 (13) und 26 (Ti4100) BGCs. Im Vergleich zu mit dem Illumina-
Verfahren sequenzierten Genomen, fiihrt die AntiSMASH-Analyse in PacBio-Sequenzen generell zu
weniger detektierten BGCs (Mast, pers. Mitt.). Daher ist die fir Aktinomyceten unterdurchschnittliche

Anzahl an vorhergesagten BGCs auf das Sequenzierverfahren zurtickzufiihren.

5.2 Phosphonatproduktion durch Tii4103 und 16

Im Zuge der Analyse mit AntiSMASH wurde im Genom von Ti4103 ein Phosphonat-Cluster und im
Genom von 16 ein Phosphonat-NRPS-Hybridcluster gefunden. Die Phosphonat-Cluster von Tii4103 und
I6 enthalten, einer BlastP-Analyse zufolge, putative Gene (pepM und pnpyD), die fiir die beiden
essenziellen Enzyme zur Phosphonatsynthese, die Phosphoenolpyruvat-Mutase und die
Phosphonopyruvat-Decarboxylase kodieren. Anhand der Anwesenheit von pepM und pnpyD lassen sich
Phosphonat-Cluster einfach identifizieren (113). In einer Studie von Ju et al. (111) konnte pepM, durch

eine Genomanalyse mittels PCR mit degenerierten Primern, in ca. 5% von 10.000 Aktinomyceten



104

nachgewiesen werden (111). Daraus folgt, dass es vermutlich weit mehr Phosphonat-Produzenten und
Phosphonate als die ~30 bisher bekannten gibt (111). Drei dieser ~30 entdeckten Phosphonate (10%)
wurden bisher vermarktet (113). Im Gegensatz dazu kommen insgesamt nur etwa 0,1% aller natdrlich
produzierten Antibiotika oder deren semisynthetische Derivate auf den Markt (2). Das deutet auf das
groBe pharmazeutische Potential der Phosphonate hin. Aufgrund dessen wurde die

Phosphonatproduktion von Tii4103 und 16 genauer untersucht.

5.2.1 Nachweis der Phosphonatproduktion von 16

Durch GNPS-Clustering wurde bereits festgestellt, dass im Agarliberstand aber nicht im Ethylacetat-
Extrakt von 16 eine bislang unbekannte Substanz vorhanden ist (Saad, pers. Mitt.). Die Plattform GNPS
(Global Natural Products Social Molecular Networking) ermdglicht die Speicherung, Analyse und das
Teilen von MS-MS-Daten. Durch GNPS-Clustering konnen die eigenen MS-MS-Daten mit einer
allgemeinen Datenbank abgeglichen werden, in die die User ihre Daten einspeisen. Dadurch wird der
Dereplikationsprozess erleichtert und die Wiederentdeckungsrate verringert (21).

|6 produziert also eine vermutlich unbekannte Substanz. AuBerdem deutet die Anwesenheit von pepM
darauf hin, dass 16 ein Phosphonat produzieren kann. Mdglicherweise produziert |16 ein unbekanntes
Phosphonat. 16 zeigt eine generelle Aktivitdit gegen Gram-negative Organismen, daher kann die
Bioaktivitdt gegen den Phosphonat-sensitive Stamm E. coli WM6242 nicht als Nachweis fiir eine
Phosphonatproduktion verwendet werden. Stattdessen kénnte die LC-MS/MS basierte Methode von
Evans et al. (121) Anwendung finden, durch die Phosacetmycin entdeckt wurde. Diese Methode beruht
darauf, dass die Phosphonatgruppe im MS-Spektrum ein spezifisches Fragmentierungsmuster
verursacht (m/z = 79 und 63), das auf die Eliminierung von PO* bzw. PO* zuriickzufiihren ist.
Voraussetzung fir diese Methode ist, dass das Phosphonat fiir die Detektion angereichert wird. Ziel der
Anreicherung ist, das Hintergrundrauschen durch phosphorylierte Metabolite, die ein sehr dhnliches
Fragmentierungsmuster wie Phosphonate verursachen, zu reduzieren (121). Sobald ein Protokoll zur
Phosphonat-Anreicherung fir 16 optimiert worden ist, kann die LC-MS/MS basierte Methode alternativ

zum Bioassay mit E. coli WM6242 als Nachweismethode flir Phosphonate eingesetzt werden.

5.2.2 Phosphonatproduktion von Tii4103

Im Gegensatz zu 16 konnte die Phosphonatproduktion von Tii4103 durch den Bioassay mit E. coli
WM6242 nachgewiesen werden. Der Agariiberstand von Ti4103 zeigt Bioaktivitat gegen E. coli
WM6242 aber nicht gegen E. coli K12. Tii4103 wurde taxonomisch als Kitasatospora und damit als
seltener Aktinomycet eingeordnet. Bis heute wurden nur 23 Spezies der Gattung Kitasatospora

beschrieben, aber es wurden bereits iber 50 verschiedene bioaktive Stoffe aus Vertretern der Gattung
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isoliert (39), etwa Setamycin (nematozid, fungizid) aus K. setae bzw. K. griseola (45) oder Talosin A und
B (fungizid) aus Kitasatospora kifunensis (249). K. phosalacinea, aus dem das herbizid wirkende Peptid-
Phosphonat Phosalacin isoliert wurde, ist ein weiterer Phosphonat-Produzent der Gattung der
Kitasatosporae (46). Das Cluster von Phosalacin ist allerdings noch nicht beschrieben.

Aufgrund der Bioaktivitat gegen E. coli WM6242 und der taxonomischen Einordnung von T(i4103 als

seltener Aktinomycet wurde die Phosphonatproduktion dieses Stammes intensiver untersucht.

5.2.2.1 Variationen der Mutagenese-Methode

Die Transkription von kph18, das flir eine putative PepM kodiert, durch Ti4103 konnte mittels
Transkriptionsanalyse nachgewiesen werden. Allerdings wurde keine Korrelation der Transkription von
kph18 mit der Bioaktivitat gegen E. coli WM6242 beobachtet. Zum Nachweis, dass das Phosphonat-
Cluster tatsachlich fir die Bioaktivitat gegen E. coli WM6242 verantwortlich ist, sowie fiir Wirkort-
spezifische Assays sollte eine Insertions- oder Deletionsmutante von Ti4103 hergestellt werden, bei der
kph18 inaktiviert wurde. Ein Insertions- und eine Deletionskonstrukt konnte erfolgreich generiert
werden. Doch obwohl die Protoplastentransformation von Tti4103 grundsatzlich moglich ist, wie anhand
der Einfihrung des Plasmids pGM190 nachgewiesen wurde, konnte T(i4103 bislang mit keinem der
rekombinanten Plasmide transformiert werden. Die in dieser Arbeit verwendeten
Transformationsprotokolle zur Protoplastentransformation, Konjugation und Elektroporation sind
urspringlich fur Streptomyceten und nicht fir Kitasatosporae entwickelt worden. Doch auch in friiheren
Studien wurden Vertreter der Gattung Kitasatospora schon erfolgreich mit flr Streptomyceten
etablierten Methoden transformiert (250-252). Daher wird in zukinftigen Studien der Fokus auf der
Etablierung eines zuverldssigen Protokolls zur genetischen Manipulation von Tii4103 liegen. So kann zur
Konjugation die Temperatur des Hitzeschocks fiir die Sporenkeimung variiert werden. Fir
Streptomyceten liegt die Keimtemperatur zwischen 45°C und 55°C (253). Zudem kann die Zugabe von
MgCl, die Konjugationseffizienz erh6hen (254). Zur Protoplastentransformation konnen auBer PEG1000
und PEG2000 noch langerkettige PEGs verwendet werden. Zur Elektroporation kann die Feldstarke
variiert werden: in dieser Arbeit wurde mit einer Feldstarke von 17,5 kV/cm gearbeitet; fir Bakterien
kénnen Feldstarken von 5 bis 20 kV/cm verwendet werden (255). Fiir Wachstum und Regenerierung der

transformierten Zellen kann das Medium optimiert werden (253).

5.2.2.2 Methoden zur Phosphonat-Aufreinigung

Neben einem Transformationsprotokoll fir Ti4103 sollte in dieser Arbeit auch ein Protokoll zur
Anreinigung des Phosphonats fiir spatere Isolierungen entwickelt werden. Bei Phosphonaten handelt es

sich um extrem hydrophile Substanzen, die kaum in organische Losungsmittel zu (iberfiihren sind. Das
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von Tu4103 produzierte Phosphonat-Antibiotikum lasst sich zumindest zum Teil in Methanol I6sen. Auch
andere Phosphonate lassen sich in Methanol tGberfiihren. Die Extraktion von Cyanohydrin und FR900098
erfolgt mit einer 90%igen Methanol-Losung (159, 256). K-26 kann in eine 50%ige Methanol-Losung
Uberfiihrt werden (127). Trialaphos dagegen wird zur Isolierung aus dem Kulturmedium nicht mit
organischen Losungsmitteln extrahiert, sondern Medienbestandteile werden durch Aktivkohle aus dem
Medium entfernt und der verbleibende wissrige Uberstand (iber einen stark basischen Anionen-
Austauscher entmineralisiert, sodass eine anschlieBende Aufreinigung durch praparative reversed phase
HPLC moglich ist (138). Zur Isolierung von Fosfomycin wird zuerst die Bakterienkultur mit Phosphorsaure
neutralisiert. Fosfomycin wird iber eine Anionen-Austausch-Saule vorgereinigt und anschlieRend durch
Gelfiltration isoliert (257). PTT wird zunachst durch einen stark sauren Kationen-Austauscher angereinigt
und dann durch einen stark basischen Anionen-Austauscher adsorbiert sowie mit Salzsdure eluiert. Das
Eluat wird durch prédparative Gaschromatographie aufgetrennt, sodass PTT isoliert werden kann (258).
Um Phosacetamycin aus dem Kulturmedium zu gewinnen, werden zunachst Phosphate aus der Kultur
ausgefallt und Phosacetamycin durch iron-immobilized metal affinity chromatography angereinigt,
bevor die Aufreinigung mit hydrophilic interaction chromatography (HILIC) durchgefihrt wird (121).
HILIC gehort zu den wenigen etablierten Methoden zur chromatografischen Aufreinigung hydrophiler
Substanzen (259). Daher werden derzeit verschiedene HILIC-Sdulen zur Entwicklung eines
Aufreinigungsprotokolls fir das von Ti4103 produzierte Phosphonat-Antibiotikum getestet. Mit einer
HILIC-Saule ist es bereits gelungen, den Agariiberstand von Tii4103 zu fraktionieren und das Phosphonat
in einer Fraktion durch 3P-NMR nachzuweisen (Aziz, pers. Mitt.).

2014 entwickelten Gao et al. (260) eine Methode zur gezielten Aufreinigung von Phosphonaten, die
“stable isotope labeling of phosphonates in extract” (SILPE) genannt wurde. Mit der Phosphonat-O-
Methyltransferase Dhpl, aus dem Dehydrophos-Biosyntheseweg von Streptomyces luridus, kénnen
unspezifisch auch andere Phosphonate methyliert werden. Dazu wird der Phosphonat-haltige
Kulturiiberstand mit S-Adenosyl-Methionin (SAM) und SAM-CDs als Methylquelle versetzt und mit Dhpl
behandelt, um eine CHs- bzw. CDs-Gruppe von SAM auf das Phosphonat zu Gbertragen. Auf diese Weise
entsteht ein 2D-gelabeltes Phosphonat mit einer Massendifferenz von 3 Da zum mit *H methyliertem
Phosphonat. In einer LC-MS-Analyse des Reaktionsansatzes verursachen die beiden Derivate zwei durch
3 Da getrennte Signale, sodass das Phosphonat leicht detektiert werden kann. Das 2D-gelabelte kann
vom H-gelabelten Phosphonat auBerdem durch 3!P-NMR unterschieden werden (260).

Im unbehandelten Agariiberstand von Tii4103 konnte durch 3!P-NMR eine Phosphor-haltige Substanz
detektiert werden. Der chemische Shift konnte auf ein Phosphonat zurilickzufiihren sein (Saad, pers.
Mitt.). Um nachzuweisen, dass tatsdchlich ein Phosphonat diesen Shift verursacht, sollte der
Agarliberstand von Ti4103 mit Dhpl und SAM bzw. SAM-CDs behandelt werden. Durch das Labeling des

Phosphonats mit -CHs bzw. -CDs wiirden im 3!P-NMR-Spektrum zwei neue Signale auftauchen und der



Diskussion 107

urspriingliche Phosphonat-Peak verschwinden. Der Massenunterschied zwischen mit -CHs bzw. -CDs;
gelabeltem Phosphonat ermoglicht die Detektion des Phosphonats und dessen Aufreinigung mit

praparativer HPLC-MS.

5.2.2.3 Anwendung von Phosphonat-Derivaten als Pro-Pharmaka

Die hervorragende Wasserloslichkeit von Phosphonaten, wie auch des Phosphonats von T{i4103,
erschwert zwar die Aufreinigung, ist aber unter anwendungsbezogenen Aspekten von Vorteil, denn
Wasserloslichkeit ist flir mikrobielle Wirkstoffe eine wichtige Voraussetzung, um als Medikament
eingesetzt werden zu kdnnen. Medikamente werden Gber das Blut im Organismus verteilt und missen
daher wasserloslich sein, um U(berhaupt ins Blut aufgenommen zu werden. Allerdings sind alle
Phosphonate bei physiologischem pH zweifach deprotoniert. Das verhindert, dass sie die lipophile
Zellmembran durchdringen kénnen. Die Aufnahme in die Zelle ist aber Voraussetzung fiir die orale Gabe
von Medikamenten. Derzeit werden sogenannte Pro-Pharmaka entwickelt, bei denen die
Phosphonatgruppe von Nukleosid-Phosphonaten solange blockiert bleibt, bis das Medikament Gber das
Darmepithelium in die Blutbahn gelangen kann. Dabei wird die Phosphonatgruppe mit einer
Schutzgruppe versehen, die durch kérpereigene Enzyme abgespalten werden kann (261).

Zum Beispiel wird Pivaloyloxymethyl als Schutzgruppe fiir Adefovir verwendet. Die Schutzgruppe wird
mit der Phosphonatgruppe von Adefovir verestert und kann durch eine kdrpereigene Esterase wieder
entfernt werden (261). Bis-(Pivaloyloxymethyl)-Adefovir zeigt in vitro eine 9- bis 13-fach erhohte
antivirale Aktivitat und in vivo eine deutlich bessere Bioverfligbarkeit als Adefovir (262). 2002 wurde Bis-
(Pivaloyloxymethyl)-Adefovir unter dem Namen Hepsera® (Abbildung 53 (a)) zur Behandlung von HBV
Infektionen zugelassen (261).

Mit dem zyklischen 1-Aryl-1,3-propanylester kann Adefovir ebenfalls geschiitzt werden. Der Vorteil ist,
dass diese Gruppe durch das Leber-spezifische Enzym Cytochrom P450 Isozym CYP3A4 abgespalten wird
und somit speziell fiir den Transport von Medikamenten in die Leber geeignet ist (263). Als Pradefovir
(Abbildung 53 (b)) wurde Adefovir-1-Aryl-1,3-propanylester in klinischen Studien der Phase Il gegen HBV
Infektionen getestet. Die Studien wurden allerdings aufgrund einer erhéhten Tumorrate in
Tierversuchen eingestellt (264).

Eine weitere Schutzgruppe ist der Alkoxyalkyl-Rest, der durch die Phospholipase C abgespalten werden
kann. Ein Alkoxyalkyl-Derivat des Nukleosids-Phosphonats Cidofovir zeigt eine 2,5- bis 4-fach erhéhte
antivirale Aktivitat in vitro (265). Im Maus-Modell wirkt das Alkoxyalkyl-Derivat ebenso effektiv gegen
Infektionen mit dem humanen Cytomegalovirus wie Cidofovir (266). Unter dem Namen Brincidofovir
(Abbildung 53 (c)) schaffte es das Nukleosid-Phosphonat im Jahr 2015 bis in Phase Il der klinischen
Studien im Test gegen HCMV. In dieser Phase war allerdings keine verbesserte Wirkung im Vergleich zu

Cidofovir festzustellen (267).
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Abbildung 53: Strukturformeln der Pro-Pharmaka (a) Hepsera ®, (b) Pradefovir und (c) Brincidofovir (261).

5.2.2.4 Voraussagen zur Struktur des Phosphonats anhand des Genclusters

Solange das Phosphonat von Ti4103 nicht aufgereinigt ist und die Struktur nicht aufgeklart wurde,
kénnen Uber die Struktur nur Vermutungen anhand der Genomsequenz angestellt werden. Im
Phosphonat-BGC finden sich mehrere orfs, deren Genprodukte zur Nukleotid-/Nukleosid-Biosynthese,
insbesondere der Purin-Biosynthese, beitragen konnten. Daher kann vermutet werden, dass es sich bei
dem Phosphonat um ein Nukleosid- oder Nukleotid-Analogon handelt.

Die Purin-Biosynthese beginnt mit Phosphoribosyl-Pyrophosphat, das Uber sieben Intermediate zu
Carbamoylphosphat metabolisiert wird. Eines der Intermediate ist Glyconribonukleotid, das durch die
Addition von Glycin an Aminoimidazol-Ribonukleotid durch die Phosphoribosamylamin-Glycin-Ligase
gebildet wird. Eine putative Phosphoribosamylamin-Glycin-Ligase wird auch im Phosphonat-BGC von
Tu4103 kodiert (kph21). Des Weiteren verbindet die Aspartat-Carbamoyl-Transferase ein Aspartat-
Molekiil mit Carbamoylphosphat zu N-Carbamoyl-L-Aspartat. kph31 kodiert fiir eine putative Aspartat-
Carbamoyl-Transferase. Aus N-Carbamoyl-L-Aspartat wird Uber zwei weitere Intermediate Inosin-5'-
Monophosphat gebildet, das eine Vorstufe der Adenin- und Guanin-Biosynthese ist (193).

Die Genprodukte der im Phosphonat-BGC von Tu4103 vorliegenden Nukleotid-/Nukleosid-
Biosynthesegene reichen nicht aus, um ein vollstandiges Nukleosid oder Nukleotid herzustellen.
Moglicherweise werden Enzyme oder Molekiile zur Bildung des Nukleosid-Phosphonats aus dem
Primarmetabolismus rekrutiert. So ist z.B. bekannt, dass die Alaninreste zur Biosynthese von PTT dem
Primarmetabolismus entnommen werden, wahrend die nicht-proteinogene Aminosaure
Phosphinothricin aus dem Sekundarmetabolismus stammt (268).

Nukleosid-/Nukleotid-Analoga imitieren endogene Nukleotide und inhibieren dadurch die Zellteilung

oder Replikation durch Beeintrachtigung der DNA/RNA-Synthese oder der Enzyme, die in den Nukleosid-
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/Nukleotid-Metabolismus involviert sind (269-271). Das Uracil-Analogon Pseudouridimycin (Abbildung
54) z.B., das 2017 von Maffioli et al. untersucht wurde, inhibiert die bakterielle RNA-Polymerase durch

kompetitive Bindung der NTP-Bindestelle anstelle von UTP (272).
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Abbildung 54: Strukturformel von Pseudouridimycin (272).
Nukleosid-/Nukleotid-Phosphonate  sind  Nukleosid-/Nukleotid-Analoga, die anstelle von
Phosphatgruppen Phosphonatgruppen aufweisen (143). Auch diese Gruppe von Molekilen wirkt
antibiotisch, indem die DNA- oder RNA-Synthese inhibiert wird. a-Carboxyl-Nukleosid-Phosphonate (a-
CNP, Abbildung 55) wurden 2015 von Balzarini et al. (273) synthetisiert und inhibieren die virale DNA-
Polymerase. Der Carboxyl-Sauerstoff imitiert dabei den a-Phosphat-Sauerstoff und die beiden
Sauerstoffatome der Phosphonatgruppe imitieren die B- und y-Phosphat-Sauerstoffatome von dNTPs.
Diese Sauerstoffatome bilden mit einem der beiden katalytischen Mg?*-lonen einen Chelatkomplex.

Dadurch wird die Polymerase inhibiert, ohne dass a-CNP in die DNA inkorporiert wird (273).
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Abbildung 55: Allgemeine Strukturformel von a-Carboxyl-Nukleosid-Phosphonaten (273).

Bisher werden Nukleosid-Phosphonate, wie Adefovir, Tenofovir und Cidofovir, ausschlieBlich
synthetisch hergestellt (145). Das moglicherweise von Tii4103 produzierte Phosphonat-Antibiotikum

konnte eventuell das erste natirlich produzierte Nukleosid-Phosphonat sein.

5.2.2.5 Putative DNA-schadigende Wirkung des Phosphonats

Neben potenziellen Nukleosid-/Nukleotid-Biosynthesegenen wurden im Phosphonat-BGC von Ti4103
orfs identifiziert, deren putative Genprodukte bei DNA-Reparaturmechanismen eine Rolle spielen
konnten: die DNA-Reparaturproteine RadA und DisA, die DNA-Protein-Cystein-Methyltransferase und
die A-/G-spezifische Adenin-Glykosylase. Die genannten Genprodukte kdénnten Teil des
Resistenzmechanismus von Ti4103 gegen das selbst produzierte DNA-schadigende Nukleosid-

/Nukleotid-Phosphonat-Antibiotikum sein.
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Die Ergebnisse Wirkort-spezifischer Bioaktivitdatsassays deuten darauf hin, dass Ti4103 tatsachlich ein
Phosphonat produziert, das die DNA angreift. Der Agariiberstand von Ti4103 induziert den Promotor
yorB, der sensitiv gegeniiber DNA-Schaden ist. Die Aktivitdt des Agariiberstands von T{i4103 gegen E.
coli WM6242 korreliert mit der Aktivierung von yorB, was nahelegt, dass das Phosphonat-Antibiotikum
DNA-Schaden oder die Inhibition der DNA-Synthese verursacht.

Auch die Ergebnisse eines Assays mit einem RecA-defizienten S. lividans-Stamm deuten darauf hin, dass
TU4103 DNA-Schaden verursacht oder moglicherweise als RecA-Inhibitor in der SOS-Antwort auf DNA-
Schaden interveniert. Dadurch kénnte das Produkt von T{i4103 nicht nur als Antibiotikum, sondern auch
als Beigabe zu Antibiotika eingesetzt werden, wie folgende Studie zeigt: 2016 haben Alam et al. (274)
die Resistenzbildung Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien bei Behandlung mit
bakteriostatischen Antibiotika der Klassen der Quinolone, B-Lactame und Aminoglycoside in
Kombination mit dem RecA-Inhibitor Fe-Phthalocyanin-Tetrasulfonsdure (Fe-PcTs) getestet. Als
Kennzahl fur die Resistenz dienten die colony forming units/mL. Die Co-Applikation von Fe-PcTs mit
anderen Antibiotika konnte die Anzahl der colony forming units/mL fir Gram-positive und Gram-
negative Bakterien reduzieren. Indem die SOS-Antwort und der Transfer mobiler genetischer Elemente
inhibiert wurden, konnte die Ausbildung von Resistenzen gegen die getesteten Antibiotika durch Zugabe
von Fe-PcTs reduziert werden. Durch Beigabe von RecA-Inhibitoren, die die Ausbildung von Resistenzen
reduzieren, kdnnte also die Anwendbarkeit von Antibiotika verlangert werden (274). Da es sich bei dem
Phosphonat-Antibiotikum von Ti4103 moglicherweise um einen RecA-Inhibitor handelt, kdnnte das
Phosphonat auch als Beigabe zu anderen Antibiotika verwendet werden, um die Ausbildung von
Resistenzen zu verhindern. Das Phosphonat sollte auf seine Wirkung in Bezug auf die Ausbildung von
Resistenzen in Kombination mit weiteren Antibiotika hin untersucht werden, wie in den von Alam et al.
entwickelten Versuche (274).

Da die wirkortspezifischen Assays nur mit Agariiberstand von Ti4103 durchgefiihrt worden sind, lasst
sich die DNA-schadigende Wirkung des Uberstandes nicht spezifisch auf das Phosphonat zuriickfiihren.
Die Tests miissten mit aufgereinigtem Phosphonat-Antibiotikum oder alternativ mit einer Mutante von
Tu4103, in der Biosynthesegene des Phosphonat-Clusters unterbrochen oder deletiert sind, wiederholt
werden. Die Mutante ware nicht mehr in der Lage, das Phosphonat zu produzieren. Wenn das
Phosphonat DNA-Schaden verursacht, wiirde die Mutante im Gegensatz zum WT keine DNA-
schadigende Wirkung zeigen.

Mit der Reinsubstanz sollten zur Verifizierung des Wirkorts des Phosphonats von Tii4103 weitere Tests,
die nicht auf der Aktivitat gegenlber Testbakterien beruhen, durchgefiihrt werden. Ein gebrduchlicher
Assay zur Detektion von DNA-Schaden ist der Comet Assay (275). Testzellen werden mit einer potenziell
DNA-schadigenden Substanz behandelt und die DNA mit einem Fluoreszenzlabel versehen. Die Zellen

werden dann in Agarose fixiert und lysiert. An die Agarose wird ein Spannungsfeld angelegt, sodass DNA-
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Fragmente wie bei einer Gelelektrophorese aus den Zellfragmenten hinaus zum negativen Pol migrieren
und dabei der GrofRe nach aufgetrennt werden. Die DNA kann unter dem Fluoreszenzmikroskop
detektiert werden. Wurde die DNA geschadigt, ist ein ,,Schweif” hinter der lysierten Zelle detektierbar,
der durch die Bildung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GrofRen verursacht wird (275). Nach der
Aufreinigung sollte das Phosphonat mit dem Comet Assay auf DNA-schadigende Wirkung hin untersucht
werden.

Zur Ermittlung des Wirkorts des Phosphonats von Tii4103 kann auch eine Proteomanalyse durchgefiihrt
werden. Bandow et al. verglichen 2003 (276) Expressionsprofile flr B. subtilis, die durch die Behandlung
mit verschiedenen Antibiotika hervorgerufen werden. Dafilir wurden die Proteine von B. subtilis-Zellen,
die nach der Behandlung mit einem Antibiotikum exprimiert worden sind, in einer 2D-PAGE aufgetrennt.
Anhand bestimmter Marker-Proteine lasst sich auf den Wirkort des Antibiotikums schlieBen. So
induzieren DNA-schadigende Substanzen die SOS-Antwort der Zelle. Daher kénnen RecA und PBSX
(Prophage B. subtilis Protein X), dessen Expression RecA-abhangig induziert wird, als Marker-Proteine
flir DNA-Schaden verwendet werden (276).

Synthetische Nukleosid-Phosphonate wirken insbesondere antikanzerogen und antiviral (145). Nach der
Aufreinigung des Phosphonats wdare es daher interessant, die Cytotoxizitdt und antiviralen
Eigenschaften der Reinsubstanz zu testen. Der Tryphan-Blue-Assay ist einer der gebrduchlichsten Tests
zur Bestimmung der Cytotoxizitdt. Lebende Zellen verhindern das Eindringen des Farbstoffs, wodurch
nur tote Zellen gefarbt werden. Allerdings ist der Test nicht sehr sensitiv (277). Eine neuere Methode ist
die Raman-Mikrospektroskopie, die auf der Interaktion der Raman-Strahlung mit dem Zielmolekiil
beruht. Diese Methode ist schnell und insbesondere nicht-invasiv. Raman-Mikrospektroskopie
ermoglicht die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen, sowie zwischen den Stadien des
Zellzyklus (278). Zur Ermittlung der antiviralen Aktivitat sollten Assays gegen gangige Viren, wie das

humane Cytomegalovirus, Herpes-, HI- oder Hepatitis B-Virus durchgefiihrt werden.

5.3 PapR2 als Aktivator von stillen Antibiotika-Genclustern

Um das gesamte Potential der isolierten indonesischen Aktinomyceten zur Antibiotikaproduktion
ausnutzen zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der SARP-Aktivator PapR2 aus S.
pristinaespiralis als genereller Aktivator fliir SARP-regulierte Antibiotika-Gencluster in Aktinomyceten
verwendet werden kann. Mittels Transkriptionsanalysen und Bandshiftassays konnte gezeigt werden,
dass durch Uberexpression von PapR2 in S. lividans die Produktion von Undecylprodigiosin induziert
wird. Auf die gleiche Weise wurde die Produktion von Plicacetin in dem neu isolierten
Aktinomycetenstamm SHP22-7 durch PapR2 gesteigert. Die vermehrte Transkription des Plicacetin-

BGCs konnte durch Transkriptionsanalysen und die gesteigerte Produktion von Plicacetin durch die
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Detektion mittels HPLC-Analyse nachgewiesen werden. Auch in den Stimmen Ti4097, Ti4100, Ti4103
und T4106 wurden SARP-Gene und -Bindemotive gefunden. Dass SARPs in jedem untersuchten Stamm
vorhanden sind, spricht fiir die Verbreitung und Bedeutung dieses Regulatortyps in Aktinomyceten.

Die Ergebnisse zeigen, dass SARP-Regulatoren sich gegenseitig in ihrer Funktion ersetzen kénnen. Das
wird durch eine frithere Studie unterstiitzt, in der die Uberexpression des SARP-Gens vim/ aus dem
Valanimycin-Produzenten Streptomyces viridifaciens die Red-Produktion in einer redD-Mutante von S.
coelicolor M145 wiederherstellen konnte (279). SARP-Aktivatoren sind also keineswegs ,, Syntheseweg-
spezifische”, sondern vielmehr ,Cluster-situierte Regulatoren”, die unterschiedliche Biosynthesen
regulieren kdnnen. Das zeigt auch das Beispiel des SARPs CcaR aus Streptomyces clavuligerus, der sowohl
das Cephamycin-Cluster, in dem ccaR situiert ist, als auch das benachbarte Clavulansdure-Gencluster
aktivieren kann (280).

Der innovative Ansatz der Aktivierung stiller Gencluster durch PapR2 kombiniert die bioinformatische
Suche nach SARP-Motiven im Gesamtgenom mit der Aktivierung von Antibiotika-Genclustern durch
SARPs. Diese Strategie ist geeignet fiir die Aktivierung SARP-regulierter Streptomyceten-BGCs. Zwar
wurde schon zuvor gezeigt, dass die Uberexpression Stamm-eigener SARPs die BGC-Expression anregen
kann: Durch Uberexpression der Stamm-eigenen SARPs aus Streptomyces MSC090213JE08 entdeckten
Du et al. 2014 (281) das Antibiotikum Ishigamide. Sie kombinierten dazu die SARP-Aktivierung mit der
OSMAC-Strategie (281). Doch der hier vorgestellte Ansatz belegt, dass es auch mit Spezies-fremden
SARPs und ohne aufwandige Optimierung der Kultivierungsbedingungen moglich ist, die
Sekundarmetabolit-Biosynthese zu induzieren. Im Vergleich zu anderen Methoden zur Aktivierung von
BGCs hat die PapR2-Aktivierung zwei wesentliche Vorteile: Zum einen ist dieser Ansatz (im Gegensatz zu
vollig unspezifischen Ansatzen, wie der Zugabe allgemeiner Elizitoren, Co-Kultivierungen oder der
OSMAC-Strategie) zielgerichteter, da er sich ausschlieRlich auf SARP-regulierte Cluster fokussiert, die
durch eine bioinformatische Analyse mit PatScan schnell identifiziert werden kénnen. Zusatzlich wird
die Detektion der Substanz, deren Biosynthese aktiviert worden ist, erleichtert, wenn aus der Cluster-
Sequenz die Kernstruktur abgeleitet werden kann. Zum anderen bendtigt die PapR2-Aktivierung keinen
aufwandigen Eingriff in die genomischen DNA (im Gegensatz zu absolut BGC-spezifischen
Aktivierungsstrategien, z.B. die heterologe Expression eines BGCs, die Einfihrung kinstlicher
Promotoren vor den BGCs oder die Manipulation von Cluster-spezifischen Regulatoren). Die Aktivierung
erfordert nur die Klonierung eins SARP-Gens enthaltenden Expressionskonstrukts und dessen
Einbringung in einen geeigneten Stamm. Diese Vorteile machen die Uberexpression von papR2 zu einer

vielversprechenden Strategie zur Aktivierung von Streptomyceten-BGCs.
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7 Anhang
7.1 Liste der Isolate von Lombok
Inhibitionszonen auf Agarplatten in mm
Nr. | Methode Probe Sammelstelle C. albicans M. luteus B. subtilis | E. coli | S. aureus
1 | ohne Cemara Strand, West-
(11) | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 14,0 23,0 30,0 31,0
ohne Cemara Strand, West-
2 | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 9,5 0 11,5
ohne Kuta Strand, Sud-
3 | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 14,5 16,0 12,0
ohne Kuta Strand, Sud-
4 | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 0 0 0
5 | ohne Kuta Strand, Stid-
(12) | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 20,0 13,0 21,0
ohne Mangroven- | Cemara Strand, West-
6 | Vorbehandlung | sediment Lombok 0 0 0 0 0
ohne Mangroven- | Cemara Strand, West-
7 | Vorbehandlung | sediment Lombok 0 0 0 0 0
8 | ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
(I3) | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 11,5 26,5 26,5 31,0
ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
9 | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 0 0 0
ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
10 | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 0 0 0
ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
11 | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 0 0 0
ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
14 | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 0 0 0
ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
15 | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 11,0 11,5 12,5
16 | ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
(14) | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 20,5 18,5 21,5
ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
17 | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 0 0 0
18 | ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
(I5) | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 9,5 0 20,5 17,0 19,5
19 | ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
(16) | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 14,0 15,0 17,0
20 | ohne Mangrovens | Tanjung Kelor Strand,
(I7) | Vorbehandlung | ediment Ost-Lombok 0 0 19,0 15,0 20,0
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Inhibitionszonen auf Agarplatten in mm

Nr. | Methode Probe Sammelstelle C. albicans M. luteus B. subtilis | E. coli | S. aureus
ohne Mangroven- | Tanjung Kelor Strand,
21 | Vorbehandlung | sediment Ost-Lombok 0 0 0 0 0
ohne Mangroven- | Cemara Strand, West-
22 | Vorbehandlung | sediment Lombok 0 0 12,0 14,0 17,0
ohne Kuta Strand, Sud-
23 | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 0 0 0
ohne Kuta Strand, Sud-
25 | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 0 0 0
26 | ohne Kuta Strand, Stid-
(18) | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 17,5 13,0 15,0
27 | ohne Kuta Strand, Std-
(19) | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 19,0 14,5 16,5
ohne Kuta Strand, Sud-
28 | Vorbehandlung | Seesand Lombok 0 0 0 0 0
Erde unter Dorf Genggelang,
29 | Trockenhitze Kakaobaum Nord-Lombok 0 0 0 13,5 15,5
30 Laub unter Dorf Genggelang,
(110) | Trockenhitze Kakaobaum | Nord-Lombok 0 0 23,0 22,0 23,5
Laub unter Dorf Genggelang,
31 | Trockenhitze Kakaobaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,
32 | Trockenhitze Kakaobaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,
33 | Trockenhitze Kakaobaum Nord-Lombok 0 0 18,0 17,0 15,0
Laub unter Dorf Genggelang,
34 | Trockenhitze Kakaobaum Nord-Lombok 0 0 10,0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,
35 | Trockenhitze Kakaobaum Nord-Lombok 0 0 24,0 20,0 25,0
Laub unter Dorf Genggelang,
36 | Trockenhitze Kakaobaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,
37 | Trockenhitze Kakaobaum Nord-Lombok 0 0 15,0 17,0 18,0
Erde unter Dorf Genggelang,
38 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Erde unter Dorf Genggelang,
39 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,
40 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,
41 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
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Inhibitionszonen auf Agarplatten in mm
Nr. | Methode Probe Sammelstelle C. albicans M. luteus B. subtilis | E. coli | S. aureus

Laub unter Dorf Genggelang,

42 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

43 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

44 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

45 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

46 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

47 | Trockenhitze Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

48 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

49 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Erde unter Dorf Genggelang,

50 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 12,5 0 0
Erde unter Dorf Genggelang,

51 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 0 16,0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

52 | SDS-Hefe Kakaobaum | Nord-Lombok 0 0 0 0 0
Erde unter Dorf Genggelang,

53 | SDS-Hefe Kakaobaum Nord-Lombok 0 0 14,0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

54 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 12,0 11,0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

55 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 12,0 11,0 12,0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

56 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 11,0 11,0 0 0
Laub unter Dorf Genggelang,

57 | SDS-Hefe Kakaobaum Nord-Lombok 0 12,0 0 0 0
Erde unter Dorf Genggelang,

58 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 11,0 12,0 0 10,0
Erde unter Dorf Genggelang,

59 | SDS-Hefe Kaffeebaum | Nord-Lombok 0 12,0 11,0 0 10,0
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7.2 AntiSMASH Output der sequenzierten indonesischen Stamme

Tu4097

Cluster Type From To Most similar known cluster

The following clusters are from record unknown:

Cluster 1 | Tipks 1 45129 -

Cluster 2  Lantipeptide-Nrps-T1pks 37987 102042 Antimycin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Cluster 3 ‘ Tipks 97799 251419 FR-008_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Cluster 4 \ T3pks 257952 299019 Herboxidiene_biosynthetic_gene_cluster (12% of genes show similarity)
Cluster 5 Terpene-Bacteriocin 414123 447850 Carotenoid_biosynthetic_gene_cluster (54% of genes show similarity)

Cluster 6  Ectoine 1200940 1211338 Ectoine_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

[V gVl Siderophore 2165112 2176932 Desferrioxamine_B_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Cluster 8 [[{8 2413440 2457789 -

Cluster 9 RS 2940555 3046160 Mannopeptimycin_biosynthetic_gene_cluster (11% of genes show similarity)
Cluster 10 i[5 3299535 3349573 Scabichelin_biosynthetic_gene_cluster (40% of genes show similarity)

Cluster 11 Otherks-Amglyccycl-Butyrolactone 3655060 3717092 Pactamycin_biosynthetic_gene_cluster (20% of genes show similarity)

Cluster 12 Lantipeptide 4148330 4170915 SAL-2242_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Cluster 13 Thiopeptide 4471331 4503796 -

(OINCI@EN Terpene 4996612 5017586 -

(eIC Il Terpene 5328228 5350513 Kanamycin_biosynthetic_gene_cluster (1% of genes show similarity)
(eSS Siderophore 5598530 5613566 -

Cluster 17 l[gsH 5683212 5746328 Desotamide_biosynthetic_gene_cluster (18% of genes show similarity)

(eI Bacteriocin 5986306 5997337 Ansatrienin_(mycotrienin)_biosynthetic_gene_cluster (7% of genes show similarity)
Cluster 19 \ Otherks 6166614 6207663 Avermectin_biosynthetic_gene_cluster (66% of genes show similarity)

(o gw ol Bacteriocin 6453591 6463806 -

Terpene 6529455 6556019 Hopene_biosynthetic_gene_cluster (69% of genes show similarity)

Cluster 22 Nrps-T1pks 6590931 6640341 SGR_PTMs_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

(e[S gkl Nrps 6792483 6853009 Lividomycin_biosynthetic_gene_cluster (6% of genes show similarity)

Terpene 6847477 6869504 -

Tu4100

Cluster Type From To Most similar known cluster

The following clusters are from record unknown:

Cluster 1 Otherks-T2pks-T1pks 104973 185107 Cinerubin_B_biosynthetic_gene_cluster (31% of genes show similarity)
Cluster 2 Otherks 217164 263382 -

Cluster 3 Nrps 461995 512694 Coelichelin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Cluster 4 Bacteriocin 778348 788563 Informatipeptin_biosynthetic_gene_cluster (28% of genes show similarity)
Cluster 5 Terpene 1021748 1047252 Isorenieratene_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Cluster 6 Terpene 1214284 1241019 Hopene_biosynthetic_gene_cluster (92% of genes show similarity)
Cluster 7 Lantipeptide 1315548 1338187 SapB_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Cluster 8 T1pks-Siderophore 1872513 1988999 Lipomycin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Cluster 9 Terpene 2148230 2170440 Herboxidiene_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity)
(eI Bacteriocin 2182183 2193499 -

Cluster 11 [ 2313666 2403996 Laspartomycin_biosynthetic_gene_cluster (53% of genes show similarity)
Cluster 12 l T2pks 2405975 2448466 Fluostatin_biosynthetic_gene_cluster (20% of genes show similarity)
Siderophore 2522715 2533968 -

Cluster 14  T2pks 3041702 3084243 Spore_pigment_biosynthetic_gene_cluster (66% of genes show similarity)
(OIS Terpene 3147151 3168164 Albaflavenone_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
(oIS 3 Siderophore 5616625 5628403 Desferrioxamine_B_biosynthetic_gene_cluster (83% of genes show similarity)
(oIS VA Melanin 5715383 5725952 Melanin_biosynthetic_gene_cluster (60% of genes show similarity)
Cluster 18  Ectoine 6664701 6675099 Ectoine_biosynthetic_gene_cluster (75% of genes show similarity)
Cluster 19 | T3pks 7393683 7434807 Herboxidiene_biosynthetic_gene_cluster (8% of genes show similarity)
Nrps 7439651 7484220 Meridamycin_biosynthetic_gene_cluster (10% of genes show similarity)
Cluster 21 | Tipks 7679351 7778496 Vicenistatin_biosynthetic_gene_cluster (60% of genes show similarity)

Cluster 22 Other 7932508 7973395 -

Cluster 23 R[] 8102815 8149218 Paenibactin_biosynthetic_gene_cluster (83% of genes show similarity)
(oIS CIgr 2l Terpene 8165265 8189311 Carotenoid_biosynthetic_gene_cluster (45% of genes show similarity)
Cluster 25  Indole 8238689 8259816 Ravidomycin_biosynthetic_gene_cluster (5% of genes show similarity)
Nrps 8505724 8558066 Coelibactin_biosynthetic_gene_cluster (90% of genes show similarity)




Anhang
Tu4103
Cluster Type From
The following clusters are from record unknovn:
Terpene 57909
The following clusters are from record unknovn_1:
Nrps 653669
Cluster 3 = Ectoine-Bacteriocin-Otherks-T1pks 803539
Terpene 1698599
Cluster 5 = T1pks-Nrps 1724369
6 T3pks 1776696
(e TEICTV AN Bacteriocin 1874620
23 Nrps 2848511
 © er 9 Phosphonate 3383515
Cluster 10 Indole 3759541
Cluster 11 Lantipeptide-Ladderane 4184567
Cluster 12 Butyrolactone-T1pks-Nrps-Lantipeptide-Bacteriocin 4500306
(¢TSI Bkl Terpene 4582102
[eTH IS EY Siderophore 5390880
(e THIEIS EY Bacteriocin 5583939
Cluster 16 Nrps-T1pks 6016448
SVl Other 6298846
Cluster 18 Otherks-Butyrolactone 6371481
Cluster 19 Lantipeptide-Terpene 6410327
Cluster 20 Lantipeptide 6570836
Cluster 21 J\[j>1] 6772602
Cluster 22 J\[j>1] 6870743
Cluster 23 IEEGERE] 7302661
(e TSIy Terpene 7330326
T2pks 7564711
Cluster 26 ;5 7771399
Tu4106
Cluster Type From To
The following clusters are from record unknown:
Cluster 1 Bacteriocin 369174 379389
Cluster 2 Terpene 720509 747202
Cluster 3 Nrps 1104196 1185339
Cluster 4 Siderophore 1252724 1265881
Cluster 5 Terpene-T1pks 1423458 1480275
Cluster 6 Bacteriocin 1486532 1497842
t T1ipks 1520280 1564020
Cluster 8 Nrps 1701162 1785197
Cluster 9 Terpene 2409925 2431016
Cluster 10 Siderophore 4695586 4707358
Cluster 11 Nrps 5087848 5137240
Cluster 12 Ectoine 5764600 5774998
T2pks 6619977 6662486
Cluster 14 Otherks-T1pks 6683989 6732087
Terpene 6923618 6947705
i T3pks 7139443 7180581
Cluster 17 Lantipeptide 7218417 7250578
Cluster 18 Otherks-T2pks 7270078 7340939
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To Most similar known cluster

82551 Isorenieratene_biosynthetic_gene_cluster (85% of genes show similarity)
733074
895504

1725042

1778216

1817688 Alkylresorcinol_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

1885420 -

2903728

3424408 Rhizocticin_biosynthetic_gene_cluster (9% of genes show similarity)

3780560 -

4226092 -

4575054 Delftibactin_biosynthetic_gene_cluster (28% of genes show similarity)

4604294 Bleomycin_biosynthetic_gene_cluster (6% of genes show similarity)

5406348 -

5594778 -

6100163

6342661

6414017

6456432 Ravidomycin_biosynthetic_gene_cluster (5% of genes show similarity)

6593412 -

6850405

6918627 Chloramphenicol_biosynthetic_gene_cluster (23% of genes show similarity)

7323596 -

7351615

7607193

7864749

Fuscachelin_biosynthetic_gene_cluster (88% of genes show similarity)
Oligomycin_biosynthetic_gene_cluster (38% of genes show similarity)
Hopene_biosynthetic_gene_cluster (61% of genes show similarity)
Microsclerodermins_biosynthetic_gene_cluster (14% of genes show similarity)

Laspartomycin_biosynthetic_gene_cluster (16% of genes show similarity)

Kedarcidin_biosynthetic_gene_cluster (8% of genes show similarity)
Daptomycin_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity)
Streptomycin_biosynthetic_gene_cluster (2% of genes show similarity)

Lobosamide_biosynthetic_gene_cluster (10% of genes show similarity)

2-methylisoborneol_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Spore_pigment_biosynthetic_gene_cluster (75% of genes show similarity)
Pristinamycin_biosynthetic_gene_cluster (7% of genes show similarity)

Most similar known cluster

Informatipeptin_biosynthetic_gene_cluster (57% of genes show similarity)
Hopene_biosynthetic_gene_cluster (76% of genes show similarity)
Daptomycin_biosynthetic_gene_cluster (6% of genes show similarity)
Grincamycin_biosynthetic_gene_cluster (8% of genes show similarity)
Herboxidiene_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity)
Enduracidin_biosynthetic_gene_cluster (14% of genes show similarity)
Friulimicin_biosynthetic_gene_cluster (69% of genes show similarity)
Albaflavenone_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Desferrioxamine_B_biosynthetic_gene_cluster (83% of genes show similarity)
SCO-2138_biosynthetic_gene_cluster (64% of genes show similarity)
Ectoine_biosynthetic_gene_cluster (75% of genes show similarity)
Spore_pigment_biosynthetic_gene_cluster (83% of genes show similarity)
Arsenopolyketides_biosynthetic_gene_cluster (87% of genes show similarity)
Carotenoid_biosynthetic_gene_cluster (54% of genes show similarity)
Alkylresorcinol_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Granaticin_biosynthetic_gene_cluster (27% of genes show similarity)
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13

Cluster Type From To
The following clusters are from record contigl:
(oIS CIg Bl Siderophore 88220 101458
(eI Cgrlll Terpene 232840 254996
(eI gl Bacteriocin 279626 291143
(Il Terpene 1163607 1184698
(oIS gl Lassopeptide 2081945 2104436
(eI CgMl Siderophore 3421799 3433571
Cluster 7 Ectoine 4421230 4431628
The following clusters are from record contig2:

. T2pks 262553 305062

Terpene 500345 521349

T3pks 712540 753676
Cluster 11 Otherks-T1pks-Nrps 935378 1053904
The following clusters are from record contig3:

Terpene 331313 358008
Cluster 13 T1pks-Otherks 613438 680946
The following clusters are from record contig4:

Bacteriocin 50096 60311
Cluster 15 Butyrolactone-T1pks-Ectoine-Nrps 333920 475808
Cluster 16 Amglyccycl 523665 544921
The following clusters are from record contig6:

iVl Other 1 2925

14
Cluster Type From
The folloving clusters are from record contig1:

(¢VEICTB I Terpene 269111
(¢TSI EIV Il Siderophore 718451
(¢TSI CIgc il Terpene 863120
(e /-0 Bacteriocin 909909
[eTEI BN Terpene 1794205

The folloving clusters are from record contig2:

Lassopeptide 418679
Cluster 7 Lantipeptide 1248555

Siderophore 1759030
The folloving clusters are from record contig3:

T2pks i

Cluster 10 Ectoine 896220

Nrps 1499068
The folloving clusters are from record contig4:

Cluster 12 Lantipeptide 149650

Cluster 13\ Amglyccycl 182862
Cluster 14 Nrps-Ectoine-T1pks-Lantipeptide-Butyrolactone-Otherks 252001

T3pks 710774
(e TS LSy Terpene 940076

The folloving clusters are from record contig5:

Cluster 17 T1pks-Otherks 1

Bacteriocin 169676
Cluster 19 Ectoine 468623

Most similar known cluster

Grincamycin_biosynthetic_gene_cluster (11% of genes show similarity)
Herboxidiene_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity)
Albaflavenone_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
SSV-2083_biosynthetic_gene_cluster (37% of genes show similarity)
Desferrioxamine_B_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Ectoine_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Spore_pigment_biosynthetic_gene_cluster (83% of genes show similarity)
Carotenoid_biosynthetic_gene_cluster (45% of genes show similarity)
Alkylresorcinol_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Naphthyridinomycin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Hopene_biosynthetic_gene_cluster (84% of genes show similarity)
Nataxazole_biosynthetic_gene_cluster (59% of genes show similarity)

Informatipeptin_biosynthetic_gene_cluster (57% of genes show similarity)
Polyoxypeptin_biosynthetic_gene_cluster (48% of genes show similarity)
Cetoniacytone_A_biosynthetic_gene_cluster (12% of genes show similarity)

To Most similar known cluster

295807 Hopene_biosynthetic_gene_cluster (92% of genes show similarity)
731690 Grincamycin_biosynthetic_gene_cluster (11% of genes show similarity)
885276 Herboxidiene_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity)
921219 -

1815296 Albaflavenone_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

441172
1271227
1770802

SSV-2083_biosynthetic_gene_cluster (50% of genes show similarity)
Venezuelin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Desferrioxamine_B_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

38373
906618
1548546

Spore_pigment_biosynthetic_gene_cluster (83% of genes show similarity)
Ectoine_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
SCO-2138_biosynthetic_gene_cluster (64% of genes show similarity)

172307
204118
528929
751910
964196

SAL-2242_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Cetoniacytone_A_biosynthetic_gene_cluster (12% of genes show similarity)
Naphthyridinomycin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Alkylresorcinol_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Carotenoid_biosynthetic_gene_cluster (54% of genes show similarity)

52571
179891
479021

Nataxazole_biosynthetic_gene_cluster (48% of genes show similarity)
Informatipeptin_biosynthetic_gene_cluster (57% of genes show similarity)
Ectoine_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
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15
Cluster Type
The following clusters are from record I5_1_1:
L T3pks
Terpene
T2pks
Cluster 4  Ectoine
Cluster 5 RS
[e[IC Ml Siderophore
Cluster 7  Lantipeptide
(e[IE gl Lassopeptide
(oSGl Terpene
(eIl Bacteriocin
(eI Il Terpene
[eIE gl Siderophore
ter 13 T2pks

(eI Terpene
(eIl Bacteriocin

Cluster 16 Butyrolactone-T1pks-Ectoine-Nrps

16
Cluster Type

The following clusters are from record 16_1_1:
Cluster 1  Indole

Cluster 2 g

Terpene

Cluster 4 = T2pks-Siderophore
Siderophore
Cluster 6 Thiopeptide
Phosphonate-Nrps
Other

Other

Siderophore

Nrps

Bacteriocin

T3pks

Terpene

Linaridin

Cluster 9
Cluster 10
Cluster 11
Cluster 12

Cluster 14
Cluster 15

Cluster 16
Cluster 17
Cluster 18

Cluster 20

Bacteriocin
Terpene
T1pks-Nrps
Melanin
Thiopeptide

Cluster 21 T3pks-Fused-Lantipeptide-T1pks-Otherks

Other

From To
1037
250706
470558
1406481
2010420
2403321
2915702
3815556
4731042
5639340
5675287
5829297
6096810
6295899
6669734
6979529

42110
274829
513067

1416879
2059725
2415093
2938374
3838049
4752133
5650650
5697443
5842536
6139331
6322595
6679949
7114110

From To
2931
52744
110904
350089
2192088
2369431
2647952
3878454
4671363
5243149
5321778
5486135
5579797
5678250
5891142
6077717
6194753
6297498
6403982
6454419
6663094
6807638

26195
110732
180252
401853

2203869
2398750 -
2707241
3921357
4713540
5257109 -
5390215
5497325 -
5620873
5706747
5911798
6089720
6221437
6378684
6414404
6490122 -
6793199
6850880
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Most similar known cluster

Alkylresorcinol_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Carotenoid_biosynthetic_gene_cluster (54% of genes show similarity)
Spore_pigment_biosynthetic_gene_cluster (83% of genes show similarity)
Ectoine_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
SCO-2138_biosynthetic_gene_cluster (64% of genes show similarity)
Desferrioxamine_B_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Venezuelin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
SSV-2083_biosynthetic_gene_cluster (50% of genes show similarity)
Albaflavenone_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Herboxidiene_biosynthetic_gene_cluster (2% of genes show similarity)
Grincamycin_biosynthetic_gene_cluster (11% of genes show similarity)
Resistomycin_biosynthetic_gene_cluster (88% of genes show similarity)
Hopene_biosynthetic_gene_cluster (92% of genes show similarity)
Informatipeptin_biosynthetic_gene_cluster (57% of genes show similarity)
Polyoxypeptin_biosynthetic_gene_cluster (48% of genes show similarity)

Most similar known cluster

Staurosporine_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Scabichelin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Stenothricin_biosynthetic_gene_cluster (13% of genes show similarity)
Spore_pigment_biosynthetic_gene_cluster (75% of genes show similarity)
Desferrioxamine_B_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)

Stenothricin_biosynthetic_gene_cluster (9% of genes show similarity)
Phosphonoglycans_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity)
Stenothricin_biosynthetic_gene_cluster (13% of genes show similarity)

Echinomycin_biosynthetic_gene_cluster (88% of genes show similarity)

Flaviolin_biosynthetic_gene_cluster (75% of genes show similarity)
Isorenieratene_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Nogalamycin_biosynthetic_gene_cluster (30% of genes show similarity)
Paromomycin_biosynthetic_gene_cluster (5% of genes show similarity)
Hopene_biosynthetic_gene_cluster (61% of genes show similarity)
Tirandamycin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity)
Melanin_biosynthetic_gene_cluster (28% of genes show similarity)

Pheganomycin_biosynthetic_gene_cluster (52% of genes show similarity)
Lipstatin_biosynthetic_gene_cluster (28% of genes show similarity)
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7.3 Abgeleitete Funktionen der orfs des Phosphonat-Clusters von
Tii4103 gemal einer Analyse mit BlastP und BlastX
Identitat in % zu
v 1n S| v ;0| o 0o
[V Q S x ‘& Q < [T N
=8| § %| § &R &3
: S . < . (O]
orf abgeleitetes Genprodukt postu!lerte S s 3| X 2 2 2 83
Funktion S a 2 'E oy s
o < o S S,
a S s| & a2
kph-25 | hypothetisches Protein unbekannte 100 87 | 83 79 - -
p P Funktion
. . unbekannte
kph-24 | hypothetisches Protein Funktion 100 92 | 87 85 - -
. . unbekannte
kph-23 | hypothetisches Protein Funktion 100 97 | 95 94 - -
NADH-Quinon Oxido- Energiemetabolis-
kph-22 reduktase Untereinheit D mus 100 98| 98 26 )
. . unbekannte
kph-21 | hypothetisches Protein Funktion 99 90 - 85 - -
kph-20 | Sensor Histidin Kinase Regulation 100 92 | 89 - - -
Response-Regulator . } } }
kph-19 Transkriptionsfaktor Regulation 100 97 | 97
DUF2520 -Domane unbekannte
kph-18 enthaltendes Protein Funktion 9 % 95 94 ) )
kph-17 | Pantoat-B-Alanin Ligase Biosynthese - 95| 94 93 - -
kph-16 | Aspartat-1-Decarboxylase Biosynthese - 99 | 98 97 - -
kph-15 | L-Aspartat Oxidase Biosynthese 100 94 | 95 93 - -
kph-14 | L-Aspartat Oxidase Biosynthese 100 97 | 96 93 - -
kph-13 | Typ Il Pantothenat Kinase Biosynthese 100 99 - - - -
bifunktionale Lysylphos-
kph-12 | phatidylglycerol Synthetase Biosynthese 100 95| 94 94 - -
Lysine-tRNA Ligase LysX
. . unbekannte
kph-11 | hypothetisches Protein Funktion 100 -1 93 97 - -
Transkriptionsregulator der
kph-10 | Blal-Familie/hypothetisches Regulation 100 98 | 98 98 - -
Protein
kph-g | Aminosduren-N- Resistenz 100| 97| 98| 97 - -
Acetyltransferase
kph-8 Protein der Lsr2-Familie Regulation 100 88 | 87 85 - -
. . unbekannte
kph-7 hypothetisches Protein Funktion 100 91| 90 84 - -
ATP-abhangige Clp Protease . ) )
kph-6 ATP-Bindeuntereinheit Regulation 100 100 | 99 99
kph-5 | Immuninhibitor A unbekannte 100 93| 91| 91 - -
Funktion
kph-4 Threonine Aldolase Biosynthese 100 91| 88 85 - -
kph-3 Peptu;lase M23-dhnliches unbek'annte 37 98 | 67 39 ) )
Protein Funktion
i (TetR Regulator) acrAB Ope- . ) )
kph-2 ron Repressor (hypothetisch) Regulation 100 94| 91 89
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Identitat in % zu
v 1n S| v ;0| v 0o
L - Q S x '@ U [N
SNl §| 8§ sl 84| 24
postulierte € g 3| 2 s ET| E0
orf abgeleitetes Genprodukt . S S| X S| 82 8=
Funktion S a 2 N s
o o 0 S .
3 s R
kph-1 gﬂult|drug-Efqux Transporter Transport/Resistenz 100 93| 92 93 - -
kph1 | A/Gspeaifische Adenin Resistenz 99| 95| 95| 93| .| -
Glykosylase
Rhombosortase (Rhombo- unbekannte
kph2 idfamilie, intramembrane . 99 80| 75 74 - -
. Funktion
Serin Protease)
. . unbekannte
kph3 hypothetisches Protein Funktion 99 81| 80 70 - -
DNA- Integritat scannendes .
kph4 Protein DisA Resistenz 99 -1 99 - - -
kph5 DNA Reparaturprotein RadA | Resistenz 100 96 | 95 93 - -
RNA Polymerase Sigma-
kph6 Faktor-Untereinheit Resistenz 98 86 | 84 - - -
(hypothetisch)
ATP Synthase Untereinheit .
kph7 (hypothetisch) Resistenz 99 86| 83 78 - -
NADH-Flavin Reduktase .
kph8 (hypothetisch) Biosynthese 99 87 | 88 82 - -
Kurzkettendehydrogenase .
kph9 (3-Oxoacyl-ACP Reduktase) Biosynthese 100 ) ) ) ) )
kph10 | TetR Regulator Regulation 99 - - - - -
Farnesyldiphosphat Synthase .
kph11 (Polyprenyl Synthetase) Biosynthese 99 92| 91 87
Transkriptionsregulator, Crp
kph12 | (Crp/Fnr Transkrip- Regulation 99 92| 91 87 - -
tionsregulatorfamilie)
Carbamoylphosphat
Synthase dhnliches Protein Pyrimidin-
kph13 (ATP-Grasp Doméanen Biosynthese 98 92| 87 86
Protein)
Methylierte DNA-Protein- .
kph14 Cystein Methyltransferase Resistenz 28 87| & 80 ) )
. . unbekannte
kph15 | hypothetisches Protein Funktion 100 85| 91 66 - -
lonenkanalprotein (Chlorid-
kph16 | Tunnelzentrum, Transport 98 88 | 90 - - -
hypothetisch)
kph17 | Aldehyd Dehydrogenase Biosynthese 99 - - - 82 82
Phosphonat-
kph18 | Phosphoenolpyruvat-Mutase Biosynthese 100 - - - 84 86
Phosphonopyruvat-
kph19 | Decarboxylase, B- Phosphonat- 99 -1 79 - 85 84
o Biosynthese
Untereinheit
Phosphonopyruvat-
kph20 | Decarboxylase, a- Phosphonat 99 -1 76 - 89 89
S Biosynthese
Untereinheit
kph21 P'hosphorlbf)syla'mln-Gchm Purin-Biosynthese 99 - - - 78 79
Ligase; Glycinamid
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Identitdt in % zu

" n s O Q : w < “ -
Q . x I <] x ';7, Q < [T N
SNl §| 8§ sl 84| 24
postulierte € g 3| 2 s ET| E0
orf abgeleitetes Genprodukt . S S| X S| 82 8=
Funktion S a 2 N s
o
b < [ A S~ .
a S s| & a2
Ribonukleotid Synthetase
(hypothetisch)
Taurin Metabolismus unbekannte
kph22 | Dioxygenase TauD . 99 - - 85 86
. Funktion
(hypothetisch)
. . unbekannte
kph23 | hypothetisches Protein Funktion 99 - - - 81 80
kph24 | Adenylylsulfat Kinase Purin-Biosynthese 99 - - - 48 52
kph25 Natrium/Wasserstoff Transport 100 - - - 72 73
Austauscher
Sulfat Adenylyltransferase N
kph26 Untereinheit 1 Purin-Biosynthese 99 93 - - 92 94
Sulfat Adenylyltransferase I
kph27 Untereinheit 2 Purin-Biosynthese 97 95 - - 94 94
kph28 | Adenylylsulfat Kinase Resistenz/Purin- 95 82 - - 82 82
P vy Biosynthese
3'-Phosphoadenosin-5'- A
kph29 Phosphat Phosphatase Purin-Biosynthese 98 - - - 73 74
kph30 | Permease Transport 100 - - - 76 77
Aspartat-/Ornithin- Resistenz/Pyrimidin
kph31 Carbamoyltransferase / Purin-Biosynthese 100 81 86 88
. . unbekannte
kph32 | Hypothetisches Protein Funktion 99 - - - 76 70
Taurin Metabolismus
kph33 | Dioxygenase TauD Biosynthese 99 - - - 81 82
(hypothetisch)
kph34 TPR D_omane enthaltenes unbek_annte 99 ) ) ) 85 85
Protein Funktion
Prolyl-Oligopeptidase unbekannte
kph35 Proteinfamilie Funktion 9 70 71
kph36 H|st'|d|n0I-Phosphate Biosynthese 99 - - - 76 77
Aminotransferase
kph37 | (Phenylacetat) CoA-Ligase Biosynthese 96 - - - 67 68
MerR
kph38 | Transkriptionsregulator Regulation 100 - - - 59 55
(hypothetisch)
kph39 | Hypothetisches Protein Regulation 100 - - - 59 55
Hypothetisches Helix-Turn- .
kph40 Helix Motiv Regulation 100 89 89
Hypothetisches Helix-Turn- .
kph41 Helix Motiv Regulation 100 76 76
kphd2 Pyro'p.hosphatase der NUDIX- Resistenz 97 ) ) ) 71 67
Familie
kph43 hypothetisches Protein unbekannte - 58 | 57 - - -
P P Funktion
kph44 hypothetisches Protein unbekannte - 59 - - -
P P Funktion
. . unbekannte
kph45 | hypothetisches Protein - 59 - - - -

Funktion
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7.4 Gelbilder zur Analyse der Transkription des Phosphonat-Clusters

1000 bp
750 b

500 b
250 bp

(b)

(<)

(d)

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

(e)

RT-PCR der Kulturen von Tii4103 ohne Aktivitat gegen E. coliWM6242. (a) bis (d) zeigen jeweils die in einem 2%igen
Agarosegel aufgetrennten RT-PCR-Ansatze der Kulturen 8 bis 11. (e) gDNA-Kontrolle.
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7.5 ARTS-Output der Analyse des Phosphonat-Clusters von Tii4103

(Au

Gene
+ TIGR00416
Gene
+  TIGR00455
Gene

+ TIGRO0670

= cluster-8

szug)

Description

sms: DNA repair protein RadA
Description
apsK: adenylyl-sulfate kinase

Description

asp_carb_tr: aspartate carbamoyltransferase

phosphonate

Function
DNA metabolism
Function
Central intermediary metabolism
Function

Purines, pyrimidines, nucleosides, and nucleotides

scaffold_1 3383514 - 3424408

LERN] B P R
x -X x
u ¥ o B P R
e |
u IF o B P R
09842 X -x -
3 1

|| Biosynthetic O Transport O Regulatory Mother MpUF Ocore [OResmodel M cCoreRes

Sequence  Location (start-  Type Gene

id end)

3308 3412806 - Gere TIGR00455
3413361

3285 3387542 - Gere TIGR00416
3389063

3311 3416681 - [Core]l TIGR00670
3417728

3311 3416681 - CoreRes PF00185.19
3417728

Description

apsK: adenylyl-sulfate kinase

sms: DNA repair protein RadA

asp_carb_tr: aspartate carbamoyltransferase

OTCace: Aspartate/ornithine carbamoyltransferase, Asp/Ormn
binding domain

Function

Central intermediary metabolism

DNA metabolism

Purines, pyrimidines, nucleosides, and

nucleotides

N/A
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7.6 Plasmidkarten

(7802) HindIII
Aldehyd-DH/ | |

\

(5306) EcoRI*f7’
'lacza""

pK18/pepMthio
6160 bp

Mlacz (3550) HindIII

pPRM4/radA
~ Ndel (2031)

Xbal (464)

/

PRM4/papR2 ~Ndel (1837)

7388 bp
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7.7 Abkiirzungen

Abkiirzung
ANI
BGC
deion
EMSA
EtBr
Fe-PcTs
GBDP
IPTG
NRPS
orf
PCR
PEG
PEP
PepM
PKS
PnPyD
PPT
RBS

RT
RT-PCR
SAM
SDS

Tm

U/N
WHO
X-Gal
X-Gluc

Bedeutung

average nucleotide identity

biosynthetic gene cluster, Biosynthesegencluster
deionisiert

electrophoretic mobility shift assays

Ethidiumbromid

Fe-Phthalocyanin-Tetrasulfonsdure

Genome Blast Distance Phylogeny
Isopropylthiogalactosid

non-ribosomal peptide synthase, nicht-ribosomale Peptid-Synthase
open reading frame

polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglycol

Phosphoenolpyruvat

Phosphoenolpyruvat-Mutase

polyketide synthase, Polyketid-Synthase
Phosphonopyruvat-Decarboxylase
Phosphinothricintripeptid

ribosomal binding site, Ribosomen-Bindestelle
Raumtemperatur

Reverse Transkriptions-PCR

S-Adenosyl-Methionin

sodium dodecyl sulfate, Natriumlaurylsulfat
Schmelztemperatur

Uber Nacht
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Eigenanteil

Die Bodenproben wurde von S. Ratnakomala und P. Lisdiyanti genommen. Ich habe den Stamm nach
Protokollen von S. Ratnakomala und P. Lisdiyanti isoliert und R. Ort-Winklbauer hat die genomische DNA
extrahiert. Die PacBio-Sequenzierung wurde von der Firma Macrogen, Slidkorea, durchgefiihrt. Die
bioinformatischen Analysen wurden von mir vorgenommen. Die Publikation wurde von mir und Y. Mast

verfasst und von W. Wohlleben korrekturgelesen.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Streptomyces sp. 16 wurde aus einer indonesischen Mangrovensedimentprobe, die vom Tanjung Kelor
Strand, Sekotong, West Lombok, Indonesien stammt, isoliert. Die Gesamtgenomsequenzierung wurde
mit der PacBioRSll-Sequenziertechnologie (20 kb library) durchgefiihrt. Taxonomische Analysen mit
EzTaxon und autoMLST ergaben, dass 16 den Streptomyceten zuzuordnen ist. Eine anschliefende
bioinformatische Analyse mit dem Webtool AntiSMASH ergab 23 potenzielle BGCs darunter ein
potenzielles Phosphonat-NRPS-Hybrid-Cluster. Das essenzielle Gen zur Phosphonat-Biosynthese, pepM,
ist in diesem Cluster vorhanden. Die Gesamtgenomsequenz wurde bei DDBJ/ENA/GenBank unter der

Zugriffsnummer RHDP0O0000000 hinterlegt.
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ABSTRACT Streptomyces sp. strain 16 is a novel strain isolated from an Indonesian
mangrove sediment sample. Bioinformatic analysis of the genome sequence of
Streptomyces sp. 16 revealed 23 biosynthetic gene clusters. One of them encodes the
synthesis of a putative phosphonate secondary metabolite, a class of underexplored
natural compounds with great pharmaceutical potential.

ctinomycetes have turned out to be prolific sources for new antibiotics, as 70% of

all known antibiotics were derived from actinomycetes (1). Unique habitats are
suggested to be a good source for novel antimicrobial species that offer new natural
compound chemistry (2). Indonesia is especially biodiverse (3) and may be host to
unknown antibiotic-producing actinomycetes. Streptomyces sp. strain 16 is a novel
isolate from a mangrove sediment soil sample from Tanjung Kelor Beach, Sekotong,
West Lombok, Indonesia. The strain was isolated via selective medium, as described
previously (4). In order to uncover its potential to produce novel natural compounds,
we report here the whole-genome sequence and bioinformatic analysis of Streptomyces
sp. l6.

For genome isolation, Streptomyces sp. 16 was cultivated for 2 days in 50 ml of RS
medium (5) at 30°C. For cell lysis, lysozyme (10 mg/ml; Serva) and achromopeptidase
(5 mg/ml; Sigma) were added, as reported previously (6). Genomic DNA was extracted
and purified using the Genomic-tip 100/G kit (catalog number 10243; Qiagen). The
genomic DNA isolation procedure was carried out following the standard protocol
provided by the manufacturer. For genome sequencing, a single SMRTbell template
was prepared according to the Pacific Biosciences (PacBio) sample preparation protocol
(7), and sequencing was performed with the PacBio RS Il platform. The genome was
assembled with the Hierarchical Genome Assembly Process (HGAP) v3.0 (8). HGAP data
processing used PreAssembler v1 for filtering, PreAssembler v2, and AssembleUnitig v1
for assembly, BLASR v1 (9) for mapping, and Quiver v1 for consensus polishing, using
only unambiguously mapped reads. HGAP3 settings were kept at the defaults, except
for the genome size estimate parameter, which was set to 8.0 Mbp. Altogether, 119,346
filtered reads with an N, value of 13,548 bp were assembled into two contigs, yielding
a 7,054,598-bp draft sequence with a 6-fold coverage and an average G+C content of
72.47%. Genome annotation was performed with the NCBI Prokaryotic Genome Anno-
tation Pipeline software tool (PGAP v4.6) (10), yielding 6,005 coding sequences (CDSs),
65 tRNAs, and 18 rRNAs. Using 16S marker genes, EzTaxon (11) identified the strain as
most similar to Streptomyces spongiicola HNM0071, with 99.78% similarity (12). Using
the Automatic Multi-Locus Species Tree (autoMLST) Web server (13), we found that
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Streptomyces sp. 16 is closely related to Streptomyces sp. strain CNT302, with an average
nucleotide identity (ANI) of 94.0%.

In order to identify biosynthetic gene clusters (BGCs), the genome sequence was

analyzed with antiSMASH version 4.0 (14), which predicted 23 BGCs. For five of them,
antiSMASH predicted 100% similarity to the BGCs for tirandamycin (15), isorenieratene
(16), desferrioxamine B (17), scabichelin (18), and staurosporine (19). One BGC showed
88% similarity to the echinomycin (20) BGC. The remaining BGCs were predicted to
encode two terpenes, two thiopeptides, two bacteriocins, one polyketide, one linaridin,
one melanin, one polyketide-siderophore hybrid, one phosphonate-nonribosomal
peptide hybrid, one polyketide-lanthipeptide-polyketide hybrid, one butyrolactone-
polyketide-nonribosomal peptide hybrid, and three other secondary metabolites.

A particularly interesting BGC from Streptomyces sp. 16 is the hybrid phosphonate-

nonribosomal peptide cluster, which may encode a phosphonopeptide. Phosphonates
in general are promising secondary metabolites due to their unique chemical proper-
ties and broad spectrum of activities (21). The key enzyme in phosphonate biosynthesis
is the phosphoenolpyruvate mutase (PepM), which catalyzes the conversion of phos-
phoenolpyruvate to phosphonopyruvate (22, 23). A putative pepM gene (ctg!_4282) is
present within the phosphonate-nonribosomal peptide BGC of Streptomyces sp. 6. This
indicates that Streptomyces sp. 16 has the genetic potential to produce a phosphono-
peptidic secondary metabolite.

Data avallabllity. This whole-genome shotgun project has been deposited at

DDBJ/ENA/GenBank under the accession number RHDP00000000. The version de-
scribed in this paper is version RHDP01000000. Raw sequencing data are available
under BioProject accession number PRINA498008 and SRA accession number

SRX4939820. For all software analyses, default settings were used.
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SARP-driven activation of antibiotic gene clusters

1 Abstract

SARP-type regulators are well-known activators of antibiotic biosynthesis in streptomycetes.
The respective genes occur in various types of antibiotic gene clusters encoding e.g. for
polyketides. ribosomally and non-ribosomally synthesized peptides or B-lactam antibiotics.
We found that overexpression of the SARP-type regulator gene papR?2 from Streptomyces
pristinaespiralis in Streptomyces lividans leads to the activation of the silent
undecylprodigiosin (Red) gene cluster. The activation happens upon the inducing function of
PapR2, which takes over the regulatory role of RedD., the latter of which is the intrinsic SARP
regulator of Red biosynthesis in S. /ividans. Due to the broad abundance of SARP genes in
different antibiotic gene clusters of various actinomycetes and the uniform activating principle
of the encoded regulators, we suggest that this type of regulator is especially well suited to be
used as a general initiator of antibiotic biosynthesis in actinomycetes. Here, we report on a
SARP-guided strategy to activate antibiotic gene clusters. As a proof of principle, we present
the PapR2-driven activation of the amicetin/plicacetin gene cluster in the novel Indonesian
strain isolate Streptomyces sp. SHP22-7.
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2 Introduction

In 2015, the WHO warned that the dramatic increase of antibiotic resistances coupled with the
scarcity of new antibiotics will lead to a global health crisis in the 21% century (World Health
Organization 2015). Even nowadays. infections that are caused by drug-resistant pathogens
are suggested to account for 700,000 deaths worldwide annually (United Nations Foundation
and the Wellcome Charitable Trust 2016). According to the World Bank Group “by 2050,
drug-resistant infections could cause global economic damage on par with the 2008 financial
crisis” (Worldbank 2016). Thus, there is a substantial need for new antibiotics in order to
combat drug-resistances. Bacteria have long been recognized as a prolific source for
antibiotics (Newman and Cragg 2016). Especially actinomycetes are potent producers of
bioactive molecules, as they provide up to 70% of all medically important antibiotic agents
(Y. Tanaka and Omura 1990). The capability to produce these natural compounds is
genetically encoded in the actinomycete’s genome, whereby the respective genes usually are
organized as biosynthetic gene clusters (BGCs). In recent years, genomic analyses of
actinomycetes have revealed the presence of numerous 'silent' or 'cryptic' BGCs, meaning that
these clusters remain silent or are only weakly expressed under standard lab conditions.
Indeed it is estimated that actinomycetes encode ~10-times the number of secondary
metabolites than anticipated from prior fermentation studies (Baltz 2017). Thus, these
microorganisms still hold the genetic potential to produce new bioactive compounds.
Consequently, there are several attempts to activate silent gene cluster expression in order to
find new antibiotics. However, most of these activation efforts are either a) completely
unspecific in terms of the BGC(s) to be activated (e.g. by adding general elicitors to the cell
culture, co-cultivation approaches or strain-cultivation following the “one strain-many
compounds” (OSMAC) strategy) or b) they are absolutely specific for the BGC of interest
(e.g. heterologous expression of the BGC, introduction of an artificial promoter in front of the
BGC or manipulation of a cluster-situated regulator) (reviewed in (Zhu, Sandiford. and van
Wezel 2014: Ochi and Hosaka 2013)). Both approaches have their drawbacks, as there are
either major analytical efforts to identify the product from the silent gene cluster (in terms of
a)) or tedious genetic engineering efforts to manipulate the producer strain (in terms of b)).
Thus, it would be highly beneficial to have a more general activation strategy that targets a
defined set of BGCs. which would tackle both issues.

In this study we demonstrate that SARP (Streptomyces Antibiotic Regulatory Protein)-type
regulators can be used as general activators of certain antibiotic gene clusters in
actinomycetes. SARPs have exclusively been found in actinomycetes, especially in
streptomycetes, where they act as pathway-specific activators of secondary metabolite
biosynthesis (Bibb 2005). They are known to be associated with various antibiotic gene
clusters, encoding type I- (Eriko Takano et al. 2005: Bate, Stratigopoulos, and Cundliffe
2002: Novakova et al. 2011) and type II-PKS derived polyketides (Sheldon. Busarow, and
Hutchinson 2002; Novakova et al. 2011; Aigle et al. 2005; Lombo¢ et al. 1999), ribosomally
(Wu et al. 2018; Widdick et al. 2003) and non-ribosomally synthesized peptides (NRP)
(Ryding, Anderson, and Champness 2002), mixed polyketide/NRP compounds (Mast et al.
2015: Pulsawat et al. 2009: Xie et al. 2012; Suzuki et al. 2010; Salehi-Najafabadi et al. 2014
Ye et al. 2018), B-azachinones (Santamarta et al. 2002; Rodriguez et al. 2008; Kurniawan et
al. 2014) and azoxy compounds (Ram P. Garg et al. 2002). The SARP encoding genes usually
are located within the BGC they are regulating. The encoded gene products are characterized
by a winged helix-turn-helix DNA-binding motif at the N-terminus that binds to a conserved
recognition sequences within the major groove of the target DNA (Wietzorrek and Bibb 1997:

3
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Liu et al. 2013). The DNA recognition sequence often constitutes direct heptameric repeat
sequences followed by 4 bp spacers, which are localized at the -10 region of the target
promoter (A. Tanaka et al. 2007). The C-terminal bacterial activation domain (BTAD) of the
SARP protein then activates the transcription of the target genes by recruiting the RNA
polymerase (RNAP) to the respective promoter, where a ternary DNA-SARP-RNAP complex
is formed allowing transcriptional initiation. (A. Tanaka et al. 2007) A typical SARP-type
activator is represented by PapR2, which has been identified as the major activator of
pristinamycin biosynthesis in Streptomyces pristinaespiralis (Mast et al. 2015). A papR2
deletion mutant is unable to produce any pristinamycin, depicting that PapR?2 is essential for
pristinamycin biosynthesis (Mast et al. 2015). In contrast, overexpression of papR2 in S.
pristinaespiralis leads to an increased pristinamycin production, which shows that PapR2 has
an activating function (Mast et al. 2015). With the help of electromobility shift assays
(EMSAs) and RT-PCR analysis the PapR2 target genes have been identified in the
pristinamycin producer and a conserved PapR2 binding site was proposed (Mast et al. 2015).

In this study, we report on the potential of SARP-type regulators as genetic engineering
devices for the activation of (silent) BGCs in actinomycetes. As a proof of concept, we
demonstrate that PapR2 activates the silent Red gene cluster in Streptomyces lividans.
Additionally, we provide evidence for a PapR2-guided activation of a BGC in the poorly
studied Indonesian strain isolate Streptomyces sp. SHP22-7 (SHP22-7), which yielded an
increased production of the nucleoside antibiotic plicacetin.

3 Material and Methods
3.1 Bacterial strains, plasmids and cultivation conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1 and Table 2. For
routine cloning strategies, Escherichia coli Novablue (Novagen) was used. S. lividans T7
(Fischer 1996) and SHP22-7 (Handayani et al. 2018) were applied for antibiotic production
analysis, generation of overexpression strains and transcriptional analysis. Cloning procedures
and strain cultivation was carried out as described previously (Mast et al. 2015). For
cultivation and isolation of RNA. Streptomyces strains were grown in 100 ml of RS medium
in 500-ml Erlenmeyer flasks (with steel springs) on an orbital shaker (180 rpm) at 28°C
(Kieser et al. 2000). For isolation of genomic DNA and protoplast transformation
experiments, strains were grown in 100 ml of S-medium (Kieser et al. 2000). Kanamycin,
apramycin, or thiostrepton (50 pg/ml) were used for selection when appropriate.

3.2 Molecular cloning

Basic procedures for DNA manipulation were performed as described previously (Sambrook,
Fritsch, and Maniatis 1989; Kieser et al. 2000). Primers used for PCR were obtained from
MWG Biotech AG (MWG: Ebersberg, Germany) and are listed in Table 3.

3.3 Construction of the papR2 overexpression strain SHP22-7papR2-OFE

For papR2 overexpression experiments with SHP22-7, the papR2 gene was isolated as a
Ndel/HindIlI-fragment from pGM190/papR2 and was cloned into the Ndel/HindIII restriction
site of the integrative expression vector pRM4. In the resulting overexpression construct
pRM4/papR2, the papR2 gene is under control of the constitutive promoter of the
erythromycin resistance gene ermEp*. pRM4/papR2 was transferred to SHP22-7 by
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protoplast transformation, followed by a selection with apramycin (50 pg/ml), yielding the
overexpression strain SHP22-7papR2-OE. Strain SHP22-7pRM4, harboring the empty pRM4
vector was constructed accordingly and served as a reference.

3.4 PapR2 protein expression in S. lividans and SHP22-7

For overexpression experiments S. /ividans precultures were grown shaking in 100 ml of RS
liquid medium (Mast 2008) for two days at 27 °C. 5 ml of preculture were used as inoculum
for 100 ml RS liquid medium main culture with thiostrepton (12.5 pg/ml) as inductor for gene
expression, which was incubated by shaking for 3 days at 27 °C. papR2 protein purification
was carried out as reported before (Mast et al. 2015).

For papR2 expression and plicacetin/amicetin production in SHP22-7, strains (SHP22-
TpapR2-OE; reference: SHP22-7pRM4 and SHP22-7 WT) were grown in 50 ml NL410
medium consisting of glucose (10 g 1), glycerol (10 g I'), oat meal (5 g 1), soy flour (10 g I
1), yeast extract (5 g I'), Bacto casamino acids (5 g I'"), CaCOs (1 g 17) and distilled water (pH
was adjusted to 7.0 with NaOH) as a preculture. After 3 days, 10 ml of preculture were
transferred to 100 ml sterile main culture medium NL19, consisting of mannitol (20 g I'"). soy
flour (20 g I'") and distilled water (pH adjusted to pH 7.5 with NaOH). Cell were grown for
168 hours at 27 °C.

3.5 Spectrophotometrical analysis for Red detection
Red production was detected spectrophotometrically as reported before (Onaka et al. 2011).
3.6 HPLC and HPLC-DAD-MS analysis for amicetin and plicacetin detection

5 ml culture samples of SHP22-7papR2-OE (reference: SHP22-7pRM4 and SHP22-7 WT)
were extracted with 5 ml ethyl acetate for 30 min and concentrated completely in vacuo. The
extract was redissolved in 0.75 ml of methanol and samples were used for bioassays and high-
performance liquid chromatography/mass spectrometry (HPLC-MS) analysis. HPLC analyses
were performed on an HP1090M system with ChemStation 3D software rev. A.08.03 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) on a Nucleosil C18 column (5 pm, 125 mm * 3 mm)
fitted with a precolumn (20 x 3 mm) and with a flow rate of 850 ul min"'. Chromatography
was done by linear gradient elution from 95.5% solvent A (water with 0.1% phosphoric acid)
to 100% solvent B (ACN) over 15 min., the injection volume was 5 pl. Multiple wavelength
monitoring was performed at 210, 230, 260, 280, 310, 435 and 500 nm, UV—Vis spectra were
measured from 200 to 600 nm. The evaluation of the chromatograms (210 nm only) was done
by means of our HPLC-UV-Vis database.

HPLC-MS analysis of Amicetin and Plicacetin was done with an Agilent 1200 series
chromatography system (binary pump. high performance autosampler, DAD-detector)
coupled with an LC/MSD Ultra Trap System XCT 6330 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany). The sample (5 pl) was injected on a Nucleosil 100 C18 column (3 pm. 100 x 2
mm) fitted with a precolumn (3 um, 10 X 2 mm) at a flowrate of 400 pl/min and a linear
gradient from 100% solvent A (0.1% HCOOH in water) to 100% solvent B (0.06 % HCOOH
in ACN) over 15 minutes at 40°C. UV-Vis-detection was done at 220, 260, 280, 360 and 435
nm. Electrospray ionization was performed in positive and negative ultra scan mode
(alternating) with a capillary voltage of 3.5 kV and a drying gas temperature of 350°C.
Detection of m/z values was conducted with Agilent DataAnalysis for 6300 Series IonTrap
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LC/MS Version 3.4 (Bruker Daltonik). Upon HPLC-MS analyses amicetin and plicacetin
were identified by comparisons of their UV/visible spectra, retention times and molecular
masses with authentic standards, as m/z 617.1 [M-H] and m/z 516.1 [M-H] . respectively.

3.7 PatScan analysis

PatScan analysis (Blin, Wohlleben, and Weber 2018) was performed with the S. lividans T7
genome (GenBank Accession Number ACEY00000000) and the PapR2 consensus sequence
5'-GTCAGSS-3' using the software at https://patscan.secondarymetabolites.org/

3.8 PapR2 electromobility shift assays (EMSASs)

For shifts with Red-specific promoter regions, 182 bp DNA fragments of the upstream
regions of redP and redQ, respectively, were amplified by PCR from genomic DNA of S.
lividans T7 with primer pairs PredPfw/rv and PredQfw/rv listed in Table 3. For shifts with
the amid promoter region, a 230 bp DNA fragment of the upstream region of amid was
amplified by PCR from genomic DNA of strain SHP22-7 and primer pair PamiAfw/rv (Table
3). For Cy5 labeling, the promoter DNA amplificates were used as templates in a second PCR
approach with the CyS5 primer (Table 3). PapR2 EMSAs were carried out as reported before
(Mast et al. 2015). To verify the specificity of the PapR2-DNA binding, an excess of
unlabeled, specific and non-specific DNA. respectively, was added to the EMSA mixture as
described previously. DNA bands were visualized by fluorescence imaging using a Typhoon
Trio™ Variable Mode Imager (GE Healthcare).

3.9 Transcriptional analysis by RT-PCR

SLpGM190 and SLpapR2-OE, as well as SHP22-7, SHP22-7pRM4 and SHP22-7papR2-OE
were each grown under papR2-overexpression conditions as described above 30 ml samples
were taken after 48 h. Cell disruption was carried out with glass beads (150 to 212 pm:;
Sigma) using a Precellys Homogenizer (Peqlab) at 6,500 rpm, once for 20 to 30 s. RNA
isolation was carried out as described previously and was used as the template for RT-PCR.
DNA was removed via digestion with DNase (Thermo Fisher Scientific). RNA concentrations
and quality were checked using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific). cDNA from 3 ug RNA was generated with random primers, reverse transcriptase,
and cofactors (Fermentas). For RT-PCRs, primers were used that amplify cDNA of 200 to
250 bp from internal gene sequences. PCR conditions were 98°C for 5 min, followed by 30
cycles of 95°C for 30 s, 60°C for 30 s and 72°C for 45 s, and a final cycling step at 72°C for 5
min. As a positive control, cDNA was amplified from the 16S rRNA transcript. which is
produced constitutively. To exclude DNA contamination, negative controls were carried out
by using total RNA as a template for each RT-PCR.

3.10 Transcriptional analysis by Real-time qPCR

Real time qPCR analysis was applied for quantitative cDNA determination. PCR reactions
were run with SYBR® Green Supermix (BioRad) on an iQ5 Multicolor Real-Time-PCR
Detection System (BioRad). The SYBR® Green Dye shows increased fluorescence when
bound to double stranded DNA. The fluorescence is measured at 494 nm and 521 nm and
gives the proportional amount of generated dSDNA. cDNA was isolated from cultures of
SLpGM190 and SLpapR2-OFE as described above. The primers redPintfw. redPintrv,
redQintfw and redQintrv, that amplify fragments of about 180 bp from internal gene
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sequences, were used (Table 3). Triplicate PCR reactions were carried out for each sample
analyzed. hrdB was used as housekeeping gene in each sample in order to standardize the
results by eliminating variation in RNA and ¢cDNA quantity and quality. Each reaction
mixture of 10 uL volume contained 5 uL. SYBR® Green Supermix (BioRad), 3.85 uL
nuclease-free water, 0.2 uL of each primer, and 0.75 pL template. PCR conditions were 98°C
for 5 min, followed by 35 cycles of 95°C for 20 s, and 57°C for 30 s. To determine
amplification specificity melting curve analyses were performed after the last cycle showing
in all cases one single peak. Results were analysed using the AACT-method.(Livak and
Schmittgen 2001) Changes in gene expression are represented in relation to the data from the
control sample SLpGM]I90.

3.11 Bioassays

Antibiotic activity was analyzed in disc diffusion assays using Bacillus subtilis ATCC6051
and Escherichia coli K12 as test organisms. 30 ul methanolic extract from SHP22-7 WT,
SHP22-7pRM4 and SHP22-TpapR2-OFE was pipetted on a filter disc. which was placed on the
respective bioassay plates. 5 ul kanamycin (50 pg/ml) were applied as a positive control and
30 ul of methanol as negative control. The plates were incubated overnight at 37°C. The
antibiotic activity was quantified by measuring the diameter of the inhibition zone around the
filter discs.

4 Results
4.1 PapR2 induces expression of the silent Red gene cluster in S. lividans

In frame of analyzing the regulatory role of PapR2 in S. pristinaespiralis, the papR2 gene was
heterologously expressed in S. lividans T7. S. lividans 1s a widely used heterologous host
strain, which under standard lab conditions, does not exhibit antibiotic production. For
overexpression experiments the S. /ividans strain SLpapR2-OFE was used, which harbors the
papR?2 gene on the replicative medium-copy plasmid pGM190 under control of the
thiostrepton-inducible promoter Pripa (Mast et al. 2015). S. lividans strain SLpGM190 was
used as a reference, containing the pGM190 empty vector. After two to three days of growth
in YEME liquid medium with thiostrepton as inductor for gene expression, the whole culture,
as well as the culture supernatant of SLpapR2-OF showed an intensive red pigment formation,
which was not observed for samples of SLpGM190 (Figure 1A). This phenomenon was also
observed on R5 agar with thiostrepton (12.5 pg/ml), where SLpapR2-OFE mycelium was
intensively red colored after three to four days of cultivation but SLpGM190 mycelium was
not (Figure S1). S. lividans is known to harbor a Red biosynthetic gene cluster, which
remains silent under normal growth conditions (Horinouchi, Suzuki, and Beppu 1986). To
investigate, whether the red color in the SLpapR2-OE cultures occurs from the formation of
the Red metabolite, we performed a pH shift with the culture supernatant of SLpapR2-OF and
analyzed the samples with a Hitachi U-2000 spectrophotometer. Spectrophotometrical
analysis led to the detection of the Red-specific spectral absorption maxima at 533 nm and
468 nm under acidic and basic conditions (Onaka, Nakagawa, and Horinouchi 2002),
respectively (Figure 1B), which proved that the SLpapR2-OFE samples contained Red. These
data suggested that the overexpression of papR2 in S. lividans induced Red biosynthesis.
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4.2 PapR2 mimics the function of the S. lividans SARP-type regulator RedD

In S. lividans, Red biosynthesis is under control of the SARP-type regulator RedD, which
directly activates the Red biosynthetic genes (White and Bibb 1997; E. Takano et al. 1992).
An amino acid sequence comparison using BLASTP revealed that PapR2 and RedD show
high amino acid similarity to each other (44% identity. 55% similarity) (Mast et al. 2015).
Thus, we suspected that PapR2 may substitute for the function of RedD and activates Red
biosynthesis in S. /ividans. In order to identify potential SARP-type binding motifs within the
S. lividans Red BGC, the genome was analysed with the bioinformatic software PatScan,
which allows for the identification of specific sequence patterns in a given genome sequence
(Blin, Wohlleben, and Weber 2018). PatScan analysis was performed with the previously
described PapR2 consensus motif (5-GTCAGSS-3')(Mast et al. 2015) as sequence pattern on
the S. lividans genome sequence. Thereby, two highly conserved PapR2-like motifs were
identified within the upstream regions of the Red-specific biosynthetic genes redP (SCO5888)
and redQ (SCO5887) with each 100% and 96.5% identity. respectively (Figure 2A). redP
encodes a 3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase, whereas redQ codes for an acyl carrier
protein, both of which have been shown to be involved in Red biosynthesis (Mo et al. 2008).
To analyse the functionality of the identified SARP motifs. EMSAs were performed with the
PapR2 protein and the upstream regions of redP (PredP, 156 bp) and redQ (PredQ, 166 bp),
respectively, harbouring the PapR2 consensus sequence. EMSAs showed that PapR2
specifically binds to the PredP and PredQ fragment, respectively (Figure 2B), revealing the
functionality of the identified SARP-type motifs.

To confirm the regulatory effect of PapR2 on the transcription of Red. we performed reverse
transcription-PCR (RT-PCR) and quantitative RT-PCR (qPCR) experiments using RNA
isolated from SLpapR2-OE, as well as from SLpGM]190 as a reference, after 72 h of
cultivation (controls s. Figure 3A and B, n=6). The isolated RNA was used as template for
RT-PCR experiments with the primer pairs redPintfw/rv and redQintfw/rv (Table 3)., which
annealed to internal parts of redP and redQ, respectively. The transcriptional analysis
revealed that there is a significant increase of redP and redQ cDNA amplificates in SLpapR2-
OE samples compared to SLpGM190 samples (Figure 3C and D. respectively). This was
confirmed by qPCR analyses, which showed that transcription levels of redP and redQ were
increased in SLpapR2-OF samples in relation to SLpGMI90 by 57- and 492-fold, respectively
(Figure 5). This demonstrated that PapR2 activates the transcription of the Red biosynthetic
genes redP and redQ. Due to the intensive Red production of strain SLpapR2-OF together
with the data obtained from PapR2 EMSA studies and transcriptional analysis, we propose
that overexpressed PapR2 in S. lividans takes over the regulatory function of RedD and
activates the transcription of the Red biosynthetic genes, which leads to the formation of the
red colored secondary metabolite Red.

4.3 PapR2 expression improves antibiotic activity of SHP22-7

In order to study the general application of SARP-type regulators for activation of antibiotic
biosynthesis, we exemplary tested strain SHP22-7 as a host for papR2 expression. SHP22-7 is
a novel strain isolate from a soil sample of the unique desert island Enggano, Indonesia
(Handayani et al. 2018). SHP22-7 shows broad-spectrum antibacterial activity against Gram-
positive and Gram-negative bacteria, including E. coli, Staphylococcus carnosus,
Micrococcus luteus, and B. subtilis. The SHP22-7 genome has been sequenced recently and
AntiSMASH analysis predicted 25 potential secondary metabolite gene clusters.(Handayani et
al. 2018) For papR2 expression studies, the papR2 gene was cloned into the integrative
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plasmid pRM4 under control of the constitutive ermE* promoter, resulting in construct
pRM4/papR2. The pRM4 vector was used as expression plasmid in these analyses to avoid
addition of thiostrepton as inductor (see above), which would influence subsequent
antibacterial bioassays. The plasmid was brought into SHP22-7 by protoplast transformation.
The resulting expression strain SHP22-7papR2-OE, as well as the SHP22-7 strain with the
empty pRM4 vector, SHP22-7pRM4, and the SHP22-7 wild-type (WT), which both served as
references, were used for antibacterial bioassay studies. SHP22-7papR2-OE, SHP22-7pRM4,
and SHP22-7 WT were each cultivated in NL19 medium. Samples were taken at 168 hours
and methanolic culture extracts were applied for antibacterial bioassays using B. subtilis as
test organism. Bioassays were carried out ten times independently. Filter discs with
kanamycin and methanol served as positive and negative control, respectively. Thereby,
significantly larger inhibition zones against B. subtilis were observed on average with extracts
of SHP22-7papR2-OE (11.7 mm +/-2.1mm) compared to extracts of SHP22-7pRM4 (8.3 mm
+/-2.6) or SHP22-7 WT (7.3 mm +/-2.7) (

Figure 4). Thus, papR?2 expression in SHP22-7 led to significantly improved antibiotic
activity.

4.4 PapR2 activates transcription of cluster 9 in SHP22-7

In order to identify the substance that is responsible for the antibiotic activity of SHP22-7 but
avoid elaborative chemical analytics in the first place, we screened the SHP22-7 genome
sequence for the occurrence of PapR2-like consensus sequences by using the PatScan tool.
Here. we only considered motifs that were located within intergenic regions of genes from
suggested BGCs. The motif search led to the identification of PapR2-like consensus
sequences within five of the 25 predicted BGCs from SHP22-7 (Table S1). These included
cluster 6 and 10 (NRPS-like gene cluster), cluster 15 (type 2 PKS-butyrolactone-like gene
cluster). as well as cluster 3 and 9 (“other” type of gene cluster) (Table S1). In order to find
out which of the five gene clusters is activated by PapR2, comparative RT-PCR analysis were
carried out with SHP22-7papR2-OE, SHP22-7pRM4 and SHP22-7 WT with four replicates
each. Cells were grown under antibiotic production conditions and samples were harvested at
168 hours. Two samples were collected for each strain and growth time point, whereby one
sample was used for RT-PCR analyses and the second one for HPLC-MS analysis. RT-PCR
was carried out with RNA isolated from cell pellets of SHP22-7papR2-OE, SHP22-7TpRM4,
and SHP22-7 WT, respectively (controls s. Figure 6 A and B). cDNA was amplified with
primer pairs cl3fw/rv, clefw/rv, clofw/rv, cl10fw/rv, and cl15fw/rv each aligning to a specific
predicted biosynthetic gene of cluster 3, 6. 9. 10, and 15 (Table 3). The transcriptional
analysis revealed that there is a stronger signal for the cluster 9 amplificate in the SHP22-
7TpapR2-OE samples compared to samples of SHP22-7pRM4 and SHP22-7 WT (Figure 6C).
The amplificates specific for cluster 3. 6, 10, and 15 did not show such concrete difference
(Figure 6C). Thus, these data suggested that PapR2 activates the transcription of cluster 9 in
SHP22-7papR2-OE.

4.5 PapR2 activates plicacetin production in SHP22-7

In order to deduce for what type of metabolite cluster 9 encodes for, we analyzed the cluster
sequence region in detail. The AntiSMASH output predicted a 75% similarity of cluster 9
(Figure 7A) to the amicetin gene cluster from Streptomyces vinaceusdrappus NRRL 2363
Figure 7B). Manually cluster analysis by sequence alignments yielded a 100% sequence
similarity. Amicetin (Figure 7C) and its suggested precursor plicacetin (Figure 7D) are
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disaccharide pyrimidine nucleoside antibiotics with a broad-spectrum antibacterial (especially
against Mycobacterium tuberculosis) and antiviral activity. They act as a peptidyl transferase
inhibitors and thereby inhibit protein synthesis. Amicetin consists of the two deoxysugar
moieties. D-amosamine and D-amicetose, as well as cytosine. p-aminobenzoic acid (PABA).
and a terminal methylserine moiety (Figure 7C), whereby the latter moiety is missing in
plicacetin (Figure 7D) (Zhang et al. 2012; Korzybski et al. 2013). The gene cluster analysis
of SHP22-7 revealed that the PapR2-like motif is located directly in front of the orf pliA.
which shows 99.23% gene sequence identity to amid of S. vinaceusdrappus. In S.
vinaceusdrappus amiA is the first gene of the amicetin biosynthetic gene cluster and is
suggested to encode a putative 4-amino-4-deoxychorismate lyase, catalyzing the conversion
from 4-amino-4-deoxychorismate to produce p-aminobenzoic acid (Zhang et al. 2012).
Remarkably, all genes in the amicetin gene cluster of S. vinaceusdrappus and the amicetin-
like gene cluster of SHP22-7 are organized in one direction, suggesting a unidirectional
transcription. In this context, it would make sense that regulatory activation targets the
promoter of the first gene of the unidirectional BGC. However, this would suggest the
existence of a cluster-associated SARP-type gene or another transcriptional activator gene
within the amicetin gene cluster, which could not be identified so far. In order to investigate
which type of metabolite production is influenced by papR2 expression in SHP22-7papR2-
OE, we analysed methanolic extracts of cell culture samples from SHP22-7papR2-OE, as well
as of SHP22-7pRM4 and SHP22-7 WT by HPLC/MS. For these analyses we used the second
culture samples obtained from SHP22-7papR2-OE, SHP22-7pRM4 and SHP22-7 WT,
respectively (see above). HPLC-MS/MS analysis revealed the production of the antibiotics
amicetin (m/z 617.1 [M-H]") and plicacetin (m/z 516.1 [M-H]). as well as a plicacetin isomer
(m/z 516.1 [M-H]). The compounds display very similar spectra but a different retention times
in all three strains (Figure 8A). However, the production of plicacetin and the plicacetin
isomer was significantly increased in SHP22-7-papR2-OE for plicacetin (605 mAU) and for
plicacetin isomer (259 mAU) in comparison to samples from SHP22-7pRM4 (120 mAU for
plicacetin and 97 mAU for the plicacetin isomer) and SHP22-7 WT (66 mAU for plicacetin
and 57 mAU for the plicacetin isomer: Figure 8B). Thus, it could be shown that papR2
expression in SHP22-7 activates plicacetin biosynthesis. With this result it could be confirmed
that PapR2 induced cluster 9 transcription, which resulted in increased plicacetin production.
Furthermore, it can be concluded that the increased bioactivity of SHP22-7papR2-OE samples
against B. subtilis arises from the increased production of the nucleoside antibiotic plicacetin.

5 Discussion

Regulation is the screw plug to unlock the biosynthetic potential of natural compound
producers. Here, we showed that heterologous expression of the SARP-type regulatory gene
papR?2 in the foreign host S. /ividans leads to the transcriptional activation of the silent Red
gene cluster. Since SARP regulators show a similar protein architecture and bind to similar
recognition sequences at the DNA, they can substitute for their regulatory functions as
exemplified for PapR2 and RedD. This is also underpinned by a previous study, where it has
been shown that overexpression of the SARP gene v/m/ from the valanimycin producer
Streptomyces viridifaciens in a redD mutant of Streptomyces coelicolor M512 restores Red
production, demonstrating that v/m/ can complement a redD mutation (R. P. Garg and Parry
2010). So far, there are only bioinformatic predictions on potential regulatory binding regions
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within the Red BGC (Igbal/Mast, 42:). Here. we provide experimental evidence by EMSA
studies for the SARP binding capability to promoter regions (PredP, PredQ) of the Red BGC.

In literature SARPs often are designated as ,,pathway-specific transcriptional activators,
which means that the regulators have a major effect on the level of production of the cognate
antibiotic. However, SARPs indeed can have activating effects on the biosynthesis of
different substances. One example, occurring in nature is provided by the SARP-type
regulator CcaR from Streptomyces clavuligerus, which activates the cephamycin gene cluster,
where ccaR is part of, as well as the adjacent clavulanic acid gene cluster (Perez-Llarena et
al., 1997). Also. our results showed that the SARP regulator PapR2 activates the transcription
of the corresponding pristinamycin gene cluster (Mast 2015), as well as different antibiotic
gene clusters, such as Red and plicacetin, when expressed in foreign strains. Thus, the term
~pathway-specific” are not really accurate for SARPs and should better be replaced by
,cluster-situated* as suggested before (Liu et al., Huang, Cohen et al., 2005).

The fact. that SARP genes are widely distributed amongst actinomycetes, where they occur in
many different types of secondary metabolite gene clusters makes them good candidates to be
used as engineering tools for the activation of biosynthetic gene clusters in general. Besides
that, the study revealed that not all SARPs are suitable candidates for activation. Indeed there
are different types of SARP regulators, belonging either to the small SARPs (<400 amino
acids) with only HTH and BTAD domains (e.g. ActlI-ORF4 or RedD) or the large SARPs,
which contain an additional ATPase domain and a conserved C-terminal domain of unknown
function (~1000 residues) (Liu et al.. ). Since there are more examples available in literature
for regulators of the group of small SARPs and their regulation is better investigated. we
suggest that especially representatives from the group of small SARP regulators are good
candidates to be used for activation approaches.

That SARP expression can lead to the activation of silent gene cluster expression has been
shown in a recent study. Here, the aim was to activate some of the more than 20 cryptic gene
clusters from Streptomyces sp. MSC090213JE08 (Du et al., 2016). In this study the authors
combined an OSMAC approach with the expression of several native SARP genes from S. sp.
MSC090213JE08. Thereby, four of the seven generated recombinant SARP expression strains
produced nine metabolites that were hardly detected in the control strains. Expression of one
of the SARP genes (SARP-7) in Streptomyces sp. MSC090213JE08 led to the production of
the novel polyene-like substance ishigamide (Du et al., 2016). However, the drawback of this
approach is that several conditions need to be tested and a set of genetic manipulations have
to be done in order to get the substance in hand. Indeed., this is also the main problem of
several efforts to activate secondary metabolite synthesis in actinomycetes. This strategy has
two main advantages: 1. In contrast to completely unspecific cluster activation efforts, such as
addition of general elicitors, co-culture approaches or the OSMAC strategy, our approach is
more targeted, as it focusses only on a defined set of BGCs, namely those ones that are
predicted to be under SARP control. Applying bioinformatics, such as PatScan. allows to
directly identify the associated antibiotic gene cluster. In addition, the detection of the
activated compound is more straight forward if the outline of the structure can be deduced
from the cluster sequence. 2. In contrast to activation strategies that are absolutely specific for
the respective BGC, e.g. heterologous expression of the BGC, introduction of artificial
promoters in front of the BGC or the manipulation of cluster-situated regulators, no major
effort to manipulate the genome is necessary with our procedure since it only involves cloning
of the SARP gene containing expression construct into the respective strain of interest. In
addition, SARP-activation enables improved expression in the native host independent from
11
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heterologous expression of gene clusters, which as a drawback requires immense fine-tuning
of gene-controlling elements to enable stalwart gene expression (Huo et al. 2019). These
major benefits make the activation of Streptomyces BGCs by SARPs a promising strategy to
be applied on putative antibiotic producers.

6 Contribution to the field

Due to a lack of new antibiotics from the pharmaceutical industry and the rise of resistances
of pathogenic bacteria the world is running out of antibiotics. This could have serious
consequences on our current methods in healthcare. Actinomycetes harbor the potential to
produce novel antibiotics. But many of their biosynthetic gene clusters are silent, meaning
that they are not expressed under standard conditions. We focused on the Streptomyces
specific SARP activator PapR2 to activate the expression of silent antibiotic gene clusters. As
a proof of concept. we presented that PapR2 activates the silent Red BGC expression in S.
lividans. Furthermore, we depicted that activation is also possible in a less-studied organism.
such as S. sp. SHP22-7, which produced the nucleoside antibiotic plicacetin upon PapR2
activation. This strategy could accelerate the discovery of new antibiotics.

7  Data availability

The complete genome sequence of S. /ividans T7 has been deposited at DDBJ/ENA/GenBank
under the accession number ACEY00000000. The complete genome sequence of SHP22-7
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Raw sequencing data are available under SRA accession number PRINA489221.
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Table 1: Bactenal strains
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Bacterial strain

Description

Source or reference

E. coli NovaBlue

endAl, hsdR17 (vxi2” mki2 ), supE44, thi-1,
recAl, gyrA96, reldl, lac F'[proA™B™
laclFZAMI5::Tnl0), (tsr)

Novagen

S. lividans

T7 tsr, T7 RNA polymerase gene (Fischer 1996)
SLpGM190 S. lividans/pGM190 (Mast et al. 2015)
SLpapR2-OE S. lividans/pGM190/papR2 (Mast et al. 2015)
SHP22-7WT Wild-type (Handayani et al.

SHP22-7papR2-OE

Table 2: Plasmids

SHP22-7/pRM4

This work

Plasmids Description Source or reference

pGM190 Streptomyces-E. coli shuttle vector, (Wohlleben, Stegmann,
tsr, aphll, pSGS derivative, tipA and Stissmuth 2009)
promoter shuttle vector

pGM190/papR2 pGM190 derivative, PtipA, ts7, (Mast et al. 2015)
aphll, hispapR2

pRM4 PSET152, ermEp* derivate (© C31 (Musiol et al. 2011)
integration vector with mutated
erythromycin promoter, acc(3)IV
with artificial RBS

pRM4/papR2 pRM4 derivative, ® C31, acc(3)IV, This work

artificial RBS, hispapR2
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Table 3: Primers
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Primer Primer sequence (5°—3°) Tm (°C)
For bandshift assays

PredPfw AGCCAGTGGCGATAAGGTGTGTGCTCCTCGCGTGAT 67
PredPrv AGCCAGTGGCGATAAGGGGGCGGGACGCCCGCCGGG 81
PredQfw AGCCAGTGGCGATAAGCGCGGCCCCGCCCGGCGGGL 84
PredQrv AGCCAGTGGCGATAAGTTCGCCCAACGCCGCCCCGG 77
PamiAfw AGCCAGTGGCGATAAGACGGGCAACCGTCAGTITGAG 76
PamiArv AGCCAGTGGCGATAAGAAGTGGCCCAGGTITGGTCAG 76
For transcriptional analysis

16Sfw CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTC 63
16Srv GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT 62
redPintfw GGTTGAGGATGCGGGAGAAG 58
redPintrv AGATCGACGCGGTCATCGTG 60
redQintfw CGACAAGCTCGTTGATCTTG 54
redQintrv GAACTCGGACTGGATGAC 52
cl3fw TTCCTGCCGGACTTCATGG 58
cl3rv GTGCCGGTTGATCCTGTTG 57
cl6fw GAGCGTGAGCATCACGTTGG 59
clérv TCGCCGAGGACAAGGACTTC 59
cl9fw AACCTCGCGGACCTCACCAC 58
cl9rv CCGGTCATGCAGAGTCTCAG 60
cl10fw GGTGATGCCGTACATGTTGACC 59
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cl10rv ACTCGTACGCCTTCGACTTCTC 58
cl15fw TCGGAGGTGCTGTTCTTG 55
cl15rv CGAACGCATCCACATCTG 54

For qPCR analysis

HrdBfw CCCTTGGTGTAGTCGAAC 53
HrdBrv CTGGAGATCATCGCCGAGG 58
redPqPCRfw  GAGATCGACGCGGTCATC 56
redPqPCRrv GATGACCAGGACCCGTTC 55
redQqPCRfw CACGCCGAACTCGGACTG 59
redQqPRCrv CCAGGAAAGGCGGACCAC 59

20



SARP-driven activation of antibiotic gene clusters

acidic conditions

530
: k
=\
aMe e ——
500

300 400 800 00

basic conditions

1. 500 -
1
370
355 b O 470
Abs k
0,000 ‘ — :
m 300 400 500 600 700

Figure 1: Culture filtrates from SLpGM190 (1) and SLpapR2-OE (2) samples after 3 days of cultivation. Culture
filtrate of SLpapR2-OF under acidic (3) and basic (4) conditions (A). Absorption profile of the SLpapR2-0OF culture

filtrate under acidic (upper graph) and basic condition (lower graph) (B). Chemical structure of Red (C).
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A

PredP GTCAGTGAGCCGTCAGCGCCCGGTCAGGG
PredQ GTCAGCCAACCGTCAGCGGGCCGTCAGCG

HisPapR2 HisPapR2
-+ U s

At -

|
i
|
|
J

PredQ

Figure 2: SARP binding sequences within the upstream region of the RED-biosynthetic genes redP (SC05888)
and redQ (SC0O5887) (A). EMSAs with His PapR2 and Cy5-labeled promoter regions of redP and redQ. —
indicates negative control without protein, + indicates addition of HisPapR2 protein. The specificity of the reaction

was checked by the addition of 500-fold specific (S) and unspecific (U) unlabeled DNA (B).
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RNA, 16S control cDNA, 16S control

C $ & D pq,

ST
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cDNA, redP cDNA, redQ

Figure 3: Transcriptional analysis of samples from SLpGM7190 and SLpapR2-OE after 168 h. gDNA of S. lividans
was used as a positive (SL gDNA) and water as a negative control. PCR analysis of DNA remains in the RNA
sample (A). Proof for the presence of cDNA (B). RT-PCR analysis of the gene redP and in the strains SLpGM190

and SLpapR2-0OE (C). RT-PCR analysis of the gene redQ and in the strains SLpGM190 and SLpapR2-OE (D).
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B.subtilis Biossay
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Figure 4: Antibiotic activity of culture extracts from SHP22-7 WT, SHP22-7pRM4 and SHP22-7papR2-0OFE against
B. subtilis. Filter disk diffusion assay (A). Graphical representation of the inhibition zone diameters (mm); n=10. *

means significance (B).
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Figure 5: RT-qPCR analysis of SLpGM1890 and Sl papR2-OE. Graph shows threshold cycle of the genes hrdB,
redP and redQ in RT-gPCR reactions with cDNA derived from 72 h samples of cultures of SLpGM1790 and

Sl papR2-0F (n=6). * means significance.
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983
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Figure 6: Transcriptional analysis of the SHP22-7 strains SHP22-7 WT, SHP22-7pRM4 and SHP22-7TpapR2;
gDNA of SHP22-7 was used as a positive (gDNA) and water as a negative control. The samples are
representative for four independent experiments. PCR analysis of DNA remains in the RNA (A). Proof for the
presence of cDNA (B). Transcriptional analysis of the SARP containing gene clusters (cl.) 3, 6, 9, 10 and 15 in the

strains SHP22-7 WT, SHP22-7pRM4 and SHP22-7papR2 (C).
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Figure 7: Schematic organization of the amicetin biosynthetic gene cluster of (A) S. vinaceusdrappus according
to (Zhang et al. 2012) and of (B) SHP22-7. Chemical structures of (C) plicacetin and (D) amicetin. a-methylserine

residue is highlighted in red.
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Figure 8: Amicetin, plicacetin and plicacetin isomer production in the strains SHP22-7 WT, SHP22-7pRM4 and

SHP22-7papR2-OE. (A) HPLC profile of all three strains. Peaks representing amicetin are marked with a,

plicacetin marked with b and plicacetin isomer marked with c. (B) Graphical representation of production levels of

plicacetin and plicacetin isomer in each strain. n=10; * means significance.
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