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1 Einfithrung

No microbe is an island.'”

Mikroorganismen sind so kleine Lebewesen, dass sie nicht mit dem blofen Auge erkennbar sind. Die
GroRe dieser Organismen liegt unterhalb des Auflésungsvermogens des menschlichen Auges, sie
kénnen nur stark vergroBert dargestellt werden (mikroskopisch). Trotz ihrer geringen GroRe und
obwohl alle Organismen prinzipiell die gleiche chemische Zusammensetzungm haben, unterscheiden
sich die Mikroben in ihrer Zellorganisation. Aufgrund ihrer abweichenden Struktur werden die
Mikroorganismen in verschiedene Klassen eingeteilt. Der Begriff Prokaryonten gilt fiir alle
mikroskopisch kleinen Einzeller, die keinen Zellkern besitzen. Diese Klasse wird weiterhin in Bakterien
und Archaea unterteilt. Dem gegeniber stehen die Eukaryonten als mikroskopisch kleine ein- oder
mehrzellige Organismen mit einem Zellkern als gemeinsamem Strukturmerkmal.

Mikroorganismen waren die ersten Lebewesen auf der Erde. Sie traten vor etwa 3,8 Milliarden
Jahren auf der bis dahin unbelebten Erde auf. Diese Organismen bilden die meisten Spezies und
“ Durch ihre Stoffwechselaktivitat

treiben sie geochemische Kreislaufe auf der Erde an und beeinflussen die Atmosphdre sowie das
]

stellen den gréRten Anteil der Biomasse auf unserem Planeten dar.

Klima.?

Diese mikroskopisch kleinen Lebewesen wachsen unter nahezu allen Bedingungen auf der Erde.
Durch ihre enorme Anpassungsfihigkeit sind Mikroben ubiquitar verbreitet. Sie widerstehen
extremen Temperaturen, Druck und Strahlung und kommen auch in dunklen, salzigen, sauren und
alkalischen Lebensraumen vor. Einige Gruppen kdnnen anorganisches Material als Substrate zur
Energiegewinnung nutzen.” Der vielfiltig angepasste Stoffwechsel von Mikroorganismen wird vom
Menschen bei der industriellen Produktion von Nahrungsmitteln, medizinischen Wirkstoffen und
Chemikalien sowie zur Energiegewinnung genutzt. AuBerdem werden Mikroben in der
Abfallbeseitigung und Abwasserklarung eingesetzt.”

Im Gegensatz zu industriell eingesetzten Reinkulturen existiert in seiner natirlichen Umgebung kein
Mikroorganismus allein. In ihrem unmittelbaren Umfeld stehen sie sich nicht nur mit Vertretern ihrer

B Mikroben sind in der Lage, durch das

[6-

eigenen Art, sondern auch anderer Arten in Verbindung.
Empfangen und Aussenden von chemischen Verbindungen mit ihrer Umgebung zu kommunizieren.
%l Die Verbindung zur Umwelt wird haufig durch Freisetzung und Aufnahme bioaktiver Naturstoffe
hergestellt.

Auch der Mensch ist ein Interaktionspartner fiir Mikroorganismen. Sie bevolkern die Hautoberflache,
die Mundhohle und den Verdauungstrakt. Bakterien bewirken im menschlichen Darm die Spaltung
unverdaulicher Nahrungsbestandteile. Durch die Besiedlung mit unschadlichen Bakterien ist der
menschliche Korper vor krankheitserregenden Mikroorganismen geschiitzt.™”!

Wenn Mikroorganismen den Korper eines Menschen nicht nur besiedeln, sondern auch in ihn

eindringen, sich in ihm vermehren und krankheitserregende Reaktionen auslésen, wird von einer

[11]

Infektion gesprochen. Uber Jahrtausende war die Menschheit ansteckenden Krankheiten



http://de.wikipedia.org/wiki/Aufl%C3%B6sungsverm%C3%B6gen
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ausgeliefert. Noch heute sind nach WHO-Angaben Infektionskrankheiten weltweit eine der
[12]

haufigsten Todesursachen.
Mikroorganismen sind jedoch nicht nur die Verursacher von Krankheiten, sondern auch eine wichtige
Quelle fur Arzneimittel zu deren Bekdampfung. Bioaktive Substanzen aus Mikroorganismen stellen
heute den Grof3teil aller medizinisch genutzten Verbindungen zur Bekdampfung von Infektionen dar
und dienen als Leitstrukturen fiir die Synthese therapeutisch wirksamer Verbindungen.'* * Ein
Beispiel fiir solche antibiotisch wirksamen Substanzen sind die Penicilline (1 und 2). Weiterhin stellen
Mikroorganismen Naturstoffe her, die, wie beispielsweise Mitomycin C (3) zur Behandlung von Krebs
oder wie die Avermectine (4) zur Bekdmpfung von Parasiten eingesetzt werden.

Abb. 1: Struktur des bioaktiven Sekundarmetaboliten Penicillin V (1) aus Penicillum chrysogenum, des semisynthetischen
Ampicillins (2), des Zytostaticums Mitomycin (3) aus Streptomyces caespitosus und des Antiparasiticums Avermectin B,
(4) aus Streptomyces avermitilis.

1.1 Streptomyceten - eine Quelle fiir bioaktive Sekundiarmetabolite

Die Gattung Streptomyces ist eine bedeutende Quelle fiir medizinisch relevante Naturstoffe. Die
bioaktiven Naturstoffe aus diesen Mikroorganismen sind Produkte des Sekundarmetabolismus,
wahrend der Primadrmetabolismus fiir das Wachstum und die Entwicklung aller Organismen essentiell
ist.”® Die Sekundarmetabolite werden aus Vorstufen der primaren Stoffwechselwege aufgebaut, was
eine klare Abgrenzung von Primar- und Sekundarstoffwechsel erschwert. Als Antibiotika werden
natirlich durch Sekundarmetabolismus von Mikroorganismen gebildete Substanzen mit
antibakterieller Wirkung definiert. Diese Definition wurde auch auf synthetisch gewonnene,

antimikrobiell wirkende Substanzen erweitert.™

Drei Viertel aller natiirlichen Antibiotika, die zur Zeit im klinischen Bereich zum Einsatz kommen,
[16]
t.

werden von Streptomyceten produzier
Streptomyceten gehoéren zur Gattung der Actinomycetales, die aufgrund ihres filamentdsen
Wachstums und ihres mehrphasigen Lebenszyklus in ihrer Erstbeschreibung™” 1877 fir Pilze
gehalten wurden. Die Filamente einer Streptomycetenkolonie werden daher als Hyphen und
verschiedene Entwicklungsstufen als Myzel bezeichnet. Aufgrund der Komplexitat ihrer Entwicklung
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nehmen Streptomyceten eine phylogenetische Stellung zwischen Pro- und Eukaryonten ein.®

Allerdings sind Streptomyceten bodenbewohnende Gram-positive Eubakterien, deren Genom einen
auBergewdhnlich hohen GC-Gehalt hat. Sie leben saprophytisch vom Abbau komplexer Substrate.

Nach dem Auskeimen aus der Spore wachst das Myzel in das Substrat. Aus dem Substratmyzel wird
bei Limitation des Nahrstoffangebots das Luftmyzel ausbildet, welches sich durch Entwicklung von
Zellwanden zu Sporenketten differenziert (Abb. 2).

Freie Spom
s

Sporenfreisetzung Substratmyzel

Vegetatives Wachstum

S B O P

Luftmyzel /

AL
Sporenentwicklung el e —""“'-"'"""*’"""

Abb. 2: Entwicklungszyklus von Streptomyceten aus einer freien Spore iiber die Ausbildung des Substratmyzels bis zum
Luftmyzel mit erneuter Sporenbildung.m]

Da Streptomyceten nicht beweglich sind, konnen sie der Konfrontation mit unglinstigen
Umweltbedingungen nicht ausweichen. Sie bendtigen daher Strategien zur Anpassung an schadliche
Umwelteinflisse und ein System zu deren Koordinierung. Wahrscheinlich ist die Synthese von
bioaktiven Naturstoffen eine Reaktion auf spezifische Umweltbedingungen und ihre Freisetzung
erhéht die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir den Produzenten. Die Biosynthese der
Sekundarmetaboliten steht bei Streptomyceten in engem Zusammenhang mit der morphologischen
Differenzierung der Kolonie. Oft findet in Streptomyceten die Antibiotikasynthese zu einem
kritischen Zeitpunkt der Entwicklung statt, wenn Nahrstoffe aus dem Substratmyzel in die
sporenbildenden Hyphen transportiert werden. Mit der Freisetzung von antibiotisch wirksamen
Verbindungen kdnnten die Streptomyceten ihre Ressourcen nicht nur verteidigen, sondern durch das
Abtoten von Konkurrenten in ihrer direkten Umgebung neue Nahrstoffe akquirieren.[zol

Bei der Entwicklung einer Streptomycetenkolonie setzen viele Stamme eine komplexe Mischung
flichtiger Naturstoffe frei. Auffallig ist haufig der erdige Geruch von Streptomycetenkulturen, der
durch eine Hauptkomponente ihres Dufts, das Geosmin®! (5), verursacht wird. Anders als bei den

221 (6) aus Streptomyces coelicolor und

antibiotisch wirksamen Sesquiterpenen Albaflavenon
Pentalenolacton® (7) aus Streptomyces avermitilis konnte bei dem Geosmin (5) bisher keine
Wirksamkeit gegen andere Organismen beobachtet werden. In Streptomyces tendae wurde gezeigt,
dass nur ein kleiner Teil des produzierten Geosmins (5) aus den Zellen freigesetzt wurde.

Moglicherweise handelt es sich um eine Verbindung mit zellinterner Funktion.?*!
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Abb. 3: Strukturformeln von Geosmin (5), Albaflavenon (6) und Pentalenolacton (7).

7

Bei der Kultivierung von Streptomyceten ist neben dem typischen erdigen Geruch die Eigenschaft
dieser Organismen, Tropfen auf der Oberflache des Luftmyzels auszuscheiden, auffallig. Die Existenz,
die Farbe und die Verteilung der Tropfen werden als taxonomische Merkmale fir die Artbestimmung
innerhalb der Actinomyceten benutzt.”*”!

Das Phanomen der Tropfenbildung wird in Analogie zur Pflanzenphysiologie als Abgabe von
Guttationstropfen bezeichnet. Das Wort Guttation leitet sich vom Lateinischen ,gutta“= Tropfen ab
und beschreibt den Vorgang, dass Pflanzen von Blattern oder unverletzten Organen Wasser und
gelostes Material abgeben. Die Guttation bei Pflanzen erfolgt unter Witterungsbedingungen, die die
Transpiration unméglich machen, um dennoch den Transpirationssog aufrecht zu erhalten.””® %’ Es ist
allerdings unklar, ob die Tropfen auf der Kolonieoberfliche von Streptomyceten eine ahnliche
Funktion besitzen.

Die Bildung von Guttationstropfen auf der Oberflache des Echten Hausschwamms (Serpula lacrimans
= tranender Hausschwamm) wurde beim Wachstum auf Festmedium und auf ndhrstoffarmen
Oberflachen dokumentiert und systematisch untersucht.”?® Die Bildung von
Flussigkeitsansammlungen tritt sehr haufig auf, wenn die Kolonisierung des Mediums abgeschlossen
ist und der Pilz damit beginnt, Fruchtkérper zu bilden.?® Obwohl die Bildung von Tropfen bei Pilzen
ebenfalls als taxonomisches Merkmal genutzt wird®®, ist die genaue Funktion und Entstehungsweise
bislang unklar.

Obwohl die Bildung von Tropfen auch bei den Modellorganismen S. coelicolor und S. avermitilis (Abb.
4) regelmaRig auftritt, ist die Relevanz dieser Tropfen wenig erforscht. Auch die Zusammensetzung
dieser Guttationstropfen auf Kolonien von S. coelicolor und S. avermitilis ist bislang unbekannt.

Abb. 4: Fotos der beiden Modellorganismen (A) Streptomyces coelicolor und (B) Streptomyces avermitilis. Gut erkennbar
ist die Bildung von Guttationstropfen auf der Oberflache der Kolonien.
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1.1.1 Modellorganismen fiir die Streptomyceten: Streptomyces coelicolor und

Streptomyces avermitilis

[31] [32]

Die Genomsequenzierungsprojekte an den Modellorganismen S. coelicolor”™ und S. avermitilis
forderten zwei ungewodhnlich groRe bakterielle Genome zu Tage. Die Chromosomen beider
Modellorganismen sind entgegen der Genomorganisation in anderen Bakterien linear.?* 3%
Weiterhin beinhalten beide Organismen zuséatzlich lineare Plasmide. In beiden Genomen ist die
Dichte der Gene, wie fiir Bakterien typisch, sehr hoch. Zusatzlich zur linearen Organisation ist die
Anordnung der Gene auf den Chromosomen ungewdhnlich: Die Chromosomen der
Modellorganismen S. avermitilis und S. coelicolor sind zweiphasig aufgegliedert, d. h., im Kernbereich
sind die Uberlebenswichtigen Proteine kodiert (z. B. fiir DNA-Replikation, Transkription, Translation)
und die Armbereiche enthalten Informationen fiir Genprodukte, die nur unter bestimmten
Bedingungen gebraucht werden (z. B. Enzyme zum Abbau von Cellulose und Chitin).* 3* In diesen

Aullenbereichen befinden sich auch die Informationen zur Synthese von Sekundarmetaboliten.

Streptomyces coelicolor

S. coelicolor A3(2) ist der am besten genetisch charakterisierte Vertreter der Streptomyceten. Er
produziert mehrere bekannte Naturstoffe (Abb. 5): die beiden farbigen Verbindungen
Actinorhodin® (11) und Undecylprodigiosin®” (10) sowie Methylenomycin® (9) und das CDA®"
(calcium dependent antibiotic,z. B. 8) sowie die Terpene Geosmin'*’ (5) und Methylisobornlol™" (21),
die letztgenannten fliichtigen Verbindungen machen den typischen erdigen Geruch der Kulturen aus.

COOH HoOC

Abb. 5: Strukturen der bekannten Sekunddarmetabolite aus Streptomyces coelicolor: CDA 4b (8), Methylenomycin A (9),
Undecylprodigiosin (10), Actinorhodin (11).

Die Produktion der farbigen Verbindungen Actinorhodin (11) und Undecylprodigiosin (10) erleichtert
das gentechnische Arbeiten mit den Genen fir die Biosynthese dieser Verbindungen.!*?
Modifikationen an diesen Genen lassen sich leicht optisch durch die Veranderungen des Phanotyps

erkennen. S. coelicolor beinhaltet 17 Gencluster, deren Organisation die Biosynthese von bisher

t'[31, 35]

unbekannten bioaktiven Naturstoffen nahe leg Allerdings konnten zu diesen

Biosyntheseclustern keine Naturstoffe nachgewiesen werden.
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Streptomyces avermitilis

S. avermitilis wird industriell als Produzent von Avermectinen eingesetzt. Diese Verbindungsklasse

stort die Impulsweiterleitung im Nervensystem von Invertebraten®

und wird daher zur Bekampfung
parasitischer Nematoden eingesetzt. Neben dieser Verbindungsklasse produziert S. avermitilis zwei
weitere Gruppen bioaktiver Sekundarmetabolite: die antifungal wirksamen Filipine und die
antibiotisch wirksamen Oligomycine. In S. avermitilis sind 24 Gencluster fiir Sekundarmetabolite

identifiziert worden, deren Produkte bis heute unbekannt sind."*!

HO

HO OH OH OH OH O

N SN Y S

OH
12

Abb. 6: Strukturen der von Streptomyces avermitilis produzierten Sekunddrmetabolite: Filipin 11l (12) und Oligomycin A
(13).1°!

1.2 Funktionen mikrobieller Sekundirmetabolite fiir ihre Produzenten
Viele bioaktive Sekundarmetabolite aus Mikroorganismen sind fiir den Menschen aufgrund ihrer
pharmakologischen Wirksamkeit von hohem Wert.*®! Die Bedeutung fir ihre Produzenten in deren
natiirlichem Okosystem ist allerdings oft unklar.®

Die Investition in die Produktion von Sekundarmetaboliten scheint sich flr den Organismus dann
auszuzahlen, wenn die Ressourcen zum Wachstum begrenzt sind und die Abgabe der Verbindungen

47 %8 Diese Naturstoffe sind fir die Interaktion des

einen Wachstumsvorteil vermittelt.
produzierenden Organismus mit seiner Umwelt unentbehrlich.”?! Wahrscheinlich unterliegt deshalb
die Induktion des Sekundarmetabolismus der generellen physiologischen Kontrolle eines Organismus

in Abhangigkeit von den gegebenen Umweltbedingungen.

Die Produzenten bioaktiver Sekundirmetabolite sind h&ufig Bodenorganismen.*®’ Unbewegliche
Bodenbakterien kénnen unglinstigen Umweltbedingungen nicht ausweichen, aber durch die Abgabe
bioaktiver Sekundarmetabolite konnen diese Mikroorganismen ihre Umgebung beeinflussen.

Im Boden herrscht ein hoher Konkurrenzdruck um die vorhandenen Nahrstoffe, deren Verfligbarkeit
stark schwankt. Die Exkretion verschiedener toxischer Verbindungen kann fiir den Produzenten eine
erfolgreiche Strategie sein, um das Wachstum von Konkurrenten zu hemmen und Ressourcen fir die

46]

eigene Population zu sichern.”* Wenn die rivalisierenden Mikroorgansimen durch die

freigesetzten bioaktiven Sekundarmetabolite eliminiert werden, kdnnte sich der produzierende
Organismus nicht nur durchsetzen, sondern zusatzliche Nihrstoffe gewinnen.”
Durch die Sequenzierungsprojekte an antibiotikaproduzierenden Modellorganismen wurde allerdings

klar, dass das Potential zur Produktion von antibiotisch wirksamen und bioaktiven Verbindungen in
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den bekannten Produzenten noch nicht ausgeschopft ist.*> °* *¥ Dieses Potential zu aktivieren ist
eine Herausfordung.

Fir bakterielle Sekundarmetabolite wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese Verbindungen
Hilfsmittel zur Erhaltung eines metabolischen Gleichwichts sind. Die Sekunddrmetabolite sollen
genau dann gebildet werden, wenn Schlisselschritte des Primarmetabolismus unter physiologischem
Stress unzureichend reguliert sind.”> ** Da im Boden ein stindiger Wechsel zwischen
Nahrstoffiiberfluss und Nahrstofflimitation herrscht, konnte das Entziehen von Vorstufen aus dem
Primdrmetabolismus fiir die Synthese der Sekunddrmetaboliten den Ubergang zwischen den beiden
Extremzustinden Nihrstoffmangel und Nahrstoffiberfluss erleichtern.

Neben mikrobiellen Sekundarmetaboliten, deren Funktion fiir ihren Produzenten noch unklar ist,
konnte einer Reihe bioaktiver Naturstoffe eine klare Funktion zugeordnet werden. Beispielsweise
dient Coelichelin® (14) als Siderophor zum Komplexieren freier Eisenionen, wihrend die Verbindung
Albomycin®® (15) ein Inhibitor fir die Eisenaufnahmesysteme anderer Zellen ist. Das Detergenz
Surfactin (16) ist in der Lage, unspezifisch Zellemembranen zu durchdringen und wirkt damit

[57]

antibakteriell, antiviral, antifungal sowie hamolytisch.”” Weiterhin sind Pigmente wie das B-Carotin

(17) in Streptomyces coelicolor zum Lichtschutz bekannt.”®! Die Biosynthese dieser Verbindung wird

durch Lichteinfall stimuliert.”®
o
(0]
H
N o)
o N
HoN & >:o O
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Abb. 7: Strukturformeln von Coelichelin (14), Albomycin &, (15) Surfactin (16) und B-Carotin (17).
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Méglicherweise dient die Produktion bestimmter bioaktiver Substanzen auch als FraRschutz.® * Die
Pigmente von Serratia marcescens, Chromobacterium violaceum und Pseuodomans aeruginosa
wirken toxisch fir bodenlebende Protozoa.®™ Die wirksamen Verbindungen sind wahrscheinlich
Prodigiosin (18), Violacein (19) und Pyoverdin (20).

Abb. 8: Strukturformeln von Prodigiosin (18), Violacein (19) und Pyoverdin (20).

Gegebenenfalls konnten einige bioaktive Sekunddrmetabolite dhnliche Funktionen wie Hormone
[62]

besitzen und als interzelluldre Signalmolekile in den produzierenden Mikroorganismen wirken.
Es sind bereits Metabolite aus dem Sekundarstoffwechsel von Bakterien bekannt, die als
Interaktionssignal innerhalb der Bakterienpopulation dienen.”’ Diese Autoregulatoren dienen zur
Steuerung der Genexpression in Abhangigkeit von der Dichte einer bakteriellen Population (Box 1).

Box 1: Quorum sensing

Der Begriff Quorum sensing beschreibt die Fahigkeit der Bakterien, die Dichte ihrer Population in
Abhdngigkeit von der externen Konzentration eines chemischen Signalmolekiils zu messen. Diese
Signalmolekiile werden Autoregulatoren genannt. Sobald die minimale, stimulierende Konzentration
eines Autoregulators innerhalb der bakteriellen Population wahrgenommen wird, verandert sich die
Expression bestimmter Gene. Durch das Quorum sensing sind Bakterien in der Lage, die

Genexpression innerhalb ihrer Population zu synchronisieren.
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1.3 Induktion des mikrobiellen Sekundiarmetabolismus

Die sequenzierten Genome der Modellorganismen S. coelicolor und S. avermitilis (1.1.1, Abb. 4)
zeigten, dass neben den Genclustern fir bereits bekannte Sekunddarmetabolite noch viele weitere
potentielle bioaktive Sekundarmetabolite im Chromosom kodiert werden.

Der GrofRteil potentieller bioaktiver Sekundarmetabolite wird von diesen Organismen nicht unter
Laborbedingungen gebildet, da unter den optimierten Wachstumsbedingungen die Umweltfaktoren
zu ihrer Induktion fehlen. Die Faktoren, die die Induktion der Biosynthese von Naturstoffen in
Mikroorganismen beeinflussen, stehen daher im Fokus der Forschung. Durch den gezielten Einsatz
externer Stimuli kénnte das volle biosynthetische Potential der bekannten Antibiotikaproduzenten
besser ausgeschdpft werden.®

Die Gencluster, deren Produkte bisher nicht nachgewiesen werden konnten, werden oft als
,schlafend“®® oder ,kryptisch“® bezeichnet. Die Tatsache, dass ein Gencluster fiir die Produktion
eines Sekundarmetaboliten als , kryptisch” bezeichnet wird, heiRt nicht, dass er tatsachlich nicht aktiv
ist. Das Produkt kénnte auch nur in sehr geringer Konzentration gebildet werden und deshalb
lediglich nicht leicht nachweisbar sein.®”!

Die Faktoren, die zur Herstellung von bioaktiven Verbindungen unter bestimmten
Umweltbedingungen fiihren, sind weitgehend unbekannt. Auch die Abhdngigkeit der Produktion
bereits charakterisierter Verbindungen von verschiedenen Umweltfaktoren ist bisher unzureichend
erforscht.
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1.3.1 Induktion des mikrobiellen Sekundidrmetabolismus durch gentechnische
Modifikation

Prinzipiell kann durch die Modifikation eines regulatorischen Gens die Synthese eines Naturstoffs in
Gang gesetzt werden. Es war moglich, durch gentechnische Manipulation die Gencluster fir
verschiedene Naturstoffe zu aktiveren. Mittels der Information aus den Genomsequenzen der
Modellstreptomyceten werden dazu mehrere Ansatze verfolgt (Abb. 9):

Gentechnische
Manipulation

Verdandertes DNA- Aktivierung

Methylierungsmuster regulatorischer Gene

Induktion des
Sekunddrmetabolismus

Abb. 9: Moglichkeiten zur gentechnischen Aktivierung kryptischer Gencluster.

In Streptomyces lividans konnte der kryptische Gencluster fiir die Produktion von Actinorhodin (11)
durch Repression des Regulatorgens afsR2 induziert werden (Tab. 1).

Die erhohte Verfligbarkeit des universellen Methyldonors S-Adenosylmethionin bewirkt eine
verstarkte Produktion von Actinorhodin (11) (Tab. 1). Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass
die Verdanderung des DNA-Methylierungsmusters einen Einfluss auf die Produktion von Actinorhodin
(11) in S. coelicolor haben kann. Allerdings konnte noch kein Sekundidrmetabolit durch die
Veranderung des DNA-Methylierungsmusters in Streptomyceten aktiviert werden.

Tab. 1: Beispiele fiir erfolgreiche gentechnische Manipulationen des Sekundarmetabolismus.

Gentechnische Methode | Aktivierter Sekundarmetabolit | Organismus Quelle
Aktivierung von afsR2 Actinorhodin (11) S. lividans [68]
DNA-Methylierung Actinorhodin (11) S. coelicolor (6]
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1.3.2 Induktion des mikrobiellen Sekundarmetabolismus durch Umweltfaktoren

Alle Lebewesen, insbesondere jedoch unbewegliche Organismen wie Streptomyceten, sind direkt
von ihrer Umwelt abhangig. Die Anpassungsfahigkeit eines Organismus gegeniber verschiedenen
Umweltreizen ist entscheidend fiir sein Fortbestehen (Abb. 10). Die Freisetzung von bioaktiven
Sekundarmetaboliten kann eine Strategie zur Anpassung an spezifische Umweltbedingungen sein, da
diese die Wechselbeziehung des produzierenden Organismus mit seiner belebten und unbelebten
Umgebung vermitteln.*” Die Einwirkung eines spezifischen Umweltfaktors kann die Produktion von
Naturstoffen auslosen.

Umweltfaktoren

Induktion des
Sekundarmetabolismus

Abb. 10: Mogliche Aktivierung des Sekundarmetabolismus in Streptomyceten durch Umweltfaktoren.

Die Produktion der bekannten Sekundarmetabolite in Streptomyceten wird durch verschiedene
abiotische Umweltfaktoren beeinflusst (Tab. 2).

Tab. 2: Beispiele fiir die Induktion von Sekundarmetaboliten durch abiotische Umweltfaktoren

Umweltfaktor Sekundarmetabolit Organismus Quelle
Eisenmangel Actinorhodin (11) S. coelicolor A3(2) (70]
pH-Wert Actinorhodin (11) S. coelicolor A3(2) 7]
Temperaturschock Jadomycin S. venezuelae ISP5230 72l
NaCl Undecylprodigiosin (10) S. coelicolor A3(2) (73]
Lanthanoide Actinorhodin (11) S. coelicolor A3(2) 74
Calcium Actinorhodin (11) S. coelicolor A3(2) 73]
Ytterbium rotes Pigment Streptomyces sp. (el

Fir die Produktion von Sekunddarmetaboliten ist die Wahl der Kulturbedingungen entscheidend.
Durch die Veranderung der Kultivierungsparameter wie Medienzusammensetzung, Beliftung,
Temperatur oder die Form der KulturgefiBe konnte die Biosynthese von zuvor unbekannten
Sekundidrmetaboliten von verschiedenen Actinomyceten induziert werden.”” Eine Erklarung fiir den
Einfluss der  Kulturbedingungen auf das Metabolitenprofil  naturstoffproduzierender
Mikroorganismen bietet die OSMAC Theorie. Die Abkiirzung OSMAC steht fiir ,one strain - many
compounds*“."® 7% und versinnbildlicht die Idee, dass die meisten Produzenten bioaktiver Naturstoffe

(Pilze oder Bakterien) das Potential zur Synthese verschiedener Verbindungen haben.®” Die
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unterschiedlichen Metabolite werden unter veranderten Umweltbedingungen produziert, die im
Labor durch die Variation der Wachstumsparameter nachgestellt werden.

Ein weiterer entscheidender biotischer Faktor bei der Induktion des Sekunddarmetabolismus in
Streptomyceten ist die Konzentration von artspezifischen Signalmolekiilen (Tab. 3). Verschiedene
Streptomyceten nutzen 2,3-substituierte j~Butyrolactone als Autoregulatoren. Die Konzentration
dieser Verbindungen dient als MessgroRe fir das Quorum sensing (Box 1). Abhéngig von der
Populationsdichte werden die genetischen Prozesse zur Zelldifferenzierung und Induktion des
Sekundarmetabolismus gesteuert.

Tab. 3: Induktion des Sekundarmetabolismus durch Autoregulatoren von Streptomyceten.

Autoregulator Sekundarmetabolit Organismus Quelle
A-Faktor Streptomycin S. griseus (81, 2]
OH
21 o
o [o]
Virginiae Butanolid Virginiamycin S. viriginiae (&3]
CH,OH

o Ry

MRZ

0 OH Ry

22 (R1=H, R2 =R3 = Me),
23 (R1=R2 = Me, R3 = H),
24 (R1=H, R2 = Me, R3 = H),
25 (R1=H, R2 = Et, R3 = H),
26 (R1=Me, R2=H, R = H),

Faktor IM Minimycin und S. lavendulae FRI-5 | ®¥
CH,OH Showdomycin
27 0}//3/
4 (Lj\/
Faktor SCB1 Actinorhodin (11) und | S. coelicolor 185}
OH Undecylprodigiosin
28 o (10)
o OH

Da die meisten Kulturen unter Laborbedingungen nur ein kleines Spektrum ihrer Sekundarmetabolite
produzieren, scheint die Kultivierung unter naturahnlichen Bedingungen ein vielversprechender
Ansatz zu sein, bisher unbekannte Metaboliten von Mikroorganismen isolieren zu koénnen.
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2 Zielstellung
Die Grundlage dieser Arbeit ist die Annahme, dass bestimmte Umweltfaktoren die Induktion des
Sekundarmetabolismus in S. avermitilis und S. coelicolor bewirken konnen.

Da die Wechselwirkungen von S. avermitilis und S. coelicolor mit ihrer Umwelt aufgrund der Vielfalt
von biotischen und abiotischen Umweltfaktoren nur schwer nachvollziehbar sind, soll sich diese
Arbeit auf die Untersuchung einzelner Umwelteinflisse auf den Sekundarmetabolismus dieser
beiden Mikroorganismen konzentrieren. Dazu werden ein biotischer und ein abiotischer
Umweltfaktor ausgewahlt.

Als biotischer Umweltfaktor soll die Kokultivierung von S. avermitilis mit einer anderen
Bodenbakterienart untersucht werden (Abb. 11). Als Interaktionspartner flr S. avermitilis wurde
Pseudomonas fluorescens ausgesucht, da sich die 6kologischen Nischen der beiden Mikroorganismen
im Boden sehr wahrscheinlich tGberschneiden. Es soll in dieser Arbeit (iberpriift werden, ob eine
Wechselwirkung zwischen diesen Arten die Herstellung von antibiotischen Verbindungen in S.
avermitilis und deren Speicherung in den Tropfen auf der Oberflache bewirkt.

Die Zugabe von verschiedenen Metallionen in das Medium von S. coelicolor soll als abiotischer
Umweltfaktor untersucht werden (Abb. 11). Viele bivalente Kationen haben in geringen Dosen
essentielle Bedeutung flir den Stoffwechsel. Moglicherweise wird durch eine erhéhte Konzentration
von Metallionen im Medium die Freisetzung von bisher unbekannten Chelatoren aus S. coelicolor
induziert. Weiterhin spricht fiir die Untersuchung der Auswirkungen von Metallionenstress auf die
chemische Differenzierung in S. coelicolor, dass Calcium ein wichtiger sekundérer Signalstoff ist. Das
Gleichgewicht dieses lons wird in den Zellen von Streptomyceten genau kontrolliert.”> ®! Eine
Storung des Calciumhaushalts in S. coelicolor konnte als Reaktion die Freisetzung von
Sekundarmetaboliten bewirken.

Zusatzlich wurde die Komplexierung des A-Faktors (21), dem Autoregulator von Streptomyces
griseus, durch Co**-lonen postuliert.®” Maglicherweise ist nach der Bindung von Metallionen an den
SCB-Faktor (16) ist die dichteabhangige Steuerung der morphologischen Entwicklung von S. coelicolor
nicht mehr moglich. Die Zellen unter Schwermetallionenstress waren dann nicht mehr in der Lage, ihr
Programm zur Bildung von Sporen abzuschlieRen und waren so zur Anpassung an die gegebenen
Wachstumsbedingungen gezwungen. Die Adaptation an die durch Schwermetallionen belastete
Umwelt kdnnte die Verschiebung des Sekundarmetabolitenprofils in S. coelicolor nach sich ziehen.
Moglicherweise werden unter dem Einfluss von Schwermetallionen kryptische Gene in S. coelicolor
aktiviert, die zur Synthese unbekannter Verbindungen fihren.

Die Analyse des unter Umweltstress veranderten Metabolitenprofils soll nicht auf den Nachweis der
produzierten Verbindungen beschrdnkt bleiben, sondern auch auf der Ebene der Genexpression
fortgesetzt werden. Die Transkriptomanalyse kann die generelle Reaktion von S. coelicolor auf
Schwermetallionenstress erfassen und die Induktion von Genclustern des Sekundarmetabolismus
anzeigen, deren Produkte bisher nicht nachweisbar sind.
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Kokultur von . avermitilis mit P. fluorescens

Induktion des Sekundérmetabolismus

Erfassung des Metabolitenprofils

Biotest
antibakterielle Substanzen

NMR

Umweltfaktoren

S. coelicolor-Kultur unter Metallionenstress

Induktion des Sekundirmetabolismus

Erfassung des Metabolitenprofils
GC-MS
Verbindungen des Duftprofils

LC-MS
Substanzenin Extrakten

Strukturaufklarung microarray

Genexpression

Abb. 11: Schematischer Uberblick iiber die geplanten Versuche.

In dieser Arbeit werden folgende Schwerpunkte gesetzt, um den Effekt eines biotischen und eines
abiotischen Umweltfaktors auf die Produktion von bioaktiven Naturstoffen in S. avermitilis und S.
coelicolor zu untersuchen:

Induktion eines verdnderten Metabolitenprofils von Streptomyces avermitilis durch die Kokultur
mit Pseudomonas fluorescens

+» Auswirkungen der Kokultur mit P. fluorescens auf den Sekunddrmetabolismus in S. avermitilis
und Uberpriifung der Guttationstropfen auf antibiotische Wirksamkeit.

*»* Analyse der Guttationstropfen von S. avermitilis.

Induktion eines verdnderten Metabolitenprofils von Streptomyces coelicolor durch Kultivierung
unter Schwermetallionenstress

®

% Einfluss von Cobaltionen auf das Metabolitenprofil von S. coelicolor.

«»+ Etablierung der microarray-Technik zur Erfassung der verdnderten Genexpression in S.
coelicolor unter Cobaltionenstress.
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Streptomyces avermitilis in Kokultur mit Pseudomonas fluorescens

3 Induktion eines verinderten Metabolitenprofils in Streptomyces
avermitilis durch Kokultur mit Pseudomonas fluorescens
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Streptomyces avermitilis in Kokultur mit Pseudomonas fluorescens - Einleitung

3.1 Einleitung

3.1.1 Auswirkungen biotischer Umweltfaktoren auf die Produktion von
Sekundiarmetaboliten in gemischten mikrobiellen Kulturen

In komplexen Umweltsituationen wie mikrobiellen Gemeinschaften werden Naturstoffe als Reaktion
auf die Interspezieskommunikation gebildet®®, daher ist auch unter Laborbedingungen die Induktion
mikrobieller Sekundarmetaboliten durch die Kokultur mit anderen Mikroorganismen maoglich.
Beispielsweise stellt eine marine bakterielle Gemeinschaft aus Pseudomonas aeroginosa und einem
Enterobakterienstamm ein blaues Pigment mit antibiotischen Eigenschaften her. Das Pyocyanin (29)
konnte in den Reinkulturen der einzelnen Vertreter nicht nachgewiesen werden.™ Es wurde belegt,
dass der Pseudomonadenstamm der eigentliche Produzent dieser Verbindung ist, wahrend der
Enterobakterienstamm die Synthese der Verbindung wahrscheinlich nur induziert.”™ Haufig werden
in  mikrobiellen  Kommunikationssystemen kleine  Signalmolekiile zur  Kontrolle der
Naturstoffproduduktion eingesetzt. Dies ertffnet neue Moglichkeiten wie den gezielten Einsatz
dieser Verbindungen zur Induktion des Sekundarmetabolismus in verschiedenen Mikroorganismen.
Eine wesentliche Rolle in der Kommunikation zwischen verschiedenen Mikroorganismen kdénnte
flichtigen Verbindungen zukommen. Ein Beispiel fiir die Wirkung einer fliichtigen Verbindung ist die
Hemmung der Biosynthese des autoregulatorischen Signalchinolons von P. aeruginosa (PQS, 30) und

die anschlieBende Reduktion der Pyocyaninbiosynthese durch das Sesquiterpen Farnesol (31).°%

[o) (o)
: :N\ OH
| )\/\)\/\)\A
N N
I H X X X OH
29 30 31

Abb. 12: Strukturen von Pyocyanin (29), PQS (30) und Farnesol (31).

Allerdings kann die Induktion des Sekundarmetabolismus in einer gemischten mikrobiellen
Gemeinschaft auch ohne den Austausch von chemischen Signalen stattfinden. In dem Pilz Aspergillus
nidulans wurden durch die Kokultur mit Streptomyces hygroscopicus die vier kryptischen Gencluster
zur Herstellung von Orsellinsdure (32), Lecanorsdure (33) sowie der Cathepsin-Inhibitoren F-9775A
(34) und F-9775B (35) induziert. Fir die Induktion dieser Gencluster war eine enge Assoziation
zwischen beiden Organismen nétig.[gl] Mikrobielle Reinkulturen sind unter natirlichen
Wachstumsbedingungen eine Ausnahme.” Es ist daher denkbar, dass die Biosynthese bisher
unbekannter bioaktiver Naturstoffe nur in Gegenwart von bestimmten Lebensgemeinschaften
stattfindet.

0 OH o)
o) 0 OH
(o] (o] (o] O:Q/
OH o OH HO HO OH
HO OH HO OH ) )
32 33 34 35

Abb. 13: Strukturen von Orsellinsdure (32), Lecanorsaure (33) und F-9775A (34) sowie F-9775B (35).
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Auswirkung der Kokultur mit Pseudomonas fluorescens auf das
Metabolitenprofil von Streptomyces avermitilis

Die Auswirkungen der Kokultur mit P. fluorescens auf das Metabolitenprofil von S. avermitilis wurde
durch die Analyse der Guttationstropfen, die auf der Oberflache von S. avermitilis gebildet werden,
untersucht.

Zuerst wurde Uberprift, ob die Zusammensetzung des Mediums einen Einfluss auf die Inhaltsstoffe
der gebildeten Tropfen hat.Neben dem SFM-Medium wurde S. avermitilis noch auf folgenden
Medien kultiviert: Minimalmedium fir Actinomyceten, Minimalmedium nach Hopwood,
Minimalmedium mit Glycerin, Minimalmedium mit Mannitol, SFG, SFGly-Agar, SFM50, SFM75.

Die Guttationstropfen wurden mit Glaskapillaren (Durchmesser 2 mm) gesammelt. Es wurden Proben
von S. avermitilis in Reinkultur auf SFM-Agar genommen, sobald die Bildung der Guttationstropfen
auf der Oberflache des Luftmyzels beobachtet werden konnte. Die Proben der Kokultur stammten
von Agar-Platten, die auf einer Seite mit S. avermitilis inokuliert wurden, auf der anderen Seite der
Agar-Platte zusatzlich mit P. fluorescens angeimpft worden waren.

Ob die gesammelten Tropfen von der Oberfliche des Myzels von S. avermitilis eine antibiotische
Aktivitat zeigten, wurde im Agardiffusionstest Gberpriift.

Uberpriifung der Guttationstropfen auf antibiotische Wirksamkeit

Zur Beurteilung der antibiotischen Wirkung der Guttationstropfen auf andere Bakterien wurden
Flussigkulturen des Modellorganismus E. coli auf LB-Agar und zwei Bodenbakterien, der Gram-
negative Stamm P. fluorescens sowie der Gram-positive Stamm B. subtilis, auf Nutrient-Agar
ausgestrichen. Die Guttationstropfen der S. avermitilis-Reinkultur sowie von Kolonien, die in Kokultur
mit P. fluorescens gewachsen waren, wurden mit Hilfe von Filterblattchen appliziert. Dazu wurde ein
steriles Filterpapier in die gesammelten Tropfen getaucht, kurz an der Luft getrocknet und in die
Mitte einer in dem jeweiligen Teststamm angeimpften Agar-Platte gelegt. Das vom Filterpapier
aufgenommene Volumen betrug 5 pl. Die Agar-Platten mit P. fluorescens sowie B. subtilis wurden bei
28 °C, die Agar-Platten mit E. coli bei 37 °C Uber 24 h inkubiert. Am nachsten Tag wurde die GroRRe
des Hemmhofs um das Filterplattchen gemessen.

Neben dem Test mit den Tropfen wurde noch eine direkte Kokultivierung mit den oben genannten
Teststammen durchgefiihrt. Durch diesen Versuch sollte berprift werden, ob durch den direkten
Kontakt zwischen den Arten die Produktion von bioaktiven Sekundarmetaboliten ausgel6st wird. Die
Teststamme wurden direkt mit S. avermitilis kultiviert. Im ersten Versuchsteil wurden die Bakterien
zeitgleich angeimpft, im zweiten Teilversuch die Streptomyceten 5 d bei 28 °C vorkultiviert und erst
dann die zweite Bakterienart angeimpft. Die Testbakterien wurden mit einer Impfdse in einem
Streifen auf einer SFM-Agarplatte ausgestrichen. Die Kultur von S. avermitilis wurde im rechten
Winkel zum Teststamm so ausgestrichen, dass die Streifen der beiden Kulturen sich in der Mitte einer
Agar-Platte durchkreuzten. Die Bestimmung der Wachstumshemmung erfolgte durch
Mikroskopieren der Kontaktzone und Messung der auftretenden Hemmzone.

17



Streptomyces avermitilis in Kokultur mit Pseudomonas fluorescens - Material und Methoden

3.2.2 Analyse der Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis

Die gaschromatographische Trennung und die anschlieRende Analyse in einem Massenspektrometer
sollten ndaheren Aufschluss Gber die niedermolekularen Inhaltsstoffe der Guttationstropfen von S.
avermitilis geben. Die Struktur einiger der analysierten Verbindungen wurden auBerdem mit
Kernspinresonanzspektroskopie untersucht und der biosynthetische Ursprung der identifizierten
Substanzen durch Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie geklart.

GC-MS-Analyse der Guttationstropfen

Die Flussigkeitsansammlungen auf der Oberflache der Kolonien wurden in sterile Glaskapillaren
aufgesaugt und in einem GC-Vial vereinigt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -20
°C aufbewahrt.

Da wassrige Losungen ungeeignet fir die Analyse im GC-MS sind, wurden die Proben vor der
Messung im Argonstrom getrocknet. Jeder Probe (20 pl) wurden 2 pl Sorbitollésung (1 mg/ml) als
interner Standard zugesetzt.

Die GC-MS-Analyse der in den Tropfen geldsten Verbindungen erforderte die Herstellung fliichtiger
und thermostabiler Derivate der Inhaltsstoffe. Dazu wurde das Derivatisierungsreagenz MSTFA
(2,2,2-Trifluoro-N-methyl-N-trimethylsilyl-acetamid) eingesetzt. Dieses Trimethylsilylacetamid ersetzt
Wasserstoff an einer Reihe polarer Verbindungen durch eine Trimethylsilyl-Gruppe.

Die getrockneten Proben wurden mit 20 pl MSFTA versetzt und 1 h bei 60 °C inkubiert. Die
derivatisierte Probe wurde in Mikroglaseinsatze (iberfiihrt und 1 pl der Probe injiziert. Die Trennung
der fliichtigen Verbindungen erfolgte auf einer Zebronsaule (Vorsdule 10 m, 15 m, 0,25 mm, 0,25 um,
Phenomenex) mit einem Split von 11 ml/min bei einem Heliumfluss von 1,5 ml/min. Die Proben
wurden unter folgendem Temperaturprogramm aufgetrennt: 50 °C (0 - 2 min), 50 bis 80 °C (2 - 4
min), 80 bis 280 °C (4 - 33 min), 280 °C (33 - 36 min). Fur die statistische Auswertung der Daten
wurde der parameterfreie Mann-Whitney-U-Test genutzt.

Strukturaufklarung mit NMR

Die Struktur der Verbindungen aus den Tropfen von S. avermitilis wurde durch
Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance — NMR) untersucht.

200 pl der gesammelten Guttationstropfen von verschiedenen Reinkulturen wurden vereinigt und
gefriergetrocknet, anschlieBend in 600 pl D,O gel6st und Trehalose (100 pg/ml) als interner Standard
zugegeben. Von dieser Probe wurde ein *H-NMR Spektrum aufgezeichnet.

Darstellung der Saccharoseverteilung in den Guttationstropfen durch Injektion einer
radioaktiv markierten Referenzsubstanz

Wahrend der Experimente zur Analyse der Tropfen war aufféllig, dass die Flissigkeitsansammlungen
hauptsachlich Saccharose enthielten und von der Oberfliche der Kolonien von S. avermitilis im
Verlauf der Inkubation verschwanden. Es wurde daher radioaktiv markierte Saccharose in die
Tropfen injiziert, um den Abbau dieser gelésten Verbindung in den Kulturen von S. avermitilis
nachzuvollziehen.

Fiir dieses Experiment wurden SFM-Agar-Platten mit S. avermitilis angeimpft. Das Inokulum wurde
fiir die Reinkultur in mehreren diinnen Streifen auf der Platte verteilt. Auf den Platten der Kokulturen
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wurden abwechselnd S. avermitilis und P. fluorescens in diinne Streifen angeimpft (Abb. 18). Die
Platten wurden bis zur Beobachtung der Guttationstropfen bei 28 °C 7d inkubiert. Als die
Guttationstropfen auf der Oberflache der Reinkultur von S. avermitilis und auf den Kolonien von S.
avermitilis in Kokultur mit P. fluorescens gebildet wurden, erfolgt die Injektion der Referenzsubstanz.
Die radioaktiv markierte Saccharose war in Ethanol gel6st, daher wurden 10 pl (0,0076 MBq)
radioaktiv markierter Saccharosel6sung im Vakuum getrocknet und das Loésungsmittel gegen Wasser
ausgetauscht, um einen Einfluss des Losungsmittels auf den Versuch auszuschlieBen. Je 2 pl dieser
Losung wurden mit einer Mikrospritze (10 pl) in die Tropfchen injiziert. Die so prdparierten Platten
wurden auf einen radiosensitiven Phosphorfilm platziert und bei Raumtemperatur inkubiert. Der Film
wurde auf dem Phosphorimager wahrend der viertagigen Versuchszeit taglich gescannt.

Klarung des Ursprungs der Saccharose durch IR-MS

Die Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie (isotope ratio mass spectrometry — IR-MS) ist eine
Methode zur Bestimmung der relativen Verteilung von Isotopen in den Proben. Aufgrund des
Massenunterschieds der Kohlenstoffisotope kommt es bei Transportprozessen und chemischen
Umsetzungen von Kohlenstoff zum sogenannten Fraktionierungseffekt.®? Da die beiden Isotope *C
und ™C nicht radioaktiv und deshalb stabil sind, kann dieser Fraktionierungseffekt ber deren
Isotopenverhaltnis bestimmt werden. In biologischen Systemen wird das leichtere Kohlenstoffisotop
bevorzugt. Das begilinstigte Kohlenstoffisotop akkumuliert sich wahrend des Stoffwechsels. Daher
haben alle Verbindungen aus dem Metabolismus jedes Organismus ein typisches *C/*C-
Isotopenverhaltnis. Durch die Bestimmung des Verhltnisses der stabilen Isotope *C/**C ist es
moglich, den Ursprung von Verbindungen aus dem Tropfen von S. avermitilis zu ermitteln. Anhand
der *C/**C-Isotopenverhiltnisse kann unterschieden werden, ob der Zucker in den Guttationstropfen

von den Bakterien selbst hergestellt wurde oder aus dem Medium stammte.*>®"!

Tab. 4: Proben fiir **c/**C Isotopen-MS.

Analyt Probe

Sojamehl

Mannitol

Agar-Agar

getrockneter, pulverisierter SFM-Agar
getrockneter Riickstand der Tropfen
getrocknetes Myzel

Saccharose mit HPLC aus Sojamehl gereinigt

NoOojunndhWIN|F

Alle Proben (Tab. 4) wurden in drei Replikaten abgewogen und in Zinnkapseln eingefllt. Die flussigen
Proben wurden zuvor getrocknet. Durch das Zusammenpressen der Kapseln wurde das
Probenmaterial versiegelt.

Die versiegelten Kapseln wurden in einem konstanten Heliumstrom (80 ml) in einem
Elementaranalysator quantitativ zu CO, N, und H,0 verbrannt (Oxidation bei 1020 °C, Reduktion bei
650 °C). Nach der Passage einer Wasserfalle Mg(ClO,), wurden die Gase bei 85 °C chromatographisch
getrennt und zur Bestimmung der Isotopenverhiltnisse in das angekoppelte Massenspektrometer
Uberfuhrt. Die Isotopenverhaltnisse wurden als o relativ zum VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite)-
Standard berechnet.®® Die statistische Analyse der Daten erfolgte durch den parameterfreien
Kruskal-Wallis H-Test.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Wachstum von Streptomyces avermitilis in Kokultur und Uberpriifung der
antibiotischen Wirkung der Guttationstropfen

Die Ansammlung der hellbraunen Guttationstropfen (Abb. 14) auf der Kolonieoberflaiche von S.
avermitilis konnte nur bei der Kultivierung auf SFM-Agar (max. 30 ul pro Platte) in sehr geringem
Ausmal (< 2 pl) auf SFM75- und SFG-Agar beobachtet werden. Da das gebildete Flussigkeitsvolumen
wahrend des Wachstums auf SFM-Agar am hochsten war, wurde dieses Medium fiir die Kultivierung
von S. avermitilis in dem weiteren Versuch benutzt.

Abb. 14: Kokultur von Streptomyces avermitilis und Pseudomonas fluorescens: (A) gut zu erkennen ist die Bildung von
Guttationstropfen vorrangig im Randbereich der Kolonien von Streptomyces avermitilis, (B) Einzelkolonie von
Streptomyces avermitilis mit Guttationstropfen an ihrem Rand.

Die antibiotische Aktivitat von gelosten Substanzen in den Guttationstropfen wurde liberprift, indem
diese Flussigkeit auf verschiedene Teststamme appliziert wurde. Weder das eingesetzte Volumen der
Guttationstropfen aus den Reinkulturen von S. avermitilis noch die Guttationstropfen aus der
Kokultur von S. avermitilis mit P. fluorescens bewirkte eine Wachstumshemmung der untersuchten
Teststamme S. subtilis, P. fluorescens und E. coli. Daher wurde im Anschluss das Potential der
untersuchten Streptomycetenarten zur direkten Wachstumshemmung der Teststamme in einem
weiteren Experiment eingeschatzt. Die direkte Inokulation von S. avermitilis bewirkte keine
Verminderung des Wachstums bei den untersuchten Teststammen S. subtilis, P. fluorescens und E.
coli. Daher wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, in dem die Streptomycetenkulturen vor den
Teststimmen angeimpft wurden. Streptomyceten wachsen im Vergleich zu anderen Bakterien
langsam. Das zeitverzogerte Animpfen der Teststdmme sollte zur Etablierung der
Streptomycetenkulturen  dienen; in  diesem  Zeitraum  konnten die  untersuchten
Streptomycetenstamme zur Bildung des Luftmyzel {(ibergehen und zeitgleich die bioaktive
Sekunddrmetabolite zum Schutz ihrer Nahrstoffressourcen bilden. In diesem Versuch verursachte S.
avermitilis keine Wachstumshemmung bei einem der Teststamme.
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Analyse der Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis

Die Bildung von Guttationstropfen auf der Oberflache von Streptomycetenkolonien ist typisch fir
diese Organismen, bisher wurde dieses Phamonen jedoch nur unzureichend charakterisiert. Kolonien
von S. avermitilis bildeten auf SFM-Agar regelmaRig Guttationstropfen auf ihrer Oberflache (Abb. 14).
Die Tropfen erschienen vom flinften bis zum siebten Tag der Kultivierung auf der Oberflache des
Myzels von S. avermitilis und waren nach dem zwolften Kulturtag nicht mehr sichtbar. Diese Tropfen
entstanden sehr haufig an den AuBengrenzen der Kolonien. Die Analyse und Charakterisierung der in
den Guttationstropfen geldsten Substanzen erfolgte mittels GC-MS und NMR.

GC-MS-Analyse der Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis

Bei der Untersuchung der Tropfen wurde Saccharose in den Guttationstropfen von S. avermitilis
nachgewiesen und mit Hilfe von Sorbitol als internem Standard quantifiziert. Die nachweisbare
Menge von Saccharose in den Tropfen von S. avermitilis in Kokultur mit P. fluorescens war zu jedem
untersuchten Zeitpunkt geringer als in der Reinkultur von S. avermitilis.

Saccharosekonzentration in Guttationstropfen
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Abb. 15: Box-Plot der Saccharosekonzentration in den Guttationstropfen der Streptomyces avermitilis-Reinkultur (oben)
im Vergleich mit der Kokultur von Streptomyces avermilitis mit Pseudomonas fluorescens (unten), Kulturdauer 12 d auf
SFM-Agar, mit durchschnittlicher Saccharosekonzentration in pg/pul, n = 3.

Die Ergebnisse der GC-MS-Analysen zeigten statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Messwerten der Reinkultur und den korrespondierenden Messwerten der Kokultur. In der Reinkultur
von S. avermitilis stieg die Saccharosekonzentration in den Guttationstropfen (iber den
Kultivierungszeitraum an. Die Saccharosekonzentration in den Guttationstropfen aus der Reinkultur
lag nach sechs Tagen bei 0,6 pug/ul. Dieser Wert stieg nach zwei weiteren Tagen Kultivierung leicht
an. Am zwolften Tag nach der Inokulation war die durchschnittliche Saccharosekonzentration in den
Guttationstropfen im Vergleich zum Versuchsbeginn verdreifacht. Im Gegensatz zur Reinkultur wurde
in den Proben von S. avermitilis aus der Kokultur eine Verringerung der Saccharosekonzentration im
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Verlauf des Experiments nachgewiesen. Die graphische Darstellung (Abb. 15) verdeutlicht, dass zu
Beginn des Versuchs, nach sechs Tagen Wachstum der untersuchten Kulturen, in den Tropfen aus der
Kokultur durchschnittlich die Halfte der Menge Saccharose gemessen wurde, die in den
Guttationstropfen der Reinkultur vorhanden war. Nach neuntagiger Kokultivierung mit P. fluorescens
war nur noch ein Zehntel der anfanglich gemessenen Saccharosemenge nachweisbar. In den Proben
nach zwolf Tagen Kokultivierung reduzierte sich diese Menge noch einmal um die Halfte (Abb. 15).

Strukturaufkldrung mit NMR

Zur Strukturaufklarung der in den Tropfen von S. avermitilis enthaltenen Substanzen wurden die
Guttationstropfen von der Oberflidche der Reinkulturen per NMR untersucht. Das ‘H-NMR-Spektrum
der Guttationstropfen zeigte ein Mischspektrum mit den typischen Signalen von Saccharose.
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Abb. 16: 1H-NMR-Spektrum (unten) der Tropfen von Streptomyces avermitilis liberlagert mit dem 'H-NMR- (oben)
Spektrum von Saccharose.

Neben der Saccharose liegen vermutlich noch zwei weitere Disaccharide in den Tropfen vor.

Trehalose, Maltose, Cellobiose, Gentobiose und Laktose konnten durch den Vergleich mit Standards
flr diese Verbindungen ausgeschlossen werden.
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=
=
E g
% ‘ 2 E 7/
w | o =
El £ £
g £ E
iy 1t
5 ||
J'/ / [ } \
.J u [ |
I h ’ )
T " . W f,vh/ [ \VWN )
| i
ety ) Mmﬂwwwmmww ~ hFena /
= | | |
@ ) -o’JL ® \ c’l : o
[ [=] b (=] o
E 3 |3 g 2
o o~ - ﬂ(
1T 17T r7 1 77T T+ 17T 71 7T 7T 1T 7T 17Tt 7 1T 17 71T 1T 1T 1T T T T T 7 T T T T 1T 77T T
540 536 532 528 524 520 516 512 508 504 500 496 492

(ppm)

Abb. 17: Ausschnitt des 1H-NMR-Spektrums anomerer Protonen von Zuckern in den Tropfen von Streptomyces avermitilis
und Signalen des Trehalose-Standards, Integrale erlauben die Berechnung der urspriinglichen Saccharosekonzentration
in den Tropfen von Streptomyces avermitilis.

Die Bestimmung der Saccharosekonzentration in den Tropfen der S. avermitilis-Reinkultur erfolgte
tber die Flachenintegration der anomeren Protonensignale im *H-NMR-Spektrum. Fiir diese Messung
waren die Tropfen mehrerer Reinkulturen mit einer Kulturdauer von 6 bis 9 Tagen vereinigt worden.
Aus der Messung ergab sich eine Saccharosekonzentration von 0,125 pg/ul. Dieser Wert lag in der
gleichen Dimension wie die Ergebnisse der GC-MS-Analyse fir die Guttationstropfen nach 6 und 9 d
Kultivierung (0,573-0,666 pg/ul).

23




Streptomyces avermitilis in Kokultur mit Pseudomonas fluorescens - Ergebnisse

3.3.2 Verteilung radioaktiv markierter Saccharose nach Injektion in die
Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis

Die Abgabe der Guttationstropfen war in der Reinkultur sowie in der Kokultur auf einen bestimmten
Zeitraum beschrankt und die Guttationstropfen waren wenige Tage nach ihrem Erscheinen auf der
Oberflache des Myzels nicht mehr sichtbar. Durch die Injektion radioaktiv markierter Saccharose in
die Guttationstropfen war die Verteilung dieser Substanz auf einem radiosensitiven Film
nachvollziehbar. Aus diesem Versuch konnte geschlossen werden, ob die Saccharose in den
Guttationstropfen zur Abgabe an die Umwelt bestimmt war oder wieder in die Kultur aufgenommen
wurde.

D F

Abb. 18: Verteilung mit radioaktiv markierter Saccharose dotierter Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis, die
Pfeile kennzeichnen die Positionen der Injektion von C-markierter Saccharose in jeweils einem Guttationstropfen jeder
Kultur: (A) Foto der Kokultur nach dem Versuch, (B) Foto der Reinkultur nach dem Versuch, (C) Scan der Kokultur nach 1
d, (D) Scan der Reinkultur nach 1 d Inkubation mit C-markierter Saccharose, (E) Scan der Kokultur nach 4 d, (F) Scan der
Reinkultur nach 4 d.

Nach der Inkubation Uber Nacht war die Radioaktivitit der *C-markierten Saccharose in der
Reinkultur sowie in der Kokultur um die Position des urspriinglich injizierten Tropfens nachweisbar
(Abb. 18 C und D). Im Vergleich zu diesen Aufnahmen schwéchte sich das Signal nach der viertagigen
Inkubationszeit in der Kokultur mit P. fluorescens (Abb. 18 E) deutlich ab, wahrend sich das Signal in
der Reinkultur (Abb. 18 F) verstérkte.
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Woher stammt die Saccharose in den Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis?
Bestimmung der Isotopenverhiltnisse durch IR-MS

Durch die Bestimmung der *C/*’C-Isotopenverhiltnisse sollte die Frage, ob der Zucker in den
Guttationstropfen von S. avermitilis direkt aus dem Medium stammte oder von den Bakterien aus
Bestandteilen des Mediums produziert wurde, beantwortet werden. Dazu wurden die “*C/*C-
Isotopenverhaltnisse der Substanzen aus den Guttationstropfen mit dem Isotopenverhaltnis des
Mediums und dessen einzelnen Komponenten verglichen (Abb. 19).

Ergebnisse der Isotopenanalyse
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Abb. 19: Box-Plot der Isotopenverhaltnisse des Mediums, der Bestandteile des Mediums sowie des Myzels von
Streptomyces avermitilis und der Guttationstropfen, n=3.

Die statistische Auswertung zeigte, dass die Messwerte in drei verschiedene Gruppen
zusammengefasst werden konnten, die sich signifikant voneinander unterschieden. Die die Proben
des Sojamehls, des Mannitols und der Saccharose aus dem Sojamehl weisen &ahnliche Bt
Isotopenverhaltnisse auf und wurden daher als Gruppe | zusammengefasst (Abb. 19). Da alle diese
Verbindungen aus der Photosynthese von Landpflanzen stammen, liegen diese Messwerte in der
gleichen GréRenordnung. Dieser Bestandteil des Mediums wird von marinen Algen produziert und ist
daher durch ein abweichendes *C/*C-Isotopenverhiltnis (Ill in Abb. 19) gekennzeichnet. Fiir die
deutlich voneinander divergierenden Isotopenverhiltnisse der einzelnen Bestandteile (Mannitol,
Sojamehl, Agar-Agar) ergab sich ein Durchschnittswert fir das SFM-Medium von & = -24,06. Der
rechnerisch ermittelte Mittelwert aus den Isotopenverhaltnissen der Mediumsbestandteile betragt 6
=-23,83. Die Abweichung zum tatsachlich gemessenen Wert (iber den Rahmen der Messgenauigkeit
von 0,23 %o hinaus ist einem Einwaagefehler bei der Herstellung des Mediums geschuldet. Das auf
dem SFM-Medium kultivierte Myzel und die Guttationstropfen von S. avermitilis zeigten mit & =
24,11 und 6 = 23,93 sehr ahnliche 13C/lZC-IsotopenverhéiI'cisse und wurden daher mit dem SFM-
Medium in der Gruppe Il zusammengefasst. Der Wert flir die Saccharose, die aus dem Sojamehl
aufgereinigt wurde, ist mit 6 = 25,97 deutlich verschieden von dem 13C/lZC-Isotopenverhéiltnis der
Guttationstropfen. Dieses Ergebnis stiitzt die These, dass die Saccharose in den Tropfen nicht direkt
aus dem Medium dort eingelagert, sondern aus den Bestandteilen des Mediums durch S. avermitilis
aufgebaut und in die Tropfen transportiert wird.
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3.4 Diskussion

3.4.1 Antibiotische Wirkung der Guttationstropfen

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte der Effekt von Kokultivierung mit P. fluorescens auf das
Metabolitenprofil von S. avermitilis untersucht werden. Zur Induktion potentiell bioaktiver
Naturstoffe in S. avermitilis wurde S. avermitilis mit anderen Bakterien auf Festmedien kultiviert. Die
gemischten Kulturen wurden auf eine Wachstumshemmung der Teststamme untersucht. Gleichzeitig
wurden die Tropfen von der Oberflache der Streptomycetenkolonien auf ihre Bioaktivitat getestet.

Obwohl die Bildung von Guttationstropfen auf der Oberflaiche von Streptomycetenkolonien ein
haufig beobachtetes Phdanomen ist und sie zur phylogenetischen Bestimmung einzelner Arten
herangezogen wird®!, wurde sie bisher kaum systematisch studiert. Allerdings gibt es zur
okologischen Bedeutung der Tropfen, die von Pilzen gebildet werden, mehrere Untersuchungen. Es
wurde nachgewiesen, dass die Tropfen auf der Oberflaiche von Scerotia sclerotiorum und des
Basidiomycetenstamms RES Ik Enzyme beinhalten.®”* Es wurde auch postuliert, dass die Tropfen
ein Reservoir fir Sekundarmetabolite oder andere Stoffwechselprodukte sind und sie. Diese
Verbindungen bis zu ihrer Verwendung speichern.™® Eine gegenliufige Hypothese lautet, dass die
Tropfen als Wasserreservoir dienen.”® Annahmen uber Bedeutung der Guttationstropfen fiir
Streptomyceten sind bisher reine Spekulation.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass S. avermitilis auf SFM-Agar keine gegen die
Teststdmme S. subtilis, P. fluorescens und E. coli wirksamen Verbindungen in den Guttationstropfen
speichern. Auch die Tropfen von Kulturen von S. avermitilis, die gemeinsam mit P. fluorescens
inkubiert worden waren, zeigten keine antibakterielle Aktivitdt. S. avermitilis wird industriell zur
Produktion des Makrolids Avermectin (4) eingesetzt, allerdings ist von dieser Verbindung keine
antimikrobielle Wirkung bekannt.”® Falls die Tropfen auf der Oberfliche von S. avermitilis tatséchlich
als Reservoir fur bioaktive Sekundarmetabolite dienen sollten, werden diese Substanzen nicht bei der
Kultivierung auf SFM-Medium gebildet, sind nicht gegen die verwendeten Teststamme aktiv oder
nicht in ausreichender Konzentration vorhanden, um eine antibiotische Wirkung entfalten zu
kénnen.

Die direkte Untersuchung von gemischten Kulturen auf festem Medium kldrte die Frage, ob die
untersuchten Streptomycetenarten Uberhaupt unter den gewahlten Wachstumsbedingungen eine
Hemmung der Teststamme B. subtilis, E. coli und P. fluorescens durch antibiotisch wirksame
Verbindungen verursachen. Auch in diesem Versuch konnte keine Wachstumsbeeintrachtigung der
Teststamme festgestellt werden.

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits bei der Suche nach antibiotisch wirksamen Substanzen aus S.
[102]

avermitilis mit B. subtilis als Indikatorstamm ermittelt.
Die Bildung der Guttationstropfen auf der Oberflache von S. avermitilis konnte auf einzelnen Medien
beobachtet werden und die geldsten Bestandteile in den Tropfen stammen nach den Ergebnissen der
Isotopenanalyse aus dem Medium. Daher scheint die Zusammensetzung des Kultivierungsmediums
einen direkten Einfluss auf die Bildung sowie die Zusammensetzung der Tropfen auf der Oberflache
von S. avermitilis zu haben. Mdglicherweise hatte das reichhaltige Medium auch Auswirkungen auf
das Ergebnis des Biotests. Am Bespiel des Granaticins wurde gezeigt, dass Aminosduren aus dem
Medium den Wirkmechanismus dieses Antibiotikums aufheben. Granaticin ist eine dem Actinorhodin
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(11) strukturell dhnliche Verbindung und vermindert das Wachstum von Gram-positiven Bakterien
durch die Hemmung der Leucin-Aminoacyl-t-RNA-Synthetase.[m] Eine hohe Leucinkonzentration im
Medium schwacht daher seine Wirkung ab. Das komplexe Versuchsmedium in den Experimenten zur
direkten Kokultur konnte die Bildung einer Hemmzone verhindert haben. Unter natirlichen
Bedingungen kdonnten von S. avermitilis gebildete Substanzen Effekte auf die Teststamme haben, die
unter den gewahlten Versuchsbedingungen nicht zu beobachten waren.

3.4.2 Hauptinhaltsstoff der Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis
Erstmalig konnte (3.2.2) gezeigt werden, dass die Tropfen auf der Oberflache von S. avermitilis neben
zwei unidentifizierten Disacchariden hauptsachlich geléste Saccharose enthalten. Die Konzentration
dieses Disaccharides nahm in den Tropfen der Reinkultur mit der Dauer der Kultivierung zu. Diese
Beobachtung kann durch die Verdunstung von Wasser aus den Tropfen erklart werden. Die
Reinkultur von S. avermitilis schien im beobachteten Zeitraum nicht auf den Energielieferanten
Saccharose angewiesen zu sein. Die Tropfen von S. avermitilis aus der Kokultur mit P. fluorescens
enthielten schon zu Beginn der Messung weniger Zucker als die Kontrolle und sind vergleichsweise
gering konzentrierte Losungen. Moglicherweise gibt S. avermitilis in Konkurrenzsituationen um
Nahrstoffe weniger von dieser Ressource an die Umgebung ab. Da S. avermitilis weder in Reinkultur
noch in Kokultur mit P. fluorescens in den Versuchen dieser Arbeit abiotisch wirksame Verbindungen
produzierte, kénnte die Saccharose an den Konkurrenten verloren gehen. Anderseits ist es auch
denkbar, dass weniger Zucker in den Tropfen nachweisbar war, weil S. avermitilis in der Kokultur
weniger Substrat fir das Wachstum als in der Reinkultur zur Verfligung stand.

3.4.3 Ursprung und Verteilung der abgebenden Saccharose in Streptomyces
avermitilis

S. avermitilis produzierte die geldsten Inhaltsstoffe in den Tropfen aus den Bestandteilen des
Mediums und lagerte sie in den Tropfen ein. Dieser Schluss lasst sich aus den ermittelten
Isotopenverhaltnissen des Mediums und der gelosten Bestandteile in den Tropfen ziehen. Die
Versuche zur Verteilung der Saccharose aus den Guttationstropfen von S. avermitilis wahrend der
Inkubation in der Kokultur ergaben, dass die Saccharose aus den Tropfen wahrscheinlich in
Gegenwart von P. fluorescens wieder aufgenommen und dann veratmet wurde. In der
Konkurrenzsituation mit P. fluorescens mobilisierten die Zellen von S. avermitilis scheinbar diese
Ressource wieder, wahrend der Zucker in der Reinkultur von S. avermitilis in den Tropfen verblieb.

Maogliche dkologische Bedeutung der Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis

Die Abgabe der Tropfen erfolgte verstarkt an den Grenzzonen der Kolonie, in denen die jlngsten
Teile des Myzels lokalisiert sind. Moglicherweise diente die Saccharose in den Tropfen als
Energiespeicher (ein Molekiil Saccharose = 28 ATP) nach dem Abbau des Substratmyzels, um die
Versorgung des metabolisch aktiven Teils der Kolonie zu gewahrleisten. Allerdings ist das bevorzugte
Disaccharid zur Speicherung von Energie in Streptomyceten Trehalose."® Dieses Disaccharid ist
weitestgehend inert gegen den Abbau durch metabolische Enzyme und wird wahrend des
Wachstums der Kolonie und auch in den Sporen als Energiespeicher genutzt.[los]

Noch ist unklar, ob diese Tropfen von Streptomyceten aktiv von S. avermitilis abgegeben werden
oder ob sie sich passiv auf der hydrophoben Oberflache der Kolonien sammeln. Das Myzel von
Streptomyceten auf einer Agar-Platte besteht aus vielfach verzweigten Filamenten. Wasser aus dem
Medium konnte durch Kapillarkrdfte zwischen den Filamenten aufsteigen und durch aktive Abgabe
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von Saccharose angereichert werden. Sollte allerdings ein passiver Mechanismus zugrunde liegen,
musste die Verteilung der Tropfen zufallig tiber die Kolonie erfolgen und die Bildung der Tropfen
anhalten, solange das Myzel besteht. Da die Bildung der Guttationstropfen auf der Oberflache von
der S. avermitilis-Kolonie jedoch lokal und zeitlich beschrankt erfolgte, scheint eine Kopplung an das
Wachstum der Kolonie wahrscheinlicher. Moglicherweise erzeugt die aktive Abgabe einer
konzentrierten Saccharosel6sung einen Nachstrom von Wasser entlang des osmotischen Gefalles.
Denkbar ist auch, dass die Abgabe der Saccharoselosung eine dhnliche Funktion hat, wie der florale
Nektar bei Pflanzen. Moglicherweise dient der Zucker zur Belohnung von im Boden lebenden Tieren,
die die Sporen der Kolonie verbreiten. Vertreter der Collembolen (Springschwinze)® und der
Oligochaetenfamilie der Enchytreidae®
aufnehmen und transportieren.

weiden Strepomycetenkulturen ab und kénnten so Sporen

Die hochste ermittelte Zuckerkonzentration lag in den Tropfen der Reinkultur nach 12 d Kultur bei ca.
0,2 % (S. 21 und 22). Pflanzen belohnen ihre Bestauber mit konzentrierten Zuckerlésungen (10 - 30
%)[107]. Die Zuckerkonzentration in den Tropfen von S. avermitilis ist im Vergleich mit dem floralen
Nektar von Pflanzen relativ gering. Saccharose ist nicht fliichtig, das heiRt, bodenbewohnende
Insekten millten erst auf einen Guttationstropfen stoRen und die Loésung aufnehmen, um vom
enthaltenen Zucker zu profitieren. Zusatzlich ware im Fall von S. avermitilis die Aufnahme des Myzels
fir bodenlebende Insekten oder Nematoden fatal, da S. avermitilis Avermectin (4) produziert. Diese
Substanz wird zur Bekampfung von parasitischen Nematoden und Arthropoden eingesetzt.!%!
Hopwood™® schlug vor, dass Nematoden und Insekten nach dem Abweiden einer
Streptomycetenkolonie von den enthaltenen bioaktiven Verbindungen getdtet werden und ihre
Kadaver im Anschluss als Nahrstoffquelle fir die sporulierenden Bakterien dienten. Diese Tatsachen
sprechen gegen die Hypothese zur Belohung der Sporenverbreitung durch die Guttationstropfen von
S.avermitilis.

28



Streptomyces avermitilis in Kokultur mit Pseudomonas fluorescens - Ausblick

3.5 Ausblick

Bei der Kultivierung auf SFM-Agar konnte keine Speicherung von antibiotisch wirksamen Substanzen
gegen die Teststamme B. subtilis, P. fluorescens und E. coli in den Guttationstropfen von S. avermitilis
nachgewiesen werden. Auch die gemeinsame Kultivierung mit S. avermitilis bewirkte keine
Wachstumshemmung der Teststamme, moglicherweise ist ein anderer Versuchsaufbau erfolgreicher:

Die Kultivierung auf ndhrstoffarmen Medien, die Kokultur mit anderen Bakterien (Streptomyceten)
oder Pilzen koénnten vielversprechende Ansatze zur Induktion und Nachweis bioaktiver
Sekunddrmetabolite sein.**

Die Analyse der Guttationstropfen in GC-MS und NMR lieferte durch zusétzliche Signale von Zuckern
Hinweise auf weitere Inhaltsstoffe neben dem Hauptbestandteil Saccharose. Daher ware die
Charakterisierung der weiteren Zucker eine interessante Weiterfiihrung dieser Untersuchungen.
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4 Induktion eines verdnderten Metabolitenprofils durch
Schwermetallionenstress in Streptomyces coelicolor
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4.1 Einleitung

4.1.1 Einfluss von Metallionenstress auf den Sekundiarmetabolismus in
Actinomyceten

Unter extremen Umweltbedingungen, wie z. B. in hyperhalinen Gewdssern oder
schwermetallbelasteten Bergbauflachen, kénnen nur wenige Arten existieren. Die mikrobiellen
Bewohner dieser, vom Menschen als lebensfeindlich betrachteten, 6kologischen Nischen unterliegen
daher kaum dem Konkurrenzdruck anderer Spezies und sollen ein geringes Potential haben,
Antibiotika zu produzieren, weil sie sich nicht gegen andere Organismen durchsetzen miussen.*®
Allerdings konnten aus den Boden friherer Urantagebaue acht metallresistente Actinomyceten
isoliert werden, die in antimikrobiellen Biotests die Produktion bioaktiver Substanzen unter
Schwermetallionenstress zeigten. Alle untersuchten Stadmme stellten in einer mit Schwermetallionen
belasteten Umgebung, unabhangig von der Dauer der Exposition, bioaktive Substanzen her. Eine
Verschiebung des Sekundarmetabolitenprofils unter Schwermetallstress wurde aber auch bei zwei
Stammen beobachtet, die aus unbelasteten Béden isoliert wurden. Nicht nur die Stamme langfristig
belasteter Boden wiesen bei der Kultivierung in Gegenwart von Schwermetallionen Veranderungen
des Metabolitenprofils auf, sondern auch solche Stdamme, die sich nur Uber einen relativ kurzen
Zeitraum an den belasteten Lebensraum anpassen mussten oder aus vollig unbelasteten Habitaten
stammten. Eine mogliche Erklarung fir die Produktion von antimikrobiell wirksamen Verbindungen
unter Schwermetallionenstress ist die Vermutung, dass die Aktivierung des Sekundarmetabolismus
mit der Stressantwort der getesteten Staimme gekoppelt sein kénnte.™* Viele Schwermetallionen
sind in geringen Konzentrationen als Mikroelemente essentiell fiir das Wachstum von

[110]

Mikroorganismen" ", da sie flir metallabhdngige Enzymfunktionen unerlasslich sind. Hoéhere

1121 |nsbesondere

Konzentrationen dieser lonen haben allerdings einen toxischen Effekt.™™"
Schwermetalle ohne bekannte physiologische Funktion wie Blei und Cadmium stéren schon in
geringen Mengen den Metabolismus™ /. Biochemisch essentielle Metallionen haben eine hohere
Affinitit zu sauerstoffhaltigen Liganden und neigen eher zur Ausbildung von ionischen Bindungen™®,
wahrend nicht-essentielle, toxische Metallionen eher kovalent an stickstoff- oder schwefelhaltige
Substanzen binden. Ob der Stoffwechsel einer bakteriellen Zelle in Gegenwart von
Schwermetallionen aufrechterhalten werden kann, hdngt von der Konzentration, den spezifischen
Eigenschaften der Metallionen sowie von der Nahrstoffverfigbarkeit ab.'® In Abhéngigkeit von den
Umweltbedingungen haben bakterielle Zellen verschiedene Mechanismen zur Aufrechterhaltung des
Metabolismus bei hohen Konzentrationen von Metallionen in ihrer Umgebung entwickelt, so

beispielsweise:

e Vor der Aufnahme in die Zelle kénnen freie Metallionen auBerhalb durch Freisetzung von

Chelatoren ins Medium gebunden werden.™®

e Zusatzlich konnen Metallkationen durch die negative Netto-Ladung der AuRenseite an der

Zellwand akkumulieren (Biosorption).[m’m]

e Nach der Aufnahme in die Zelle kénnen Metallionen aktiv aus der Zelle durch spezifische

Efflux-Transporter abgeben werden.*?"

e Weiterhin kann die Bindung und Detoxifizierung der Metallionen innerhalb der Zelle

erfolgen.!*!
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Die Bildung von Sekundarmetaboliten kann ein Teil der eingeleiteten Stressantwort gegen erhohte

Schwermetallkonzentrationen auerhalb der Zelle sein. Eine groRe Anzahl von Sekundarmetaboliten

[122] [123, 124]

wie das Antibiotikum Istatin”", das Pigment Melanin und wahrscheinlich ebenfalls

Actinorhodin® (11) konnen als Chelatoren wirken. Auch fiir den A-Faktor (21) wurde die Bindung

.1 Bivalente Metallkationen kénnten somit nicht nur mit

von Cobaltionen postulier
Sekundarmetaboliten selbst interagieren, sondern auch durch die Beeinflussung der Genregulation

einen Effekt auf die Produktion von Antibiotika und Pigmenten haben (Tab. 5).

Tab. 5: Effekte physiologisch aktiver bivalenter Kationen auf den Sekunddrmetabolismus verschiedener
Streptomycetenarten.

Metallion Sekundarmetabolit Organismus Quelle

Cobalt (Co™) Coumermycin Al-Produktion S .rishiriensis (125}
stimuliert

Cobalt (Co™) Bildung eines roten Pigments S. griseus 1871
stimuliert

Kupfer (Cu®"), Zink (zn*), Pigmentbildung stimuliert S. galbus (126}

Mangan (Mn**)und Chrom (Cr*)

Nickel (Ni**) und Cadmium Pigmentbildung gehemmt S. galbus (1271

(Cd™)

Quecksilber (Hg**), Cadmium Actinorhodinbiosynthese S. coelicolor (128]

(Cd®"), Kupfer (Cu*), Nickel gehemmt A2(3)

(Ni**) und Blei (Pb*)

Calcium (Ca”"), Chrom (Cr*) Actinorhodinbiosynthese S. coelicolor (128]
stimuliert A2(3)

Die Induktion des Sekunddrmetabolismus durch Metallionen wird als eine Antwort des Organismus
auf Stress interpretiert und kdonnte bei der Suche nach neuen bioaktiven Substanzen niitzlich sein.
Bislang wurden die Auswirkungen von Schwermetallionen im Medium als induzierende oder
verstiarkende Faktoren auf die Produktion von bioaktiven Substanzen noch nicht systematisch

untersucht.%!
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4.2 Material und Methoden

4.2.1 Biomassezuwachs von Streptomyces coelicolor unter Metallionenstress

Die  Auswirkungen von Metallionenstress als abiotischer Umweltfaktor auf den
Sekundarmetabolismus von S. coelicolor wurden durch die Zugabe von Metallsalzen in
unterschiedlichen Konzentrationen in das Medium getestet.

Tab. 6: Nomenklatur der verschiedenen Streptomyces coelicolor Phanotypen.

Abkiirzung | Phénotyp

wt S. coelicolor Wildtyp, SFM-Agar/SFM-Medium

wt+Co”* S. coelicolor Wildtyp, SFM-Agar/SFM-Medium 200 pg/ml CoSO,

rot S. coelicolor rot pigmentierter Phanotyp, SFM-Agar/SFM-Medium 200 pug/ml CoSO,
blau S. coelicolor blau pigmentierter Phanotyp, SFM-Agar/SFM-Medium 200 pug/ml CoSO,

Die Kulturen von S. coelicolor wurden auf SFM-Platten mit bivalenten Kationen im Medium bei 28 °C
angezogen. Die getesteten Metallsalze waren: CaCl,, MgCl,, CoCl,, CoSO,4, MnCl,, CuCl,. Es wurden
folgende Konzentrationen (pug/ml) im Medium eingestellt: 20, 40, 100, 200, 400, 1000, 2000, 4000.
Unter Cobaltionenstress wurden zwei intensiv pigmentierte Phanotypen beobachtet. Es wurde eine
Wachstumsreihe fir den wt, den wt+Co®*, den roten und blauen Phianotyp (Tab. 6) erstellt um zu
ermitteln, ob einer dieser Phanotypen besser an die mit Cobaltionen belastete Umwelt angepasst
war. Fir die Wachstumsreihe wurde fiir den wt und den wt+Co®* aus einer Sporenlésung eine
Vorkultur in flissigem SFM-Medium angesetzt. Das Animpfen der Vorkultur fiir den roten und den
blauen Phanotyp erfolgte mit Einzelkolonien der farbigen Phanotypen. Die Vorkulturen wurden 7 d
unter Schiitteln (200 rpm) bei 28 °C angezogen. Dann wurde 1 ml Kulturlésung entnommen. Das
Wasser aus der Probe wurde Uber Nacht im Trockenschrank bei 80 °C verdampft und der
verbleibende Riickstand gewogen. Aus dem ermittelten Gewicht der Vorkultur wurde das Inokulum
errechnet, um fir alle Kulturen die gleiche Biomasse zum Start der Wachstumsreihe zu
gewidhrleisten. Das entsprechende Volumen Startkultur wurde auf SFM-Agar-Platten
beziehungsweise = SFM-Agar mit Cobaltionen ausgestrichen, die mit autoklavierten
Cellulosemembranen abgedeckt worden waren.™* Die Inkubation erfolgte 7 d bei 28 °C. Taglich
wurden drei Replikate entnommen. Das Myzel wurde von der Oberflaiche des Mediums mit einer
Rasierklinge geschabt. Uber Nacht wurde das Myzel getrocknet und die verbliebene Biomasse
gewogen. Fir die statistische Auswertung der Daten wurde der parameterfreie Mann-Whitney-U-
Test genutzt und der a-Fehler durch die FDR (S. 48) korrigiert.

Streptomyces coelicolor unter UV-Stress

Die Durchfiihrung dieses Versuchs sollte kldaren, ob einer der Phanotypen generell besser an UV-
Stress angepasst war als die anderen. Die Versuchsbedingungen waren analog zur Wachstumsreihe.

Die verschiedenen Phdnotypen wurden auf SFM-Agar ohne Metallionenzusatz ausgestrichen.
Zusatzlich wurde die Biomasse von je drei Replikaten eines Phanotyps auf SFM-Agar untersucht, die
nach dem Animpfen 10 min UV-Strahlung (30 Watt, 254 nm) ausgesetzt wurden. In diesem Versuch
wurde keinem Phanotyp CoSO, in das Medium zugesetzt. Diese Daten wurden ebenfalls mit dem
parameterfreien Mann-Whitney-U-Test statistisch ausgewertet und der a-Fehler durch die FDR
korrigiert.
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4.2.2 Analyse des Metabolitenprofils von Streptomyces coelicolor nach
Cobaltionenstress

GC-MS-Analyse der fliichtigen Verbindungen von Streptomyces coelicolor nach
Cobaltionenstress

Streptomyces coelicolor produziert wahrend seiner Kultivierung einen typischen Duft. Die Analyse des
Dufts der mit Cobalt behandelten Kulturen und der Vergleich mit dem Wildtyp von S. coelicolor zeigte
Unterschiede bei der Freisetzung von fllichtigen Sekundarmetaboliten zwischen den einzelnen
Phanotypen auf.

Zuerst wurden die flichtigen Verbindungen iiber 16 h mit der closed-loop stripping-Methode!*”

gesammelt. Kolben mit je 200 ml Flassigkulturen jedes Phanotyps wurden an Umwalzpumpen
angeschlossen. Die Duftsammlung erfolgt durch die Umwalzung der Luft Gber einen Aktivkohlefilter
(1,5 mg Aktivkohle, CLSA-Filter), auf dem sich die fliichtigen Verbindungen anreicherten. Die
Aktivkohlefilter wurden mit Pentan (3 x 20ul) eluiert und die Proben im GC-MS analysiert. Die
Duftprofile der verschiedenen Phanotypen, die mit dieser Methode erstellt wurden, waren
unzureichend reproduzierbar.

Daher wurden die fliichtigen Verbindungen, die von festen Kulturen des wt, wt+Co®*, dem roten und
blauen Phanotyp emittiert wurden, alternativ mittels Festphasenmikroextraktion (solid phase micro
extraction — SPME) aus der Gasphase lber dem Myzel auf dem Absorbenz einer SPME-Faser (Abb.
20) angereichert.

Petrischale Analyt Adsorbenz Stahinadel Fishrung

l | l
. e

Abb. 20: Schematische Darstellung der Funktion einer SPME-Faser.

Nachdem das Myzel 7 d auf SFM-Agar lGber Cellulosemembranen kultiviert worden war, wurde es mit
einer Rasierklinge von der Oberflache gekratzt und von allen Kulturen 0,4 g Biomasse abgewogen.
Die von den Kulturen emittierten fllichtigen Verbindungen wurden mit SPME fiir 30 min gesammelt
und mit GC-MS auf einer Zebron-Sadule (Vorsdule 10 m, 15 m, 0,25 mm, 0,25 um) bei einen
Heliumfluss von 1,5 ml/min und einem Split von 10 ml/min mit folgendem Programm analysiert: 50
°C (0 - 2 min), 50 bis 200 °C (2 - 25 min), 200 bis 280 °C (25 - 30 min), 280 °C (30 - 33 min). Die
Identifikation der analysierten fllichtigen Verbindungen erfolgte durch den Vergleich mit
Referenzsubstanzen.
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Herstellung der rekombinaten Isozizaenzyklase aus Streptomyces coelicolor

Die Identifikation einer Verbindung aus dem Duft von S. coelicolor erforderte die Herstellung eines
Standards fir diese Substanz. Dazu wurde das Gen der Isozizaenzyklase aus S. coelicolor in E. coli
nach der Publikation Lin et al., 2007™*" kloniert und exprimiert (Abb. 21). Die verwendeten Puffer
und Lésungen sind im Anhang aufgelistet.

Gensequenz aus Datenbank

Primerdesign

DNA-Priparation

Amplifikation des Zielgens aus S. coelicolor

Klonieren in Topo-Vektor

Ubertragung des Zielgens

Subklonieren in Expressionsvektor

Transformation

Kultivierung

Heterologe Proteinexpression

Aufreinigung

Proteinexpressionin E. coli

Aktivitdtstest

Abb. 21: Schematische Darstellung der Einzelschritte zur heterologen Expression des Isozizaenzyklase aus Streptomyces
coelicolor.

Um die Isozizaenzyklase aus S. coelicolor heterolog exprimieren zu kénnen, wurde die genomische
DNA aus S. coelicolor extrahiert. Hierzu wurde S. coelicolor sieben Tage bei 28 °C im fllssigen SFM-
Medium unter kraftigem Schitteln (200 rpm) kultiviert.

Das Myzel wurde durch Zentrifugation fiir 10 min mit 3800 x g abgetrennt. Das so erhaltene Pellet
wurde in 30 ml STE B und 600 pl EDTA-L6sung durch intensives Mischen resuspendiert. Die Zellen
wurden durch den enzymatischen Verdau der Zellwand bei 37 °C fiir 1 h mit 1200 pl Lysozymldsung
aufgeschlossen. AnschlieBend wurden 12 ml SDS-Losung dem Gemisch zugesetzt und fiir eine Stunde
bei 55 °C inkubiert. Danach wurden 12 ml NaCl-Lésung zugegeben und der Ansatz fiir 15 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach diesem Schritt folgte die Zugabe von 30 ml Chloroform. Die
Phasen wurden durch Invertieren des ReaktionsgefdRes gemischt. Nach der Phasentrennung wurde
die wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefall Giberfiihrt und bei 10000 x g fir 5 min zentrifugiert.
Die obere Phase wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefal® transferiert und mit dem gleichen
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Volumen Isopropanol zum Ausfallen der DNA aus der Losung versetzt. Die Flissigkeiten im Rohrchen
wurden durch wiederholtes Invertieren gemischt. Die gefallte DNA wurde mit einem Glashaken
aufgewickelt und aus der Losung entfernt. In einem neuen Reaktionsgefald wurde die so isolierte DNA
zweimal mit je 1 ml Ethanol und anschlieBend mit 1 ml Wasser gewaschen. Die erhaltene DNA wurde
Uber Nacht in 2 ml Wasser bei 4 °C gel6st. Die Konzentration und Reinheit der Prdparation wurden
am Biophotometer bestimmt.

Das Gen der Isozizaenzyklase (SC05222) wurde mit genspezifischen Primern (Tab. 7) in einer PCR-
Reaktion (Tab. 8, Tab. 9) aus der genomischen DNA von S. coelicolor vervielfaltigt.

Tab. 7: Primersequenzen mit farbig unterlegten Schnittstellen der Restriktionsenzyme Xhol (griin) und Ndel (orange).

Name des Primers Sequenz
Terp2007_for 5-GGT CAT ATG GTG
Terp2007_rev 5'-CGG ACT

TTC CCA CAC GGC-3'
TCATTT CTCACCTGCCGCTTC 3’

Tab. 8: PCR-Ansatz mit HotStar HiFidelity Kit.

Bestandteil Eingesetztes Volumen (ul)

HotStar HiFidelity PCR Puffer 5
Q-Solution 10

Primer 1 (100 uM) 1

Primer2 (100 uM) 1

DNA 1

MgSQO, (25 puM) 3
HotStar HiFidelity DNA Polymerase (2,5 U/ul) 0,5
Wasser 28,5

Tab. 9: PCR-Programm zur Amplifikation von SC05222.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (min)
1 95 10
2 95 1
3 61 1
4 72 1,4
5 35 mal Schritt 2 bis 4 wiederholen
6 72 10

Der Erfolg der Reaktion wurde durch Agarose-Gelelektrophorese tberprift. Das PCR-Produkt wurde
aus dem 1%igem Agarosegel aufgereinigt und in den pCR 2.1 Topo Vektor ligiert. Dieser Vektor
wurde nach den Angaben des Herstellers in Topl0 E. coli-Zellen kloniert. Zellen, die den Vektor
aufgenommen hatten, konnten aufgrund ihrer Kanamycinresistenz und zusatzlich durch Blau/WeiR-
Selektion identifiziert werden. Aus den entsprechenden Klonen wurde nach Anleitung des Herstellers
mit dem Genelet Plasmid Miniprep Kit das Plasmid isoliert. Das isolierte Plasmid wurde mit den
Restriktionsenzymen bei 37 °C liber Nacht verdaut, um zu Uberprifen, ob das erwiinschte PCR-
Produkt im Vektor enthalten war (Tab. 10).
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Tab. 10: Doppelverdau mit Xho/ und Ndel.

Bestandteil Eingesetztes Volumen (ul)
BSA 0,5
Puffer 2 5
Xhol (20 U/ul) 1
Ndel (20 U/ul) 1
Plasmid (20 ng/ul) 25
Wasser 17,5

Der Erfolg der Reaktion wurde auf einem Agarose-Gel iberpriift. Das aus dem Vektor geschnittene
Fragment mit entsprechender GroRRe wurde aus dem Gel gereinigt und bei 16 °C innerhalb einer
einstlindigen Inkubation in den Expressionsvektor pET28a ligiert (Tab. 11). Der Vektor wurde zuvor
unter den gleichen Bedingungen wie das Fragment geschnitten.

Tab. 11: Ligationsansatz mit 74-Ligase.

Bestandteil Eingesetztes Volumen (ul)
ATP-L6sung
Ligationspuffer
Plasmid (5 ng/ul)

Insert (5 ng/ul)

T4-Ligase

VLR ILUNININ

Wasser

Das Plasmid aus dem Ligationsansatz wurde in chemisch kompetente E. coli Rosetta 2 Zellen
transformiert. Die kompetenten Zellen wurden nach dem Protokoll aus , The QIAexpressionist”[m]

vorbereitet.

Nach Aufnahme des Plasmids wurden die Zellen anhand ihrer Kanamycinresistenz selektiert. Die
Sequenz der Isozizaenzyklase wurde durch Sequenzierung bei Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) liberprift.

Anhand der Ergebnisse aus der Sequenzierung wurde ein Klon ausgewahlt. Die heterologe
Proteinproduktion erfolgte nach Lin et al., 20072 Die Funktion des rekombinanten Proteins wurde
durch den Aktivitatstest mit einem bakteriellen Rohextrakt Gberprift.

Fir einen Rohextrakt wurden 200 ml bakterielle Zellkultur bei 10000 x g fir 10 min abzentrifugiert
und in 40 ml “reaction mix“ resupendiert, mit Ultraschall aufgeschlossen und die Zellfragmente bei 4
°C fiir 30 min mit 12000 x g durch Zentrifugation abgetrennt. Der erhaltene Uberstand wurde direkt
im Aktivitatstest (Tab. 12) eingesetzt. Die fllichtigen Produkte des Aktivatstests wurden mit SPME 90
min bei 30 °C gesammelt und unter den gleichen Bedingungen wie die Duftproben der bakteriellen
Kulturen mittels GC-MS analysiert.

Tab. 12: Aktivitatstest mit bakteriellem Rohextrakt.

Bestandteil Eingesetztes Volumen (pl)
bakterieller Rohextrakt 1000
DTT 6,25
FPP 21,6
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Das funktionale Protein wurde nach erfolgreichem Nachweis von Isozizaen (37)
affinitatschromatographisch aufgereinigt. Dazu wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 10000 x g
fir 10 min vom Medium abgetrennt und mittels Ultraschall im Lysispuffer aufgeschlossen. Die
Zellfragmente wurden bei 4 °C fiir 30 min mit 12000 x g abzentifugiert und der Uberstand auf eine Ni-
NTA Saule geladen. Die Sadule wurde im Anschluss zweimal mit dem Waschpuffer gewaschen. Das
gebundene Protein wurde mit dem Elutionspuffer von der Saule gel6dst. AbschlieBend wurde der
Elutionspuffer durch Ultrafiltration ausgetauscht und das Protein im Probenpuffer aufgenommen.
Die Aufreinigung wurde auf einem Polyacrylamidgel (Tab. 13, Tab. 14, Abb. 97) durch
Gelelektrophorese Uiberprift. Fir die elektrophoretische Trennung auf dem 10 % SDS
Polyacrylamidgel wurden die Proben 5 min bei 95 °C erhitzt und dann mit einem Proteinmarker auf
das Gel geladen. Die Trennung erfolgte bei 120 V in 120 min. Die Proteine mit Biosafe Coomassie

angefarbt (Abb. 97).

Tab. 13: Zusammensetzung des Trenngels fiir SDS-Page.

Bestandteil Eingesetztes Volumen (ml)
PAM 40 1,25
Trenngelpuffer 1,25
H,0 2,5
TEMED 0,005
APS 0,05

Tab. 14: Zusammensetzung des Sammelgels fiir SDS-Page.

Bestandteil Eingesetztes Volumen (ml)
PAM 40 0,25
Sammelgelpuffer 0,625
H,0 1,625
TEMED 0,0025
APS 0,025

Die Funktion des rekombinaten Enzyms wurde durch die Umsetzung des Substrats FPP zu Isozizaen

(37) (Tab. 15, Tab. 12) Gberprift.

Tab. 15: Aktivitatstest mit gereinigtem Protein.

Bestandteil Eingesetztes Volumen (ul)
,reaction mix“ 193,35
Proteinlésung (0,8 mg/ml) 50
DTT 1
FPP 5,4

Die fliichtigen Produkte aus beiden Aktivatstests wurden mit SPME 90 min bei 30 °C gesammelt und
unter den gleichen Bedingungen wie die Duftproben der bakteriellen Kulturen mittels GC-MS

analysiert (S. 34).
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Die Auswertung der Gaschromatogramme des Rohextrakts aus E. coli Rosetta 2/SC05222 des
gereinigten Enzyms (Abb. 22, Abb. 76, Abb. 77) zeigten ein Hauptprodukt 20.

Isozizaen (37)
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Abb. 22: Gaschromatogramm der fliichtigen Produkte des gereinigten rekombinaten Enzyms SC05222.

Das Hauptprodukt konnte anhand seiner typischen Fragmentionen im MS (Abb. 77, Abb. 76) als
Isozizaen (37) identifiziert werden und als eine Komponente des Dufts von S. coelicolor bestatigt
werden.

HPLC-Analyse des Metabolitenprofils von Streptomyces coelicolor unter Cobaltionenstress

Das Metabolitenprofil der verschieden pigmentierten Phdnotypen wurde durch Extraktion der
Kulturen und anschlieRender Fliissigphasenchromatographie weiter charakterisiert.

Extraktion mit Ethylacetat

Drei Flassigkulturen (200 ml) jedes Phanotyps in SFM-Medium wurden mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wurde abgenommen und das Losungsmittel verdampft. Der verbliebene Riigkstand
wurde in 4 ml Methanol aufgenommen.

Die Trennung des Stoffgemischs im Extrakt erfolgte durch HPLC (high performance liquid
chromatography — Hochleistungsflissigkeitschromatographie) und die Bestimmung der Molmassen
der einzelnen Verbindungen durch Massenspektrometrie. Die Trennung der Substanzen wurde auf
einer Synergi Polar RP 80A—HPLC-S&ule (250 x 2 mm) durchgefiihrt. Als Losungsmittel wurden Wasser
(A, 0,5 % Essigsaure) und Acteonitril (B, 0,5 % Essigsaure) verwendet. Bei einem konstanten Fluss von
0,2 ml/min wurden die Proben bei folgendem Gradienten analysiert: 100 % A (0 - 3 min), 100 % A auf
100% B (3 - 30 min), 100 % B (30 - 45 min), 100 % B auf 100 % A (45 - 47 min), 100 % A (47 - 52 min).
Die Detektion der verschiedenen Substanzen erfolgte durch ESI*-MS (full scan) und UV/VIS-Messung
an einem DAD.
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Die Konzentration der extrahierten Substanzen in den Kulturlésungen wurde lber das Lambert-
Beersche Gesetz berechnet:

Abs = gemessene Lichtabsorption (Undecylprodigiosin bei 530 nm = 435000 pAU, Actinorhodin (11)
bei 542nm = 1000000 pAU)

€ = dekadischer molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange A (Undecylprodigiosin (6) €s30 =
100500, Actinorhodin (11) &53,= 18600)"***

¢ = Konzentration der Verbindung

d = Schichtdicke des durchstrahlten Korpers (1 cm)

Ausfillen von Actinorhodin (11)

Die Anreicherung von Actinorhodin (11) aus je 200 ml Flussigkultur jedes Phdnotyps erfolgte wie
beschrieben durch die Ausfallung des Pigments.™ Der getrocknete Riickstand wurde in 4 ml Wasser
gelost. Es folgte die Trennung der gefillten Bestandteile durch HPLC auf einer Phenomenex Gemini
C18-HPLC-S&dule (250 x 2 mm) mit einem Losungsmittelgemisch Wasser (A, 0,5 % Essigsdure) und
Acetonitril (B, 0,5 % Essigsdure) bei einem konstanten Fluss von 0,2 ml/min mit folgendem
Gradienten: 100% A (O - 3 min), 100 % A auf 100 % B (3 - 17 min), 100 % B (27 - 52 min), 100 % B auf
100 % A (52 - 53 min), 100 % A (53 - 58 min). Die Bestimmung der Molmassen der einzelnen
Verbindungen erfolgt durch ESI-MS und zusatzlich wurde das UV-Signal bei 530 nm aufgezeichnet.

Mit hochauflésender Massenspektrometrie (high resolution mass spectrometry — HR-MS) ist die
Bestimmung der elementaren Zusammensetzung von Molekiil- und Fragmentpeaks maoglich. Die
Proben wurden zur Analyse an Prof. Michael Spiteller an das Institut fir Umweltforschung der
Universitat Dortmund gesandt. Die Ergebnisse der Messungen wurden verwendet, um anhand der
berechneten Summenformeln im ISI Web of knowledge und im Dictionary of natural products™®

nach bekannten Verbindungen aus Streptomyceten zu suchen.

TransKkriptomanalyse von Streptomyces coelicolor-Kulturen unter Cobaltionenstress mit
DNA-microarray

Der Schwermetallionenstress induzierte die Biosynthese einer Reihe von Verbindungen, die nicht
durch die GC-MS oder HPLC-MS-Analyse des Metabolitenprofils charakterisiert werden konnten.
Daher konnte die Induktion von Stoffwechselwegen durch Metallionenstress in S. coelicolor mit Hilfe
eines microarrays beurteilt werden. Mit einem DNA-microarray-Chip, der alle Gene von S. coelicolor
abdeckt, war es moglich, das Expressionsniveau jedes Gens in S. coelicolor unter Cobaltionenstress zu
bestimmen. Damit konnten auf die Reaktion von S. coelicolor auf Metallionenstress und die
nachfolgende Induktion der Biosynthese potentiell bioaktiver Verbindungen geschlossen werden.

Der microarray ist eine Anordnung von synthetischen DNA-Molekilen auf einem Objekttrager aus
Glas. Diese fixierten DNA-Molekiile werden als Sonden zur Bindung von komplementarer,
fluoreszenzmarkierter Nukleinsdure aus der Probenldésung benutzt. Das Intensitatssignal des
Fluoreszenzfarbstoffs ist proportional zur Menge der gebunden, markierten Nukleinsdure und kann
daher als Indikator fir das Expressionsniveau des Gens verwendet werden. Die Verdanderung der
Genexpression durch die Einwirkung von Co**-lonen kann durch den Unterschied zwischen den
Fluoreszenzsignalen der Probe des wt und der Probe des gestressten Phanotyps bestimmt werden.
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DNA-microarray

Co** Kultur

Kontrolle RNA-Isolation

cDNA- Synthese

Cy3 Fluoreszenzmarkierung Cy5

Hybridisierung

Signalerfassung

Datenaufbereitung

statistische Auswertung

Abb. 23: Schema mit Einzelschritten der Genexpressionsanalyse mit microarray.

Die gespottenen PCR-S. coelicolor-microarrays mit einer UltraGaps Oberflache (Aminosilan), das
Hybridisierungsprotokoll und die grid maps stammten von der Streptomyces coelicolor microarray
resource (University of Surrey, Guildford, UK).

Dieser microarray deckt die meisten S. coelicolor ORFs (open reading frames) und die Gene des
Plasmids SCP1 durch 150-500 bp lange PCR-Amplifikationsproduktion ab (Tab. 16). Es wurden mit
Hilfe der PCR-Technik DNA-Sonden fiir die meisten ORFs hergestellt, die im
Genomsequenzierungsprogramm des Sanger Centers vorhergesagt worden sind. Fiir Pseudogene,
Transposons und Insertionselemente wurden keine Sonden entwickelt. Alle Sonden wurden in
zweifacher Ausfihrung auf dem Chip fixiert, beide Replikate waren im gleichen Block (subgrid)
angeordnet.

Tab. 16: Sonden des microarray-Chips.

Sonde fiir Gen Chromosom SCP1 gesamt
einzigartig 6997 180 7177
nicht einzigartig* 86 74 160
alternativ** 52 69 121
fehlend 690 33 723
zusammen 7825 356 8181

* = Sequenz der Sonden bindet cDNAs mehrerer Gene
** = Sequenz der Sonde bindet cDNA eines anderen Gens
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Die Anordnung der Sonden auf dem Glastrager erfolgte in 48 Blocks mit je 342 Sonden (Abb. 24).

4 mm

=

11mm MetaColumn

Anzahl der Sonden

*

*

*

L d

*

*e
*e e
*ee e

°
®
<
k3

000000000

0000000000

es 00000000

0000000000

*e 00000 o

.
*
©
.

000000
0400000
00000000
000000009

*
*
*
*
*
*
*
[oX X J
*e0O e
PP 0900000000

000000000009

*
*

S4mm see00000 00

0060000000
000000000
18000000.000

000000000000000000"

*e e

PP 0000000000000 0
*ee e

PP 0000000000000 0%
[ Z I X R X o T R X R L B2
0000000000000 000 0
(I XX RIS I RS R L XN
P90 0000000000000

¢ DNA-Sonde
leeres Feld
Referenz-RNA
Positiv-Kontrolle
Cy5-Kontrolle
Cy3-Kontrolle
Negativ-Kontrolle

o

Identifikationsnummer SCp3b

* & 0 o

Abb. 24: Schematische Darstellung des verwendeten PCR-Produkt-microarray mit blockweiser Anordnung der Sonden
auf dem Chip und Uberblick iiber die Zusammensetzung eines Blocks, © The University of Surrey.

Fir die Einfihrung der Fluoreszenzmarkierung 21 wurden die Farbstoffe Cy3 und Cy5 verwendet. Das
grundlegende Prinzip dieser Markierungsmethode ist die dreiteilige Zusammensetzung des
Markierungsreagenzes (Abb. 25): der Fluoreszenzfarbstoff Cy3 oder Cy5 (griin); das Verbindungsstiick
(orange), welches elektrostatische Wechselwirkungen zur cDNA vermittelt; die reaktive Alkylgruppe
(blau) bindet das Markierungsreagenz kovalent Uber jegliches reaktive Heteroatom innerhalb der
cDNA.

[} _
}-""’\k _
o3/ N ;

39

Fluoreszenzfarbstoff Verbindungsstiick  reaktive Gruppe

Abb. 25: Chemische Struktur des Cy3/Cy5 Markierungsreagenzes (39).
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Die differentielle Expression eines Gens wird auf den Genchip durch das Verhdltnis der
Fluoreszenzfarbstoffe aus den Proben dargestellt. Das Expressionsmuster des i-ten Gens auf dem
microarray-Chip wird als das Verhaltnis (V) des Kanals A (Referenz) durch den Kanal B (Behandlung)
beschrieben.

V = Verhaltnis Fluoreszenzsignale aus den Proben
A = Probe mit Cy3 Markierung
B = Probe mit Cy5 Markierung

Zur symmetrischen Darstellung der Expressionsverhiltnisse wird die log2-Transformation des
ermittelten Werts eingefuhrt.[ml Wichtig bei der Planung eines microarray-Experiments ist die
Festlegung des experimentellen Designs. Da in dieser Arbeit die Unterschiede im Metabolitenprofil
zwischen S. coelicolor unter Standardbedingungen und S. coelicolor-Kulturen, die unter Umweltstress
gewachsen waren, im Vordergrund steht, wurde das ,, Referenz-Design“ ausgewahlt. Die gemeinsame
Referenz wt wurde mit einem der Cy-Farbstoffe markiert, die mit Cobaltionen behandelte Probe mit
dem anderen. Im microarray-Versuch wurde der wt S. coelicolor als gemeinsame Referenz gegen alle
cobalthaltigen Kulturen hybridisiert (Abb. 26). Die gemeinsame Referenz erlaubt den Vergleich aller
Experimente miteinander. Jeder Versuchsteil wurde in vier Replikaten durchgefiihrt.

wt+Co?

rot e ———> wt .
Cy3 - Markierung

] Cy5 — Markierung

blau

Abb. 26: Versuchsaufbau microarray-Experiment mit einer gemeinsamen Referenz fiir alle Co**-behandelten Kulturen
zum Vergleich der Genexpression.

Um den Effekten entgegenzuwirken, dass die Einbauraten der Cy-Farbstoffe unterschiedlich sein

kénnen oder bestimmte Gene vorrangig mit einem Farbstoff markiert werden!™"!

, wurde die
Kombination der Cy-Markierungen fiir die Halfte der Replikate getauscht (dye swap, Abb. 27).
Aufgrund der hoheren Einbaurate des einen Farbstoffs konnte das Expressionsverhéltnis der Proben
signifikant von Eins verschieden sein, obwohl diesen Abweichungen kein biologischer Effekt, sondern

ein systematischer Fehler zugrunde liegt. Da fiir zwei identische Proben zu erwarten ist:

v -";1: I V. B::

1;: = — UNA Vo; = —

= Bl; - "‘"2:
'."".‘1: 8.‘.:

Vi: 2 V5, = « =1

u - ("-Bl: A 2t )

V = Verhaltnis der Intensitat
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A = Probe mit Cy3-Markierung
B = Probe mit Cy5-Markierung

ergibt sich dieser Versuchsaufbau:

wt+Co?

wt Cy3 - Markierung

\ o—
rot —@® ® Cy5 - Markierung

blau

Abb. 27: Versuchsaufbau microarray-Experiment mit einer gemeinsamen Referenz fiir alle Co*'-behandelten Kulturen
und dye swap.

Fur die Beurteilung der Induktion von Genen durch den Co*-lonenstress in S. coelicolor wurde RNA
aller verschiedener Phanotypen isoliert. Die Gesamt-RNA diente als Vorlage zur Synthese von
fluoreszenzmarkierter cDNA, die an die Sonden des Genchips gebunden wird.

Nach 7 d Inkubation wurde das Myzel von der Oberflache der Cellulosemembranen der Agar-Platten
mit einer Rasierklinge abgeschabt und mit 2-3 ml RNAprotect bacteria reagent-Lésung von der
Oberflache heruntergespiilt. Fiir jeden Phanotyp wurde die Biomasse von flinf Agar-Platten vereinigt
und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert. Nach dem Auftauen der Proben auf Eis wurde
die RNAprotect bacteria reagent-Losung bei 3800 x g fir 5 min abzentrifugiert. Der Zellaufschluss
erfolgte durch Mérsern des Myzels unter fliissigem Stickstoff."*® Das pulverisierte Myzel wurde dann
mit 2 ml Trizol versetzt und griindlich vermischt. Im Anschluss erfolgte eine 20-minitige Inkubation
bei Raumtemperatur. Im nachsten Schritt wurden 600 pl Chloroform zugegeben und die Mischung
flir 20 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Proben 15 min bei 4 °C mit 16000 x g zentrifugiert, um
nach der Phasentrennung die wadssrige Phase abzunehmen. Diese Losung wurde mit 1,2 ml
Isopropanol vermischt und Gber Nacht bei -20 °C inkubiert. Die denaturierten Nukleinsauren wurden
bei 4 °C mit 16000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand aus der Probe wurde verworfen und das Pellet
mit 1,6 ml 80%igem Ethanol gewaschen. Die Ethanolldsung wurde durch Zentrifugation bei 16000 x g
fir 10 min abgetrennt und verworfen. Der Loésungsriickstand wurde durch kurzes Zentrifugieren
gesammelt und abgesaugt. Das verbliebene Pellet wurde 10 min an der Luft getrocknet und zur
weiteren Reinigung der RNA mit dem RNeasy Midi Kit aufgearbeitet. Dazu war es allerdings nétig, die
Aufreinigungsschritte des kits zu modifizieren: Erst nach dem Einsatz der dreifachen Puffermenge
konnte die erhaltene RNA erfolgreich in der cDNA-Synthese eingesetzt werden. Zusatzlich zum
empfohlenen Protokoll wurde ein DNA-Verdau mit dem RNAse free DNase Set durchgefiihrt. Die
Quantifizierung der erhaltenen RNA erfolgte spektrometisch am NanoDrop-UV/VIS-Spektrometer.
Die Reinheit der isolierten RNA konnte Uber das Absorptionsverhaltnis bei 260 nm und 280 nm
abgeschatzt werden. Reine Proben wiesen ein Wert um 2 auf.

Da cDNA robuster ist als RNA, wurde die isolierte RNA durch reverse Transkription in cDNA
umgesetzt. Das Umschreiben der RNA in cDNA erfolgte nach dem Hybridisierungsprotokoll der
Streptomyces coelicolor microarray resource. Da die Markierung erst in einem nachfolgenden Schritt
erfolgte, wurden die Farbstoffe Cy3—dCTP und Cy5-dCTP im cDNA-Synthese-Ansatz durch Wasser
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ersetzt. Um die beiden Proben in einem Versuch differenzieren zu kénnen, wurde die Markierung
nach dem Protokoll aus dem LabellT pArray Cy3/Cy5 Labeling Kit in die cDNA eingebracht.

Die markierte cDNA musste im Anschluss nach den Angaben im Hybridisierungsprotokoll der
Streptomyces coelicolor microarray resource von nicht gebundenem Farbstoff befreit werden. Der
Aufreinigungsgrad der Proben nach der Passage der Silikasdule aus dem empfohlenen MinElute PCR
Purification Kit war fir die Verwendung der Proben in der Hybridisierung nicht ausreichend, daher
wurde ein zusatzlicher Reinigungsschritt Gber Microspin G-50 Sdulen in das Protokoll eingefiigt. Die
Markierungsdichte der cDNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff wurde am NanoDrop-UV/VIS-
Spektrometer bestimmt. Die markierten Proben wurden vereinigt und bei -80 °C bis zur
Hybridisierung aufbewahrt.

Bei der Hybridisierung banden die markierten cDNAs der Probe an die fixierten Sonden auf dem
Genchip. Vor der Hybridisierung wurden die Proben des wt+Co>, des roten und des blauen
Phanotyps mit einer komplementdr markierten Probe des wt gemischt. Die Vorbehandlung des
microarray-Glastragers und die anschlieBenden Waschschritte erfolgten nach den Angaben des
Pronto! Hybridization Kits. Die Hybridisierung wurde, wie im Hybridisierungsprotokoll der
Streptomyces coelicolor microarray resource beschrieben, 20 h bei 42 °C in einer
Hybridisierungskammer mit automatischer Probendurchmischung durchgefiihrt. Allerdings wurde
anstelle der Pronto! cDNA/LongOligo Hybridisierungslosung der Hybridisierungspuffer aus dem Gene
Expression Hybridisation Kit benutzt. Weiterhin wurde nur die Hélfte der im Protokoll empfohlenen
Menge cDNA einsetzt. Die Waschschritte nach der Hybridisierung erfolgten wieder gemalR dem
Protokoll der Streptomyces coelicolor microarray resource.

Erstellung der Transkriptomdaten von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress

Die Datenerfasung von den hybridisierten Glastragern erfolgte durch Scannen der aktiven
Oberflache. Die Daten wurden in einer TIFF-Datei gespeichert. Im folgenden Schritt wurden die
Fluoreszenzsignale aus der Bilddatei den Sonden zugeordnet. Streptomyces coelicolor microarray
resource stellt dazu eine Datei (grid map) zur Verfiigung, in der die Position und die Annotation jeder
Sonde gespeichert sind.

Die Signalerfassung aus der TIFF-Datei wurde mit dem Programm TIGR Spotfinder (MEV Software
Paket) durchgefiihrt. Zur Extraktion der Daten wurden die TIFF-Dateien der einzelnen microarrays in
die TIGR-Software geladen und mit der grid map (GAL-Datei) lberlagert. Die Lage der grid map
wurde manuell optimal an den jeweiligen Scan angepasst. Die Signalerfassung und die Ermittlung der
Expressionsverhaltnisse erfolgten automatisch im TIGR Spotfinder.

Der relative Fehler ist bei der Erfassung von Fluoreszenzsignalen, die sich kaum vom Hintergrund
abheben, hoher als bei Signalen mit hoher Intensitit."®” Die Sonden mit einem zu geringen
Intensitatsunterschied zum Hintergrund wurden von der nachfolgenden Analyse ausgeschlossen,
wenn folgende Bedingungen nicht erfiillt waren:

A;‘\‘;ﬂc: > 2 % G[-Aff:?::ergr':;nd:) und B:s_:.!o: > 2%x0 (jB;’-."mrergrmld]

A = Probe mit Cy3-Markierung

B = Probe mit Cy5-Markierung
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o = Standardabweichung vom Hintergrund
Die Ausgabe der Ergebnisse erfolgte in tab delimited MEV-Dateien.

Fiir die weitere Analyse war die Zuordnung der Genannotation zu den einzelnen Sonden auf dem
microarray erforderlich. Die Annotation der einzelnen Datenpunkte konnte nicht aus der von der
Streptomyces coelicolor microarray resource frei zur Verfligung gestellten GAL-Dateien entnommen
werden, da diese die Strukturanforderungen des MEV software Pakets nicht erfillte. Es war nétig,
eine separate Annotationsdatei zu erstellen. Fir die Zuordnung der Genannotation wurde jeder
Sonde auf dem microarray in der MEV-Datei in der ersten Spalte der Datei eine Nummer (UID —
unique identifer) zugeteilt. In der Annotationsdatei wurde diese Nummer mit der Position der Sonde
auf dem microarray sowie der Genannotation verkniipft. Die Genannotation einer Sonde war die
Nummer ihres ORFs im S. coelicolor-Sequenzierungsprojekt. Alle redundanten Genannotationen
(leere Felder, Cy3-/Cy5-Kontrolle, Referenz-RNA, Negativ-Kontrolle, Positiv-Kontrolle) wurden aus
den Dateien entfernt und waren damit aus der nachfolgenden Analyse ausgeschlossen.

Die Normalisierung der Daten und der Vergleich der Replikate einer Probe auf einem Objekttrager
wurde im Programm Ginkgo ausgefiihrt, wofilir die MEV-Dateien aus dem TIGR Spotfinder und die
Annotationsdatei in die Ginkgo Software geladen wurden. Die lokale Normalisierung wurde
angewendet, da dieser Algorithmus systematische rdaumliche Unterschiede wie z. B. ungleiche
Farbstoffkonzentration in den Proben oder lokale Hybridiesierungsunterschiede auf dem Genchip
ausgleicht. Die lowess-Normalisierung berichtigt diese systematischen Abweichungen durch die lokal
gewichtete lineare Regression."™*” Die Normalisierung erfolgt nach lowess (locally weighted linear
regression) mit dem smoothing parameter 0,33 im block mode fir beide Fluoreszenzfarbstoffe.

Exemplarisch fiir alle normalisierten Datensdtze wird im Folgenden ein Replikat aus dem
Teilexperiment wt/rot vorgestellt: Die gemessene Intensitat (I) des Referenzkanals reprasentiert die
mit Cy3-markierte Probe (A). Dementsprechend wird die gemessene Intensitat (I) der mit Cy5-
markierten Probe (B) zugeordnet. Die graphische Darstellung der gemessenen Intensitat erlaubt eine
erste Beurteilung der Daten. Der RI-Plot der Daten ist eine Auftragung der Intensitatsverhaltnisse
gegen die relative Intensitat einer Sonde auf dem microarray-Chip. Je weiter rechts auf der x-Skala
die Punkte in der Abbildung liegen, umso héher war ihre gemessene Intensitat. Je weiter sie von der
O-Linie auf der y-Achse abweichen, desto hoher war die Differenz zwischen den gemessenen
Intensitdaten der beiden Kanale fiir eine Sonde. Jeder Punkt in der folgenden Abbildung stimmt mit
einer Sonde des microarray-Chips Uberein. Die Position auf der x-Achse entspricht dem Verhaltnis
der beiden Fluoreszenzfarbstoffe, wahrend die Verteilung auf der y-Achse der Signalstarke
entspricht. Fir alle Messpunkte, deren Position auf der x-Achse gleich null ist, wurde keine
Veranderung in der Genexpression nachgewiesen. Fiir die meisten betrachteten Gene in einem
microarray-Experiment ist das der Fall. Die Datenwolke wurde durch die lowess-Normalisierung
daher so angepasst, dass die Verteilung der einzelnen Punkte dieser Annahme entspricht (Abb. 28).
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Abb. 28: RI-Plot der Rohdaten eines Replikats aus dem Teilexperiment wt/rot.

Die Analyse der Rohdatendaten (in Abb. 28 rot markiert) aus dem Teilversuch wt/rot zeigte eine
kompakte Verteilung. Es gab nur wenige Datenpunkte, die sich aus der Gesamtverteilung abhoben.
Die Punkte waren auf der y-Achse im Bereich von 1 bis 3 konzentriert. Auf der x-Achse erstreckte sich
die Verteilung von 7 bis 12. Insgesamt waren die Datenpunkte in den positiven Bereich {iber der x-
Achse verschoben. Diese Verteilung bedeutete, dass fiir diese Datenpunkte die gemittelte Intensitat
im Kanal IB (rot) groBer war als IA (wt). Die Signalintensitat in der unbehandelten Probe (wt) ware
damit kleiner gewesen als die Signalintensitat der behandelten Probe. Dies legt den Schluss nahe,
dass die Genexpression annahernd aller Gene im roten Phanotyp herauf reguliert wurden.

Nach der lowess-Normalisierung lagen die meisten Datenpunkte (blau) auf der y-Achse im Bereich
zwischen 1 und -1. Datenpunkte in diesem Areal zeigen keine oder nur geringe Abweichung zwischen
den beiden Kanalen. Die Verteilung entlang der x-Achse wurde durch eine Verminderung der
Signalstarke geringfiigig korrigiert. Insgesamt blieb die Anordnung der Datenpunkte kompakt, aber es
fielen einige Datenpunkte auf, die weit auBerhalb der Punktwolke zwischen 1 und -1 auf der y-Achse
sowie 7 und 12 auf der x-Achse lagen. Besonders vielversprechende Kandidaten sind dabei die
Punkte, die gleichzeitig relativ weit rechts in der Graphik positioniert sind (Abb. 28).

Nach der Normalisierung wurde die Replikatanalyse der Sonden auf jedem der Objekttrager
durchgefiihrt. Alle Datenpunkte wurden anhand ihrer Annotation abgeglichen und ihrem jeweiligen
Replikat zugeordnet. Aus den Expressionsverhaltnissen der beiden Replikate wurde der Mittelwert
gebildet. In die weitere Auswertung ging nur noch das gemittelte Expressionsverhaltnis ein. Jede
Sonde, fir die gilt:
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V = Verhaltnis der Proben

A = Probe mit Cy3-Markierung

B = Probe mit Cy5-Markierung

wurde von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die Replikatanalyse verringerte den Datensatz von 16416 Sonden (je Sonde in doppelter Ausfiihrung)
auf durchschnittlich 7304 Sonden im Teilversuch wt/wt+Co*. Nach dem Abgleich der technischen
Replikate ergab sich im Teilversuch wt/rot eine Anzahl von 7303 Sonden und im Teilversuch wt/blau
wurde die Anzahl der Sonden auf 7312 vor der weiteren Auswertung reduziert (Tab. 17). Die neu
berechneten Intensitdtsverhaltnisse wurden im MEV-Format gespeichert.

Tab. 17: Anzahl der Sonden mit gemittelten Intensitatsverhaltnissen nach in-slide-Replikatanalyse.

Teilversuch Anzahl Spots nach Replikatanalyse
wt/wt+Co”* 7311, 7293, 7304, 7306
wt/rot 7306, 7313, 7299, 7294
wt/blau 7316, 7309, 7314, 7303

Statistische Auswertung der Transkriptomdaten von Streptomyces coelicolor nach
Cobaltionenstress

Nach der Erfassung der Signale und der Ermittlung der Expressionsverhiltnisse erfolgte die

statistische Auswertung der Daten, um die differentiell unter Co’*-lonenstress regulierten Gene zu
erfassen.

Die statistische Auswertung durch den Einstichproben t-Test, Zweistichproben t-Test und
Varianzanalyse der Daten (anova — analysis of variance) erfolgte im Programm MEV. Die MEV-
Dateien aus dem Programm Ginkgo und die Annotationsdatei wurden in MEV geladen. Fir alle
statistischen Tests wurde ein a-Fehler von 0,05 angenommen.

Da sich beim multiplen Testen die a-Fehler akkumulieren, besteht eine starke Tendenz, Null-
Hypothesen falschlich zu verwerfen, d. h. falsch positive Ergebnisse zu erhalten. Zur Fehlerkontrolle
in der multiplen Testsituation wurde die false discovery rate (FDR) verwendet. Die FDR kontrolliert
das multiple Niveau durch Bestimmung des erwarteten Anteils falschlicherweise verworfener

Hypothesen an allen verworfenen Hypothesen.”gg]
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Dazu wurden alle berechneten p-Werte nach ihrer GroRRe geordnet:
Py =Pi2) = Pip)

Demzufolge ergab sich die folgende Anordnung der Null-Hypothesen:
H(y) = Hiz) = Hy)

Im Anschluss wurde der groRte Index k bestimmt, flir den galt:

Wenn ein solcher Index k existiert, werden die Hypothesen von H; bis H, abgelehnt und die Gbrigen
verworfen. Fir alle Tests, in denen ein solcher Index k gefunden wurde, kam zusatzlich die
modifizierte Version der beschriebenen Methode zum Einsatz. Das Zwei-Stufen-Verfahren erreicht
das gewiinschte Signifikanzniveau durch die Bestimmung der Anzahl wahrer Null-Hypothesen (mg) in

der Gesamtanzahl der getesteten Hypothesen (m) und die Einfiihrung des Zufallsfaktors (q)"**%:
_.m
.= pm.}
q = Zufallsfaktor
m = Anzahl aller Nullhypothesen
mo = Anzahl der wahren Nullhypothesen
p = festgelegtes Signifikanzniveau
Im ersten Schritt wurde die FDR mit:
i ( q )
. 14-q

g = Zufallsfaktor
g’ = korrigierter Zufallsfaktor auf festgelegtem Signifikanzniveau

durchgefiihrt, um die Anzahl der abgelehnten Nullhypothesen (r) zu bestimmen. Im zweiten Schritt
wurde die Anzahl wahrer Nullhypothesen (mg) mit:

My = (m—r)
my = Anzahl der wahren Nullhypothesen
m = Anzahl aller Nullhypothesen
r = abgelehnte Nullhypothesen

bestimmt.
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AnschlieBend wurde die FDR mit:

— ,(m)
A= Mg

mo = Anzahl der wahren Nullhypothesen

m = Anzahl der Nullhypothesen

g’ = korrigierter Zufallsfaktor auf festgelegtem Signifikanzniveau

g* = exakt auf festgelegtem Signifikanzniveau korrigierter Zufallsfaktor

exakt bestimmt. Die FRD wurde zur Korrektur des a-Fehlers aller statistischen Tests in dieser Arbeit
angewendet.

Funktionelle Auswertung der Transkriptomdaten von Streptomyces coelicolor nach
Cobaltionenstress

Zur ldentifizierung der unter Cobaltionenstress regulierten Proteine wurden die Namen der Sonden
(SCONummer) aus den microarray-Experimenten mit den Daten aus dem S. coelicolor
Sequenzierungsprojekt abgeglichen. Die identifzierten Proteine wurden anhand des Schemas des
Sanger Centers fir das S. coelicolor Genome Projekt klassifiziert.

Die Annotation der einzelnen, im Versuch als statistisch signifikant differentiell exprimierten
identifizierten Gene wurde online in der Datenbank StrepoBASE der University of Surrey abgefragt
und anhand lhrer Funktion in Gruppen zusammengefasst. Zusatzlich wurden diese Proteine in
derselben Datenbank noch auf ihre Funktion im Stoffwechsel tiberpriift.
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Pigmenierte Phinotypen von Streptomyces coelicolor unter
Metallionenstress

Alle Metallionen bewirkten abhangig von ihrer spezifischen Toxizitat fir S. coelicolor eine Inhibierung
der Sporulation. Kupferionen erwiesen sich im Versuch als sehr toxisch fiir S. coelicolor. Der Einfluss
von Cobalt- und Manganionen war weniger dramatisch als die Auswirkungen der Applikation von
Kupferionen.” Allerdings fielen im Versuch mit Cobaltionen bei der Konzentration von 200 pg/ml
Cobaltsulfat oder Cobaltchlorid im Medium neben der starken Einschrankung des Wachstums und
der fehlenden Sporenbildung unter diesen Kulturbedingungen auBergewdhnlich pigmentierte
Kolonien (Abb. 29B) auf.

Abb. 29: Streptomyces coelicolor Wildtyp auf SFM-Agar (A), farbige Kolonie von Streptomyces coelicolor auf SFM-Agar
200 pg/ml Cobaltsulfat (B), roter Phdnotyp von Streptomyces coelicolor auf SFM-Agar 200 pg/ml Cobaltsulfat (C), blauer
Phénotyp von Streptomyces coelicolor auf SFM-Agar 200 pug/ml Cobaltsulfat (D).

Der Phanotyp dieser Kolonien unterschied sich drastisch. Sie waren eindeutig sowohl von dem mit
grauen Sporen (iberzogenem Wildtyp auf metallionenfreiem Medium (Abb. 29A) als auch von dem
braunlichen Erscheinungsbild des Wildtyps auf cobaltsulfathaltigem Medium (Abb. 29B) zu
unterscheiden. Die Kolonien waren leuchtend rot (Abb. 29C) oder blau (Abb. 29D) gefarbt.
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Abb. 30: Reprdsentative Aufnahmen der pigmentierten Phdanotypen von Streptomyces coelicolor: farbiger Phanotyp auf
SFM-Agar 200 pg/ml Cobaltchlorid im Medium (A), farbige Phinotypen von Streptomyces coelicolor in Fliissigkultur mit
200 pg/ml Cobaltsulfat (rot, violett, blau) im Medium (B), verschieden gefirbte Kolonien von Streptomyces coelicolor
nach mehreren Generationen auf cobalthaltigem Medium auf SFM-Agar ohne Metallionenzusatz (C), farbige Kolonien
von Streptomyces coelicolor auf SFM-Agar mit Manganchlorid 2000 pg/ml im Medium (D).

Fir die weiteren Versuche wurden diese gefarbten Kolonien vereinzelt. Der Effekt der verstarkten
roten oder blauen Pigmentierung stellte sich auch bei der Kultivierung von S. coelicolor unter Zugabe
von Cobaltchlorid in das Medium ein. Auch diese Wachstumsbedingungen induzierten die
Differenzierung eines blauen und eines roten Phanotyps von S. coelicolor. Interessanterweise wurden
die farbigen Phanotypen in beiden Fallen unter denselben Kulturbedingungen erhalten. Bei der
Kultivierung von S. coelicolor unter Cobaltionenstress traten nicht nur rote und blaue Kolonien
gemeinsam auf einer Agar-Platte auf, sondern auch Kolonien mit gemischtem Phénotyp, die sowohl
rot als auch blau gefarbt waren (Abb. 30A). In der FlUssigkultur bewirkte dieses Phdnomen neben den
rot oder blau gefarbten Phanotypen das Auftreten violetter Kulturen (Abb. 30B). Fir die weiteren
Versuche wurden diese gefdrbten Kolonien vereinzelt. Die Ausbildung verschiedenfarbiger
Phanotypen von S. coelicolor blieb auch bei der Kultivierung ohne Metallionenstress erhalten, wenn
einzelne Kolonien nach mehreren Generationen auf cobalthaltigem Medium wieder auf
metallionenfreies Medium U(bertragen wurden (Abb. 30C). Die Kultivierung auf SFM-Medium mit
2000 pg/ml Manganchlorid generierte ebenfalls intensiv pigmentierte Phanotypen, allerdings war die
Farbung dieser Kolonien dunkelviolett oder dunkelblau (Abb. 30D).
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Wachstumskurve der farbigen Phanotypen auf cobalthaltigem Medium

Von den verschiedenen Phanotypen wurden Wachstumskurven erstellt, um herauszufinden, ob die
Pigmentierung der farbigen Phanotypen auf dem cobalthaltigen Medium einen Fitnessvorteil
gegeniiber den wt+Co”" ausldste.

Biomassezuwachs von Streptomyces coeliocolor

140
oberer Balken:Maxium

Oberkante Box: Grenze

120 .
oberes Quartil

£
Eé:|5 markante Linie in der
g 1004 Box: Median
=
E
= Unterkante Box: Grenze
2 a0 T unteres Quartil
2
a
= unterer Balken:
[=] .
= 50+ Minimum
40+ J
20
T T T T
wt wit+Kobalt rot blau
Phdnotyp

Abb. 31: Box-Plot der Trockengewichte des Wildtyps, des Wildtyps mit Cobalt im Medium, des roten Phdnotyps und des
blauen Phanotyps nach siebentagiger Kultivierung auf SFM-Agar. Alle Kulturen auBer dem Wildtyp wurden mit 200
ug/ml CoSO, im Medium kultiviert, n=3.

Alle Kulturen zeigten im Verlauf der siebentdgigen Anzucht auf SFM-Medium bei 28 °C eine Zunahme
der Biomasse. Der Vergleich der jeweiligen Trockengewichte mit dem des wt verdeutlichte, dass
Cobaltionenstress das Wachstum von allen drei S. coelicolor-Phanotypen auf cobaltsulfathaltigem
Medium (wt+Co**, rot, blau) gleichermallen einschrankte. Obwohl im Box-Plot eine deutliche
Differenz zwischen den Messwerten fir den wt und den Messwerten fir die Kulturen mit
Cobaltzusatz abzulesen ist, konnte keine statistisch signifikante Abweichung zwischen den Gruppen
nachgewiesen werden (Abb. 31). Zwischen den drei unter Cobaltionenstress inkubierten Kulturen
von S. coelicolor war in Bezug auf die gebildete Biomasse in diesem Versuch kein Unterschied
festzustellen. Die Kulturen mit Zusatz von Cobaltsulfat im Medium (wt+C02+, rot, blau) haben nach
siebentdgiger Kultivierung im Vergleich zum wt die Halfte der Biomasse gebildet, die der Wildtyp im
gleichen Zeitraum aufgebaut hat.
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Wachstum der unterschiedlichen Phanotypen von Streptomyces coelicolor ohne
Cobaltionenstress

Im folgenden Versuch wurde Gberprift, ob die verstarkte Pigmentierung der farbigen Phanotypen
auf eine verbesserte Anpassungsfahigkeit an die Stressbedingungen schlieRen lieS. Daher wurden die
verschiedenen Phanotypen UV-Strahlung ausgesetzt. Als Kontrollen dienten Kulturen, die auf
unbehandeltem SFM-Agar ausgestrichen wurden.

Biomassezuwachs von Streptomyces coelicolor auf cobaltfreiem Medium
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Abb. 32: Box-Plot der Trockengewichte aller vier Phdnotypen nach siebentdgiger Kultivierung auf unbehandeltem
Medium sowie nach UV-Einstrahlung, Vorkultur des Wildtyps unter Cobaltionenstress, rotem Phdnotyp, blauem Phdnoty
mit 200 pg/ml CoSO,im Medium, n=3.

Die Auftragung der von den vier verschiedenen Phanotypen in diesem Versuch gebildete
Trockenmasse und deren statistische Auswertung zeigt, dass es keine Wachstumsunterschiede
zwischen dem wt, wt+Co®*, dem roten und dem blauen Phinotyp unter den ausgewihlten
Kulturbedingungen gab. Alle Phdnotypen bildeten in den beiden verschiedenen Teilexperimenten die
gleiche Biomasse (Abb. 32).
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4.3.2 Metabolitenprofil von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress

Die optisch verschieden pigmentierten Phanotypen von S. coelicolor wurden auf charakteristische
Stoffwechselprodukte untersucht. Als Erstes wurde das Profil ihrer fllichtigen Metaboliten
untersucht. Fllichtige Verbindungen konnten innerhalb der Populationen zur Signalweitergabe
dienen oder z. B. wie Albaflavenon'® (6) gegen andere Organismen wirksam sein.

Analyse der fliichtigen Verbindungen von Streptomyces coelicolor-Kulturen nach
Cobaltionenstress durch GC-MS

Zur Charakterisierung der Metabolitenprofile des Wildtyps, des Wildtyps unter Cobaltionenstress,
des roten und blauen Phanotyps, (nachfolgend abgekiirzt, Nomenklatur Tab. 6) wurden die
flichtigen Stoffe, die die Kulturen freisetzten, analysiert (Abb. 67 bis Abb. 96).

Das Duftprofil aller Phdnotypen von S. coelicolor wurde durch Terpene bestimmt (Abb. 33, Tab. 24).
Der wt setzte in diesem Experiment die meisten Verbindungen frei. Alle Terpene mit Ausnahme des
Isozizaen (37) wurden am starksten vom wt freigesetzt. Die Kulturen, die auf CoSO,-haltigem
Medium kultiviert wurden, zeigten eine deutliche Reduktion der Duftemission.

Das Monoterpen Methylisoborneol (40) konnte in allen Kulturen nachgewiesen werden. Die
intensivste Emission dieser Verbindung wurde iber dem wt nachgewiesen, wahrend die Kulturen
unter Cobaltionenstress nur Spuren dieser Verbindung freisetzten. Die Emission von Oktalinen wurde
iber dem wt und in geringen Mengen auch iiber dem wt+Co®* belegt. Die Produktion der
Oktalinisoformen S; ¢ (Vorschlag nach Massenspektren,) wurde nur Gber dem wt gemessen. Im roten
und blauen Phadnotyp konnten dagegen diese Verbindungen nicht beobachtet werden.

Die Emission von (5) aus den Kulturen erfolgte, wie in Abb. 33 dargestellt, von unten nach oben
abnehmend. Die Produktion der hochsten Menge Geosmin (5) wurde lGber dem wt aufgezeichnet.
Der wt+Co”" war durch eine deutlich verringerte Geosminfreisetzung gekennzeichnet. Die Reduktion
der Geosminproduktion unter Cobaltionenstress war im roten Phanotyp noch starker ausgepragt. Die
deutlichste Verminderung der Geosminemission wies der blaue Phanotyp auf.

Das Sesquiterpen Isozizaen (37) wurde von allen Kulturen freigesetzt. Abweichend von der
generellen Reduktion der Terpenemission unter Cobaltionenstress setzte der blaue Phanotyp die
grote Menge dieser Substanz frei. Im roten wie auch im wt+Co** wurde weniger Isozizaen (37)
produziert, wahrend der wt im Vergleich zu diesen durch eine leicht erhdohte Freisetzung
gekennzeichnet war.

In den Messungen Uber dem wt wurde Zizaen (38) nachgewiesen. Diese Verbindung ist ein
Nebenprodukt der Isozizaenzyklase.

Die Produktion von Germacren D (42) und Germacradienol (45) lieR sich ebenfalls (iber dem wt
beobachten.

Im Duft des roten Phanotyps wurden unter Cobaltionenstress zwei neue Verbindungen induziert, die
als Tridecanon (43) und Undecylpyrrol (44) identifiziert werden konnten.
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Abb. 33: Vergleich der typischen Gaschromatogramme vom Duft des wt (schwarz) sowie des wt+C02+(grau), des roten
(rot) und des blauen Phdnotyps (blau) von Streptomyces coelicolor.
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Abb. 34: Strukturformeln der Verbindungen aus Abb. 33, (40) Methylisoborneol, (41) Methyl-8,10-trans-oktalin, (5)
Geosmin, (37) Isozizaen,(42) Germacren D, (43) 2-Tridecanon, (44) Undecylpyrrol, (38) Zizaen, (45) Germacradienol,
Stereochemie von 5, 41, 42 und 45 nach Jiang et al., 2007,
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HPLC-MS-Analyse des Metabolitenprofils von Streptomyces coelicolor nach
Cobaltionenstress

Die ldentifizierung der Farbstoffe der pigmentierten Phanotypen von S. coelicolor erforderte die
Extraktion dieser Verbindungen aus den Kulturen. Die weitere Charakterisierung der Pigmente
erfolgte durch die Trennung der einzelnen Verbindungen durch HPLC und die Detektion der
Molmassen mit MS (Abb. 98 bis Abb. 107).

Wie schon bei der Charakterisierung der Duftprofile (Abb. 33) war auch beim Vergleich der LC-MS-
Messungen jeder Phanotyp durch ein individuelles Profil gekennzeichnet (Tab. 25). Die Substanzen,
deren M+H"-lon ein m/z-Verhiltnis von 183, 197 oder 255 aufwiesen, wurden in allen untersuchten
Proben beobachtet. Nur im blauen Phanotyp konnte das M+H*-lon mit dem m/z-Verhiltnis von 197
nicht detektiert werden. Im Gegensatz zur Analyse der fllichtigeren Verbindungen wurde im wt die
geringste Anzahl von Verbindungen beobachtet (Abb. 35). Die Extrakte der Kulturen von S. coelicolor,
die unter Cobaltionenstress kultiviert wurden, beinhalteten jeweils eine hdhere Anzahl von
Substanzen. Die Kultivierung unter Cobaltionenstress induzierte die Produktion zusatzlicher
Verbindungen, die nicht im wt nachweisbar waren. Der rote Phdnotyp war durch eine auffillige
Konzentration der Substanz 51 gekennzeichnet (Abb. 35). Der blaue Phanotyp zeichnet sich in diesem
Experiment in Gegensatz zum Duftprofil durch die meisten nachweisbaren Verbindungen aus.
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Abb. 35: LC-MS-Chromatogramme der Ethylacetatextrakte des Wildtyps (schwarz), des Wildtyps unter Cobaltionenstress
(grau), des roten (rot) und des blauen Phéanotyps (blau) von Streptomyces coelicolor.
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m/z =183

46 Germicidin B 47 GermicidinC 48 Germicidin C
R,= R,=H R,= Ry=H R,= R,=H
Rs=R,=Me R,=R,=Me R,=Rs=Me

m/z =197

49 Germicidin A 50 Isogermicidin A

R,=H R;=R,=R,=Me

R,=R;=R,=Me Ry=H

Abb. 36: Strukturformel der in Abb. 35 markierten Substanzen, Germicidinderivate (46-50), Butylcycloheptylprodigiosin
(51) und Undecylprodigiosin (10).

Die weitere Charaktersierung der extrahierten Substanzen aus S. coelicolor erfolgte durch die
Trennung des komplexen Stoffgemischs durch LC-UV/VIS gekoppelt mit hochauflésender MS. Aus
den hochaufgelosten Molmassen der detektierten Verbindungen konnten die abgebildeten
Strukturformeln (Abb. 36) bestatigt werden.

Bei Verbindung mit dem m/z-Verhaltnis 183 kénnte es sich um eine Isoform des Germicidins (46. 47
oder 48) handeln, wie die Ubereinstimmungen des gemessenen Lichtabsorptionsmaximums und die
errechnete Summenformel belegen. Die Substanz mit dem m/z-Verhéltnis 197 konnte anhand der
berechneten Summenformel (Tab. 18) und dem Vergleich des Absorptionsmaximums mit
Literaturwerten einer weiteren Isoform des Germicidins (49 oder 50) zugeordnet werden. Durch die
hochauflésende MS konnte die Verbindung 51 und 10 als die roten Farbstoffe
Butylcycloheptylprodigiosin (51) und Undecylprodigiosin (10) von S. coelicolor identifiziert werden
(Tab. 18, Abb. 36). Durch die Analyse der Ethylacetatextrakte konnten die blauen Farbstoffe nicht
identifiziert werden, daher wurde anschlieRend der wassrige Kulturiiberstand untersucht.

S. coelicolor ist fur die Produktion der blauen wasserloslichen Polyketid-Familie der Actinorhodine
bekannt. Die Actinorhodine lassen sich aus dem Kulturtiberstand anreichern und weisen typische
UV/VIS-Spektren auf.™
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Abb. 37: HPLC-Chromatogramme der gefillten Bestandteile aus den Kulturen des Wildtyps (schwarz), des Wildtyps unter
Cobaltionenstress (grau), des roten (rot) und des blauen Phanotyps (blau) von Streptomyces coelicolor, A = 530nm.
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Abb. 38: Strukturformeln der Actinorhodins&ure (52) und g-Actinorhodin (53).

Die HPLC-Analyse der Rohpigmente aus den Kulturiiberstanden der vier verschiedenen Phanotypen
lieferte fir den Wildtyp unter den gewadhlten Kulturbedingungen keinen Nachweis farbiger
Verbindungen (Abb. 37). Im Wildtyp unter Cobaltionenstress und im roten Phanotyp wurden in
Spuren Undecylprodigiosin (10) nachgewiesen. Der blaue Phanotyp produzierte sechs verschiedene,
farbige Verbindungen, die bei 530 nm Licht absorbierten. Die Komponente mit der starksten
Lichtabsorption konnte Uber die hochaufgeloste Masse als Actinorhodinsdure (52) identifiziert
werden. Als weitere blaue Verbindung wurde g-Actinorhodin (53) nachgewiesen.

Zusammenfassend konnten aufgrund der Absorptionsmaxima und der tber HR-MS bestimmten
Summenformeln fir fanf Verbindungen aus den Extrakten der vier Phanotypen die folgende
Zuordnung vorgeschlagen werden: (Tab. 18, Tab. 19) zwei Germicidinderivate (m/z 183 46-48 und
m/z 197 49/50), Butylcycloheptylprodigiosin (51), Undecylprodigiosin (10), Actinorhodinsdure (51)
und e-Actinorhodin (53) (Abb. 38).
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Tab. 18: Vorschlage fiir die in Streptomyces coelicolor nachgewiesenen Verbindungen, basierend auf den Ergebnissen von
LC-UV/VIS, HPLC-MS und HR-MS.

Verbindung Ssummen- | Apmax Hochaufgeloste Berechnete
formel (nm) Masse (g/mol) Masse (g/mol)

46- | Germicidin B/C, Isogermicidin | CyoH1503 290 183,1016 182,0943

48 B

49/ | Germicidin A, Isogermicidin A | C;;H,;03 290 197,1172 196,1099

50

10 Undecylprodigiosin CysH34N50 530 394,2854 393,278

51 Butylcycloheptylprodigiosin CysH36N30 515 392,2697 391,2624

52 | Actinorhodinsdure Cs;H26046 530 667,1295 666,1221

53 | e-Actinorhodin C35H24015 525 649,1191 648,1115

Die Summenformel und die Lichtabsorptionsmaxima der Germicindinderivate sowie der
Actinorhodinsdure (52) stimmen mit den Literaturdaten (Tab. 19) Gberein. Die abweichenden Werte
der Lichtabsorptionsmaxima fir Undecylprodigiosin (10) und Butylcycloheptylprodigiosin (51)
kénnen durch das Losungsmittel begriindet sein. Die Analyse der Referenzsubstanzen wurde in einer
sauren CH,Cl,/Hexan-Losung durchgefuhrt.[m]

Tab. 19: Referenzen zu den vorgeschlagenen Verbindungen aus Streptomyces coelicolor.

Verbindung Summenformel Amax(nm) | Quelle
46-48 | Germicidin B/C, Isogermicidin B | CyoH150; 290 (142]
49/50 | Germicidin A, Isogermicidin A Ci1H1703 290 (142]
10 Undecylprodigiosin CysH34N30 535 (141]
51 Butylcycloheptylprodigiosin CasH3gN30 525 (1a1)
52 Actinorhodinséure C32H26016 530 (132]

Die Konzentration von Undecylprodigiosin (10) in der Kultur des roten Phanotyps erfolgte mit dem

0™3% und ergab einen

bekannten molaren Extinktionskoeffizienten dieser Verbindung €53, = 10050
Wert von 34 ug Undecylprodigiosin (10)/I Flussigkultur des roten Phanotyps. Die Konzentration der
Actinorhondinsiure (52) wurde mit €s4, = 18600'** berechnet. Dieser Wert ist allerdings der molare
Extinktionskoeffizient des Actinorhodins (11). Aus der Berechnung wurde eine Konzentration von 700
pg Actinorhodinsdure (52)/1 Flussigkultur des blauen Phanotyps (31) erhalten. Beide errechneten
Konzentrationen kdnnen als Richtwerte betrachtet werden, da die molaren Extinktionskoeffizienten

beider Verbindungen in anderen Losungsmitteln bestimmt wurden.
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Transkriptomanalyse von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress

Nach der Analyse des Metabolitenprofils von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress durch
GC-MS und LC-MS und dem Auffinden charakteristischer Unterschiede zum Wildtyp auf
unbelastetem Medium erfolgte die Untersuchung des Genexpressionsprofils der einzelnen
Phanotypen im Vergleich zum Wildtyp. Die Analyse des Transkriptoms ergab Aufschliisse Ulber
spezifische Reaktionen der einzelnen Phanotypen von S. coelicolor auf den Cobaltionenstress und
erlaubte Rickschlisse auf die Bildung von Stoffwechselprodukten, die mit GC-MS und LC-MS nicht
erfasst werden konnten. Der Nachweis der dementsprechend induzierten Biosynthese-Gene kann
einen Hinweis auf die Produktion weiterer Verbindungen nach Cobaltionenstress geben.

Statistische Auswertung der Transkriptomdaten von Streptomyces coelicolor nach
Cobaltionenstress durch Varianzanalyse

Die statistische Auswertung der Daten ermittelte die Sonden auf dem microarray-Chip, die ORFs mit
signifikanten Abweichungen in der Genexpression zwischen dem Wildtyp auf unbelastetem Medium
und dem Phanotyp unter Cobaltionenstress reprasentieren.

Der Einstichproben t-Test ermittelte die Sonden, deren Fluoreszenzsignale zwischen der Probe des
wt auf unbelastetem Medium und dem Phénotyp unter Cobaltionenstress signifikant abwichen. Es
wurden mit diesem statistischen Test alle Sonden erfasst, deren Signalstarke sich zwischen den
Proben des wt auf unbelastetem Medium und dem Phéanotyp unter Cobaltionenstress starker
unterschied als zwischen den einzelnen technischen Replikaten der Sonde. Die statistische
Auswertung der Daten mittels t-Test fir die Expressionsverhaltnisse aller vier Replikate aus jedem
Teilversuch und die anschlieBende Korrektur des a-Fehlers ergaben fiir die Teilversuche die folgende
Anzahl signifikant regulierter Gene (Abb. 39):

9P
wt+Co¥ €——> wt
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6411
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Abb. 39: Resultate des Einstichproben t-Tests fiir wt/wt+Co”* (grau), wt/rot (rot), wt/blau (blau) nach Korrektur des o-
Fehlers, die blauen Pfeile in den Rechtecken symbolisieren die differentielle Genregulation zwischen dem wt und dem
jeweiligen Phdnotyp unter Cobaltionenstress, die Zahlen geben die Anzahl der differentiell regulierten ORFs zwischen
dem wt und dem jeweiligen Phanotyp unter Cobaltionenstress an, die Orientierung der schwarzen Pfeile verdeutlicht
gesteigerte Genexpression unter Cobaltionenstress (nach oben) oder verminderte Genexpression (nach unten).

Die geringste Anzahl signifikant regulierter Gene zwischen dem wt auf unbelastetem Medium und
dem Phanotyp unter Cobaltionenstress wurde im Teilversuch wt/wt+Co®* ermittelt. In diesem
Experiment trat eine abweichende Genregulation zwischen dem wt und dem wt+Co”" bei 0,15 % aller
ORFs auf dem microarray-Chip auf. Die hochste Anzahl signifikanter Abweichungen in der
Genexpression wurde im blauen Phanotyp unter Cobaltionenstress im Vergleich mit dem Wildtyp auf
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unbelastetem Medium ermittelt. Im blauen Phanotyp wurden 15,7 % aller untersuchten ORFs im
Vergleich zum wt differentiell reguliert. Die Resultate dieser beiden Teilversuche unterschieden sich
um den Faktor 100. Der rote Phanotyp unter Cobaltionenstress exprimiert im Vergleich zum Wildtyp
auf Cobaltmedium zwanzigmal so viele Gene differentiell zum wt. Im roten Phanotyp wurde bei der
Kultivierung unter Cobaltionenstress eine zum wt abweichende Genregulation bei 3,7 % aller in den
Versuch eingegangenen ORFs verzeichnet. Im blauen Phanotyp wurden im Vergleich zum roten
Phanotyp viermal so viele Gene als signifikant unterschiedlich zum wt reguliert eingestuft.

Aufféllig bei den Ergebnissen des Einstichproben t-Tests ist die stark abweichende Anzahl der
signifikant regulierten ORFs zwischen den Gruppen, das heilSt die Varianz innerhalb der untersuchten
Gruppen ist unterschiedlich hoch. Der Einstichproben t-Test priifte die Varianz innerhalb der
Replikate des wt und verglich diese mit der Varianz innerhalb der Replikate jeweils eines Phanotyps
unter Cobaltionenstress. Alle Sonden, deren Fluoreszenzsignale héhere Abweichungen zwischen dem
wt und dem Phanotyp unter Cobaltionenstress (wt+Co®*, rot, blau) aufwiesen als die Signalstirke
zwischen den Replikaten einer Gruppe schwankte, waren signifikant abweichend im Vergleich vom
wt mit dem Phanotyp unter Cobaltionenstress reguliert. Die statistische Auswertung zeigte, dass die
Varianz innerhalb der Gruppen beim Vergleich wt/wt+Co”* sowie wt/rot eindeutig hoher war als beim
Vergleich wt/blau. Die ermittelten Schwankungen innerhalb der Gruppen kénnen entweder
technisch oder biologisch bedingt sein. Die Hybridisierungen fir den Versuch wt/blau wurden nach
den Hybridisierungen fiir Versuche wt/wt+Co”" und wt/rot durchgefihrt. Moglicherweise resultierten
die geringeren Schwankungen innerhalb der letzten Gruppe aus der héheren Versuchsroutine.
Anderseits ist es moglich, dass der wt+Co®* und der rote Phanotyp biologisch heterogener sind als der
blaue Phanotyp, dass also die Zellen auch innerhalb dieser Gruppen unterschiedlich auf den
Umweltreiz Cobaltionenstress reagieren.

Der Zweistichproben t-Test verglich die Varianz zwischen den Ergebnissen von zwei Experimenten
(Abb. 40). Damit konnten Uber die Abweichungen der Phanotypen unter Cobaltionenstress im
Vergleich zum Wildtyp auf unbelastetem Medium Unterschiede in der Genexpression zwischen den
einzelnen Phanotypen unter Cobaltionenstress ermittelt werden.

a4 9 1741
wt+Co? < - wt wt+Cott €—> wt rot <- e wt
4l L 1291
A 7, N
174 641 T 641 T
rot > w bay € _—=> W blau <€——= wt
1294 647 647 .,

Abb. 40: Schema des Zweistichproben t-Tests fiir die Gruppen wt/wt+Coz+ (grau), wt/rot (rot), wt/blau (blau) nach
Korrektur des a-Fehlers, die blauen Pfeile in den Rechtecken symbolisieren die Varianz in der Gruppe, die blauen Pfeile
zwischen den Rechtecken verdeutlichen die Varianz zwischen den Gruppen, die Orientierung der schwarzen Pfeile
verdeutlicht gesteigerte Genexpression unter Cobaltionenstress (nach oben) oder verminderte Genexpression (nach
unten).

Im Zweistichproben-t-Test konnte kein ORF nachgewiesen werden, dessen Expression zwischen den
Phanotypen unter Cobaltionenstress signifikant verschieden war. Es gab keine signifikante
Abweichung in der Genexpression zwischen dem Wildtyp auf Cobaltmedium und dem roten
Phanotyp oder zwischen dem Wildtyp auf Cobaltmedium und dem blauen Phanotyp. Es konnten
auch keine signifikanten Abweichungen in der Genexpression zwischen dem roten und dem blauen
Phanotyp ermittelt werden.
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Die anova priifte die Varianz zwischen allen Experimenten.

9P
wt+Co?* €—> wt
4.
1741 641
rot <> wt <> blau <—> wt
129 647 |

Abb. 41: Schema der anova fiir die Gruppen wt/wt+Co”* (grau), wt/rot (rot), wt/blau (blau) nach Korrektur des a-Fehlers,
die blauen Pfeile in den Rechtecken symbolisieren die Unterschiede in der Genexpression zwischen dem wt und dem
jeweiligen Phdnotyp unter Cobaltionenstress innerhalb der Gruppe, die blauen Pfeile zwischen den Rechtecken
verdeutlichen die Varianz zwischen den Gruppen, die Orientierung der schwarzen Pfeile veranschaulicht gesteigerte
Genexpression unter Cobaltionenstress (nach oben) oder verminderte Genexpression (nach unten).

Da es keine Abweichungen zwischen je zwei untersuchen Gruppen gab, konnten folglich in der anova
(Abb. 41) keine statistischen Abweichungen zwischen allen drei Versuchsgruppen ermittelt werden.
Dieses Ergebnis der statistischen Varianzanalyse bedeutet, dass die miteinander verglichenen
Phanotypen unter Cobaltionen hinsichtlich ihrer Genexpression gleich waren, da die Abweichungen
innerhalb der analysierten Gruppen (wt/wt+Co*, wt/rot, wt/blau) hoher waren als die
Abweichungen in der Genexpression zwischen den Gruppen (wt/wt+Co>* <> wt/rot, wt/wt+Co®* <
wt/blau, wt/rot <> wt/blau). Der Vergleich der verschiedenen Phanotypen unter Cobaltionenstress
erfolgte aufgrund des Versuchsaufbaus mit einer gemeinsamen Referenz (wt) fir alle
Hybridisierungen in silico. Die Versuchsergebnisse sollten zur Ermittlung von Differenzen in der
Genexpression zwischen den Phanotypen unter Cobaltionenstress durch den direkten Vergleich der
Phanotypen (wt+Co*’/rot, wt+Co**/blau, rot/blau) in einem microarray-Experiment Uberpriift
werden.

Bestimmung der nach Cobaltionenstress maximal differentiell regulierten openreading
frames

Zur Bestimmung der am starksten regulierten Gene wurde ein cut-off bei einer 1,5fachen
Abweichung zwischen den Expressionsverhaltnissen der Referenz und der untersuchten Kultur auf
Cobaltmedium festgelegt. Nur mit diesen ORFs wurde, soweit nicht anders angegeben, die weitere
Auswertung durchgefiihrt.

BT
wt+Co¥ —> wt

7%
rot > wt
330

9
blau <—> wt
814

Abb. 42: Resultate des Einstichproben-t-Tests fiir die Teilexperimente wt/wt+Co® (grau), wt/rot (rot), wt/blau (blau)
nach cut-off zur Bestimmung der maximal differentiell regulierten ORFs in den Kulturen unter Cobaltionenstress, die
Orientierung der schwarzen Pfeile symbolisiert gesteigerte Genexpression unter Cobaltionenstress (nach oben) oder
verminderte Genexpression (nach unten).
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Die hochste Anzahl (100 ORFs) von Genen mit einer Regulation > Faktor 1,5 trat im blauen Phanotyp
auf. In diesem Versuch waren 1,2 % aller untersuchten ORFs signifikant differentiell um den Faktor
1,5 reguliert. Im wt+Co* wurde bei 0,07 % (6 ORFs) der ORFs auf dem microarray-Chip eine
Abweichung in der Genregulation > Faktor 1,5 festgestellt. Der rote Phanotyp wies im Vergleich zum
Wildtyp eine abweichende Genregulation um den Faktor > 1,5 bei 0,5 % (40 ORFs) der ORFs im
Versuch auf. Im blauen Phanotyp wurden unter Cobaltionenstress demnach siebzehnmal mehr Gene
um den Faktor 1,5 differentiell exprimert als im wt+Co”". Im Vergleich zum roten Phanotyp zeichnete
sich der blaue Phanotyp durch mehr als die doppelte Anzahl signifikant regulierter Gene aus. Nach
Bestimmung der maximal differentiell unter Cobaltionenstress regulierten Gene verblieben im roten
Phanotyp siebenmal so viele signifikant regulierte Gene wie der Wildtyp auf Cobaltmedium fir die
weitere Auswertung.

Insgesamt ist die Anzahl der differentiell unter Cobaltionenstress regulierten ORFs und deren
Abweichung in der Genexpression im Vergleich zum wt relativ gering. In microarray-Studien mit
anderen Sondensequenzen zur Induktion der Antibiotikasynthese in S. coelicolor wurden 25 % bzw.
12 % der Gene um den Faktor > 2 differentiell reguliert ermittelt.**> ***' Allerdings wurden in dieser
Studie andere microarray-Chips verwendet. Bei der Charakterisierung einer AbldA-Mutante von S.
coelicolor mit den PCR microarrays der Streptomyces coelicolor microarray resource wurde derselbe
cut-off wie in der vorliegenden Arbeit festgesetzt und bei 2 % aller untersuchten ORFs eine
signifikante Abweichung nachgewiesen.ms] Dieses Vorgehen spricht fir den Nachweis geringer
Abweichungen bei der Regulation der Genexpression in S. coelicolor. Moglicherweise hat die Lange
der Sonden auf den PCR-S. coelicolor-microarrays den entscheidenden Einfluss auf die nachweisbare
Anzahl differentiell regulierter OFRs und den Grad ihrer Abweichung. Bei Verwendung des einzigen
kommerziell erhaltlichen PCR-S. coelicolor-microarrays kommen relativ lange Sonden (150-500 bp)
zum Einsatz. Mit der Ldnge der verwendeten Sonden erhoht sich das Risiko der unspezifischen
Bindung von markierter cDNA, da auch cDNA mit teilweiser Sequenziiberlappung an die Sonden
binden kann."*® "1 Es kénnte dann zu einer Abschwéchung der Differenz zwischen Kontrolle und
behandelter Probe kommen, da neben der eigentlichen Zielsequenz noch weitere cDNAs an die
Sonde gebunden haben kénnten.

Weiterhin hatte mit Sicherheit auch der Zeitpunkt der Probenahme Auswirkungen auf die Anzahl der
nachweisbaren Abweichungen im Genexpressionsprofil der einzelnen S. coelicolor Phanotypen. Die
Induktion des Sekundarmetabolismus erfolgt in der spaten Phase der Entwicklung einer Kultur von S.
coelicolor, wenn die Ressourcen zum weiteren Wachstum begrenzt sind. Daher wurde das Myzel fir
die RNA-Prdparation nach siebentdgiger Inkubation aufgearbeitet. Sehr wahrscheinlich ist die
Induktion der Proteinbiosynthese zu diesem Zeitpunkt schon abgeschlossen. Es erfolgt die
Modulation des Stoffwechsels auf der Ebene der Proteinaktivitat. Mdglicherweise konnten daher bei
der Auswertung der microarray-Daten nur geringe Abweichungen zwischen dem wt und den
Phanotypen unter Cobaltionenstress ermittelt werden.

Vorschlage fiir die funktionelle Annotation der nach Cobaltionenstress differentiell
regulierten open reading frames

Nachdem die Sonden fiir alle ORFs identifiziert worden waren, die deutlich signifikant abweichend
zwischen dem wt und den Phanotypen unter Cobaltionenstress reguliert worden waren, schloss sich
die funktionelle Annotation der Sonden an. Die ORFs wurden nach Proteinklassen und
Stoffwechselwegen gruppiert. Die vollstandige Auflistung befindet sich im Anhang (Tab. 35, Tab. 40).
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Vorschlage fiirdie Proteinklassifizierung und Zuordnung in Stoffwechselwege

Es konnten nicht alle signifikant regulierten ORFs aus dem Experiment in Proteinklassen eingeordnet
werden, da die Informationen fiir die ORFs des Plasmids SCP1 nicht zur Verfligung standen.

wt/wt+Co”*

Der wt+Co®* exprimiert unter Cobaltionenstress drei ORFs deutlich signifikant abweichend zum wt
auf unbelastetem Medium, die aufgrund von Sequenzhomologien zu bekannten Proteinen
klassifiziert werden konnten (Tab. 35). Der ORF SCO5154, dessen Transkription in der Kultur unter
Cobaltionenstress um den Faktor 2 erhéht war, zeigte Sequenzhomologie zu einem Magnesium-
Transporter aus Theromtoga maritima. Das potentielle Protein dieses ORFs kdnnte in S. coelicolor
unter Cobaltionenstress eine Funktion bei der Regulation des lonenhaushalts haben.

wt/rot

Die funktionelle Annotation der ORFs mit unterschiedlichen Expressionsprofilen zwischen dem roten
Phanotyp unter Cobaltionenstress mit dem wt auf unbelastetem Medium klassifiziert 23 signifikant
differentiell regulierte ORFs (Tab. 36). Die am haufigsten in der Proteinklassifizierung angetroffene
Gruppe waren Membranproteine. Im roten Phdnotyp wurden unter Cobaltionenstress drei OFRs
verstarkt abgelesen, die Proteine des Fettsdauremetabolismus kodieren. Es handelte sich dabei um
eine putative Fettsdure-CoA-Racemase (SCO6730), die Methylmalonyl-CoA-Mutase (SC04800) und
die putativen Biotin-Carboxylase AccA (5C04921). Die putative Fettsdure-CoA-Racemase (SCO6730)
katalysiert den Abbau von verzweigten Fettsduren. Das Protein AccA stellt Malonyl-CoA fiir die
Synthese von Fettsdauren und Polyketiden zu Verfligung. Die C-terminale Domane der Methylmalonyl-
CoA-Mutase (SC04800) ist Teil eines Cobalt- und Vitamin B12-abhangigen Enzyms, das die
Freisetzung von Methylmalonyl-CoA katalysiert. Unter Cobaltionenstress wurde im roten Phanotyp
ein unspezifizierter Genomabschnitt (SCO5464) verstarkt zu mRNA umgesetzt. Dieser ORF zeigt keine
Homologie zu bakteriellen Proteinen, wies allerdings Ahnlichkeiten mit calciumbindenden Proteinen
aus verschieden Eukaryonten, u. a. einem Calmodulin aus Dictyostelium discoideum, auf.
Moglicherweise bindet dieses Genprodukt im roten Phanotyp Cobaltionen. Zusatzlich wurde im roten
Phanotyp unter Cobaltionenstress die Expression von drei Transkriptionsregulatoren verstarkt. Einer
dieser vermehrt transkribierten ORFs dhnelt den Mitgliedern der Sir2-Familie. Diese
Transkriptionsregulatoren sind in allen Organismen konserviert und bewirken eine Herabsetzung der
Transkription in bestimmten Bereichen des Genoms durch die Veranderung der

Chromatinstruktur.!**®

wt/blau

Da der Vergleich des blauen Phadnotyps unter Cobaltionenstress mit dem wt auf unbelastetem
Medium die hochste Anzahl signifikant differentiell regulierter Gene ergab, konnten bei der
Auswertung dieses Vesuchs die meisten ORFs (92) in Proteinklassen eingeordnet werden (Tab. 37).
Wie im roten Phanotyp war auch im blauen Phanotyp die Expression der putativen Biotin-
Carboxylase AccA (SC04921) verstarkt. Unter der Einwirkung von Cobaltionenstress wurde im blauen
Phanotyp die Expression von zwei putativen Transkriptionsrepressoren sowie die Expression des
vermutlich regulatorisch wirkenden Proteins SCO6130 um den Faktor 1,5 erhoht. Dieses putative
Protein SCO6130 wies Sequenzhomologie zu dem regulatorisch auf die Antibiotikasynthese
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wirksamen Lokus abaA™**”!

auf. Die Transkriptionsrepressoren fielen in die Klasse der TerR und MerR-
Proteine. Diese Proteine blockieren das Ablesen bestimmter Gene, bis sie durch die Bindung eines
Effektors von der DNA dissoziieren. Daher dienen Proteine dieser Familien haufig der
Transkriptionskontrolle unter bestimmten Umweltbedingungen.!”®> ** Ein weiteres regulatorisches
Protein, das im blauen Phanotyp signifikant verstarkt exprimiert wurde, ist der ORF SCO7339,
welcher ein Genprodukt mit Ahnlichkeit zu SgaA kodiert. Den unter Cobaltionenstress verstarkt
induzierten Produkten der ORFs SC02173 und SCO1553 kénnte eine Funktion in der Synthese von
Cobalamin zugeschrieben werden. Das putative Enzym des ORFs SC02173 ware an der Biosynthese
des Coenzyms B12 beteiligt, wahrend das Produkt des ORFs SCO1553 in den Aufbau von
Porphyrinringen involviert ware. Unter den potentiellen Genprodukten, die unter Cobaltionenstress
im  blauen  Phdnotyp  signifikant  vermindert  exprimiert wurden, waren zwei
Elektronentransportproteine. Der ORF SCO3946 kodiert ein putavives Protein der Atmungskette und
wurde daher in die oxidative Phosphorylierung eingegliedert. Der ORF SC01421 weist Ahnlichkeiten
mit einem elektronentransportierenden Protein aus S. coelicolor auf, ist jedoch bisher nicht genauer
charakterisiert.

Vorschlige fiir differentiell unter Cobaltionenstress regulierte open reading frames des
Sekundarstoffwechsels

Besonderes Augenmerk wurde bei der Auswertung der microarray-Daten auf Veranderungen in der
Expression von Genen aus dem Sekundarstoffwechsel gelegt. Diese Ergebnisse geben Aufschluss
dariber, ob auf Transkriptebene die Bildung von Sekundarmetaboliten durch Cobaltionenstress
induziert wurde. Der DANN-microarray erfasste auch die Aktivierung der Gene, die Enzyme zur
Produktion von Sekundarmetaboliten kodieren. Diese Methode soll die potentielle Produktion von
Substanzen erfassen, die bisher aus S. coelicolor unbekannt sind oder mit anderen Analysetechniken
noch nicht nachweisbar waren. Aufgrund von Homologien zu bereits charakterisierten Genen zur
Biosynthese von bioaktiven Naturstoffen kann auf mogliche Strukturmerkmale unbekannter
Sekundarmetabolite aus S. coelicolor geschlossen werden.

wt/wt+Co”*

Nach dem Cobaltionenstress war im wt+Co” die Induktion eines ORFs aus dem
Sekundarmetabolismus zu beobachten. Eine putative Salicylat-1-Monooxygenase wurde in der Kultur
auf cobaltionenhaltigem Medium im Vergleich zur Kontrolle auf Standard-SFM-Agar signifikant um
den Faktor 1,4 hoher exprimiert als im wt. Die N-terminale Signalsequenz legt die Vermutung nahe,
dass dieses Enzym aus dem Myzel in das Medium abgegeben werden koénnte. Die Salicylat-1-
Monooxygenase katalysiert die Umsetzung von Salicylat zu Catechol und ist in den Abbau von
aromatischen Verbindungen eingebunden.

wt/rot

Bei der Auswertung der vier vom wt abweichenden Expressionsmuster im Sekundarmetabolismus
des roten Phanotyps wurde festgestellt (Tab. 20), dass die Transkription des ORF SCO0388 signifikant
erhéht war. Dieser DNA-Abschnitt von S. coelicolor hat Ahnlichkeiten mit der Sequenz fiir die
Herparinase Il aus Cytophaga heparina. Dieses Enzym baut Glykosaminoglykane zu Disacchariden ab.
Die Expression der ORFs SCO1275, SC03214, SCO0392 wurde signifikant verringert. Der ORF
SC01275 zeigt Homologien zu einem Gen, das in Pseudomonas fluorescens fiir die Halogenase PrnC
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kodiert. Die FAD-abhdngigen Monooxygenasen aus der PrnC-Familie bevorzugen Phenolderivate als
Substrate.®? Diese Halogenasen werden haufig in der Ndhe von PKS- und NRPS-Clustern gefunden
und katalysieren die Halogenierung von Substraten, die noch an carrier-Proteine gebunden sind.*¥
Der ORF 3214 wurde aufgrund seiner Ahnlichkeit zu einem Gen der Anthranilat-Synthase aus
Pseudomonas putida dem Sekundarmetabolismus zugeordnet. Anthranilat ist eine Vorstufe der
Aminosaure  Trytophan. Die Basenabfolge der putativen Methyltransferase  weist
Ubereinstimmungen mit verschiedenen Methyltransferasen auf, u. a. mit dem Protein DnrX aus der
Daunorubicin Biosynthese in Streptomyces peutcetius.

Farbkodierung fiir signifikante Abweichungen der Expressionsverhiltnisse.

[15 [14 1,3 1,1 0,9 0,8 [0,7 [ 0,67

Tab. 20: Signifikant differentiell regulierte ORF des Sekundarstoffwechsels aus dem Teilexperiment wt/rot.

ORF Funktion Homologie

SCO0388 | hypothetisches Protein Heparinase lll, Cytophaga heparina
SCO1275 | putative Halogenase PrnC, Pseudomonas fluorescens
SC03214 | putative Anthranilat-Synthase TrpE, Pseudomonas putida
SCO0392 | putative Methyltransferase u. a. DnrX, Streptomyces peucetius

Zusatzlich wurden im roten Phanotyp unter Cobaltionenstress signifikante Verdnderungen fir die
Transkriptionsaktivitit von vier ORFs aus der PKS-Klasse ermittelt (Tab. 21). Der
Transkriptionsregulator fiir den Prodigiosin-Gencluster war im roten Phanotyp signifikant erhoht
exprimiert. Das Genprodukt dieses OFRs ist der Aktivator fiir die Transkription des Red-Clusters fir
die Biosynthese von Undecylprodigiosin (10) in S. coelicolor. Die ORFs SCO5075, fiir eine putative
Oxidoreduktase, SCO1266 mit der Information fiir eine 3-Oxoacyl-Synthase Il (Acyl-carrier-Protein)
aus der Fettsdurebiosynthese aus E. coli und der funktionell nicht charakterisierte ORF SC0O0128
wurden in ihrer Expression unter Cobaltionenstress vermindert. Fir diese Abschnitte des Genoms
von S. coelicolor konnten keine Entsprechungen in bekannten Polyketidsynthese-Clustern gefunden
werden.

Tab. 21: Signifikant differentiell regulierte ORF der Polyketidsynthese aus dem Teilexperiment wt/rot.

ORF Funktion Homologie

SCO5877 | Transkriptionsregulator RedD -

SCO5075 | putative Oxidoreduktase -

SCO1266 | 3-Oxoacyl-Synthase Il FabF2 FabF, Escherichia coli

SC00128 | hypothetisches Protein -
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wt/blau

Der blaue Phanotyp exprimerte unter Einwirkung von Cobaltionen 21 Gene signifikant differentiell im
Vergleich zum wt (Tab. 22).

Tab. 22: Liste der signifikant differentiell regulierten ORFs des Sekundirstoffwechsels aus dem Teilexperiment wt/blau.

ORF

Funktion

Homologie

SC06438 | Diaminopimelat-Decarboxylase, DecD, Escherichia coli

SCO6762 | putative Dehydrogenase Karotinoid-Biosynthese.
Streptomyes griseus

SCO6764 | putative Hopen-/Squalen-Zyklase Hopen-/Squalen-Zyklase A,
Bacillus acidocaldarius

SC06437 | hypothetisches Protein -

SCO06761 | kleines hypothetisches Protein -

SCO6765 | putatives Lipoprotein Tyrosinase Co-Faktor, Streptomyces
lincolnensis

SCO0381 | putative Glykosyl-Transferase UDP-Galactose-Lipid-Carrier-
Transferase, Erwina amylovora

SC02785 | hypothetisches Protein Rhizobactin-Biosynthese, Rhizobium
meliloti

SCO0522 | putative Oxidoredukase Clavulanat-9-aldehyd-Reduktase,
Streptomyces clavuligerus

SC03227 | putative Aminotransferase Vancomycin-Biosynthese,
Amycolatopsis orientalis

SCO0648 | Methlytransferase Avermectin (4)-Biosynthese,
Streptomyces avermitilis

SCO0769 | putative Oxidoreduktase YajO, Escherichia coli, NorA, Aspergillus

putative Aldo-/Keto-Reduktase flavus
SC03240 | konserviertes hypothetisches Protein -
SCO0382 | UDP-Glukose/GDP-Mannose-Familie- GDP-Mannose-6-Dehydrogenase,
Dehydrogenase Pseudomonas syringae

SCO0383 | hypothetisches Protein Mannosyltransferase B, Escherichia coli

SCO0389 | putatives Lipoprotein -

SCO0040 | Glykosyl-Transferase Makrolid-Glykosyl-Transferase,
Streptomyces ambofaciens

SC0O3226 | putativer Regulator der Antibiotikasynthese LuxR-Familie

SCO6431 | putative Peptid-Synthetase aps, Amycolatopsis
mediterranei

SC03218 | putatives konserviertes kleines Protein Vancomycin-Biosynthese,
Amycolatopsis orientalis

In der Klasse der Proteine fiir die Polyketidbiosynthese in S. coelicolor wurden im Versuchsteil

wt/blau 18 Abweichungen des blauen Phdnotyps zum wt nachgewiesen (Tab. 23). Drei ORFs
SC05892, SCO5890 und SCO5878 aus dem red-Kluster zur Produktion von Undecylprodigiosin (10)
wurden signifikant erhoht im blauen Phanotyp exprimiert (Tab. 23). Aus dem act-Genkluster zur

Biosynthese von Actinorhodin (11) wurde der ORF SCO5086 verstarkt im blauen Phanotyp abgelesen.

Von den signifikant differentiell unter Kobaltstress abgelesenen Oxidoreduktasen SCO0331 und
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SC03978 weisen beide Proteine Ahnlichkeiten zu Enzymen aus der Actinorhodinbiosynthese auf. Der
ORF SCO1266 zeigt in seiner Basenabfolge Ahnlichkeit zu FabF auf E. coli. Dieses Gen codiert in E. coli
die 3-Oxoacyl-Synthase Il fir die Fettsdurebiosynthese. Ebenfalls durch eine Sequenzhomologie zu
einem Enzym aus der Fettsdaurebiosynthese ist der signifikant erhoht exprimerte ORF SC01198
gekennzeichnet. Auch in diesem Teilexperiment wurde eine Anzahl von ORFs, die mogliche Gene fur
die Produktion von Polyketiden enthalten, in ihrer Expression vermindert. Der verringert translatierte
ORF SCO5898 gehort zum red-Cluster.

Tab. 23: Liste der signifikant differentiell regulierten ORFs der Polyketidsynthese aus dem Teilexperiment wt/blau.

ORF Funktion Homologie
SCO5878 | Polyketidsynthase RedX -
SCO0129 | hypothetisches Protein -
SC01266 | 3-Oxoacyl-Synthase Il (Acyl-carrier-protein) FabF2 FabF, Escherichia coli
SCO5086 | Ketoacylreduktase Actlll -
SCO5892 | Polyketidsynthase RedL -

SCO3978 | putative Oxidoreduktase u. a. Actinorhodin (11),
Streptomyces coelicolor

SCO01198 | putative Acyl-CoA-Dehydrogenase FamB, Streptomyces
purpurascens

SCO00331 | putative kurzkettige Oxidoreduktase u. a. Actinorhodin (11),

Streptomyces coelicolor
SC00128 | hypothetisches Protein SCJ.21.09 -
SCO7669 | putative Oxidoreduktase -
SCO5890 | putative 8-Amino-7-Oxononanoat-Synthase RedN | -
SCO5072 | Hydroxylacyl-CoA-Dehydrogenase -
SCO7670 | konserviertes hypothetisches Protein -
SCO1267 | putatives Acyl-carrier-Protein AcpP, Rhizobium meliloti
SCO1330 | putative Fettsaure-CoA-Ligase Malonyl-CoA-Synthetase,
Rhizobium trifolii
SCO5075 | putative Chinon-Oxidoreduktase -
SC03249 | putatives Acyl-carrier-Protein Acyl-carrier-Protein, Helicobacter
pylori

SCO5898 | putatives Membranprotein RedF -

Bei der Analyse der Auswirkung von Cobaltionenstress auf S. coelicolor konnte keine signifikante
Anderung der Genregulation einer Terpenzyklase nachgewiesen werden. Weiterhin war die
Regulation von Genen des Sekundarmetabolismus im microarray durch signifikante, allerdings relativ
geringe Differenzen zwischen dem wt und den Phdnotypen unter Cobaltionenstress belegbar. Die
Aktivierung der gesamten Gencluster fir die Produktion von Undecylprodigiosin (10) und
Actinorhodin (11) konnte nicht detektiert werden, obwohl schon die auffillige Pigmentierung des
roten und des blauen Phanotyps fiir die Produktion dieser Verbindungen sprach und diese
Verbindungen durch die HPLC-MS-Analyse nachgewiesen wurden.
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4.4 Diskussion

4.4.1 Differenziertes Wachstum von Streptomyces coelicolor unter
Schwermetallionenstress

Eine hohe Konzentration von Schwermetallionen im Medium flhrt in der Zelle zum Wettbewerb mit
anderen Metallionen, z. B. Magnesiumionen, beim Transport oder bei der Bindung an spezifischen
Positionen in metallabhangigen Enzymen.lm] Weiterhin wird die Hydrolyse von Biopolymeren
begunstigt.'>* Zusatzlich kdnnen Schwermetallionen aus dem Medium an verschiedene Molekiile in
der Zelle binden und deren Aktivitit verdndern oder die Bildung freier Radikale induzieren.!™*®
Verschiedene Metallionen wirken sich in S. coelicolor unterschiedlich auf das Wachstum und die
Freisetzung von diesen Sekundirmetaboliten aus.”™ *?®! Die folgende Anordnung der getesteten
Metalle nach ihrer beobachteten toxischen Wirkung auf S. coelicolor: Cu** = Mn** 2 Co®* 2Mg** > Ca**
wird durch Ergebnisse einer friheren Studiegestiitzt."* Die starke Hemmung des Wachstums von S.
coelicolor durch Kupfer beruht auf der kupferionkatalysierten Freisetzung von schadlichen

Sauerstoffradikalen.!*?® 1>

In einer friheren Studie mit verschiedenen Streptomycetenstaimmen hatte eine hohe
Calciumionenkonzentration im Medium einen stimulierenden Effekt auf die Sporenbildung.™*®
Calciumionen im Medium kdnnen Phosphat komplexieren und damit die Induktion der Sporulation
durch Nahrstoffmangel beeinflussen."*® In Analogie zur Bildung von Calciumphosphaten sollten auch
andere bivalente Kationen die Induktion der Sporenbildung beglinstigen. Anderseits bewirkt die
Zugabe von Metallsalzen in das Medium eine Erhéhung des osmotischen Drucks im Medium. Das
Wachstum unter erhohter Osmolaritdt fihrt zur Unterdrickung der morphologischen
Differenzierung von S. coelicolor. Unter Salzstress wird in S. coelicolor der Sigma-Faktor SigH
induziert, der die Sporulation verhindert."*" Dieser Effekt kénnte zur beobachteten Unterdriickung

der Sporenbildung unter Metallionenstress fiihren (Abb. 43).

Abb. 43: Fotos von S. coelicolor-Kulturen unter Cobaltionenstress, (A) Kultur mit 0,05 pg/ml CoSO,, (B) Kultur mit 5 pg/ml
CoS0,, (C) Kultur mit 25 pg/ml CoSO,, deutlich erkennbar die fehlende WeiBfarbung der Kulturen durch die ausbleibende
Sporenbildung bei steigender Cobaltionenkonzentration im Medium.

Die morphologische Differenzierung von S. coelicolor beim Wachstum in Gegenwart von Metallionen
kénnte durch die Komplexierung des SCB1-Faktors (28) verhindert werden. Uber eine mégliche
Bildung von Cobaltionenkomplexen des A-Faktors (21) von S. griseus ist bereits spekuliert worden
(Abb. 44)."
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Abb. 44: Strukturformel des postulierten Komplexes aus dem A-Faktor (21) von Streptomyces griseus mit Cobaltionen
nach Grife et al., 1985%"),

Pigmentierte Phinotypen

Beim Wachstum unter Cobaltionenstress wurden einzelne Kolonien von S. coelicolor mit verstarkter
Pigmentierung beobachtet. Der Modellstreptomycet S. coelicolor produziert erwiesenermallen nach
Eintritt in die stationdre Wachstumsphase die beiden farbigen Polyketide Actinorhodin (11) und
Undecylprodigiosin (10).1*”

S. coelicolor wt

Cobaltionenstress

-
o
o o
(13 " .
g '.“'
« 9 u-’i
*
S. coelicolor roter Phanotyp S. coelicolor blauer Phanotyp

Abb. 45: Fotos der verschiedenen Streptomyces coelicolor Phinotypen, (A) alle Experimente wurden mit dem auf
unbelastetem SFM grau erscheinenden Phdnotyp gestartet, unter Cobaltionenstress wurde (B) ein rot und (C) ein blau
pigmentierter Phdnotyp beobachtet.

Durch die Ergebnisse der LC-MS-Analysen kann davon ausgegangen werden, dass die verstarkte
Pigmentierung des roten Phénotyps durch die Produktion von Undecylprodigiosin (10) bzw.
Butylcycloheptylprodigiosin (51) unter Cobaltionenstress ausgelost wurde. Zuséatzlich ergab die
Auswertung der microarray-Daten, dass der ORF (SCO5877) des Transkriptionsregulators fur die
Prodigiosinbiosynthese redD im roten Phdanotyp um den Faktor 1,4 verstarkt abgelesen wurde (Tab.
21).

Undecylprodigiosin (10) bzw. Butylcycloheptylprodigiosin (51) sind Sekundarmetabolite, die in der
spaten Wachstumsphase von S. coelicolor gebildet werden. Die physiologische und 6kologische
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Bedeutung des Molekiils fiir den produzierenden Stamm ist noch unklar. Die Regulation der
Prodigiosinbiosynthese ist von unterschiedlichen Faktoren abhangig. Es existieren unabhangige
Regulationsmechanismen, die von der Wachstumsrate oder dem Quorum sensing durch y-
Butyrolactone abhangig sind.*® Die Produktion von Undecylprodigiosin (10) in S. coelicolor erfolgt
unter limitierten Wachstumsraten wie z. B. in der stationaren Phase einer Kultur.

Die Erhéhung der Prodigiosinproduktion unter NaCl-Stress wurde dokumentiert und {iber Induktion
der red-Gene durch eine Verdnderung der DNA-Struktur unter osmotischem Stress spekuliert.”®! Die
modifizierte DNA-Struktur sollte den Promoter des red-Genclusters leichter fiir die DNA-Polymerase
zuganglich machen. Eine Verdanderung der DNA-Struktur kénnte auch unter dem Einfluss von CoSO,
moglich sein.

Insbesondere die Konzentration der essentiellen Ubergangsmetalle Cu®, Co*, Mn** wird in
bakteriellen Zellen exakt ausbalanciert.” Die roten Farbstoffe Undecylprodigiosin (10) bzw.
Butylcycloheptylprodigiosin (51) kénnte von S. coelicolor unter Cobaltionenstress zur Chelatisierung
von Cobaltionen in der Umgebung der Zellen gebildet werden. Das Molekiil Prodigiosin (18)
komplexiert unter physiologischen Bedingungen bivalente Kationen. Mit Cu**-lonen bildet Prodigiosin
(18) 1:1 Komplexe."**? Diese Komplexe bewirkten Doppelstrangbriiche in der DNA (Abb. 46) und sind
die Erklarung fir die Wirksamkeit von Prodigiosin (18) bei der Einleitung der Apoptose in humanen
Krebszelllinien."®! Undecylprodigiosin (10) ist aufgrund seiner immunsuppressiven Wirkung und
seiner Aktivitdt gegen humane Krebszellen ein viel versprechender Kandidat fir die Zulassung als
Arzneimittel.®® Auch zn®* und Co®* (Abb. 46) werden von Prodigiosin (18) im Verhiltnis 1:2

komplexiert.[*?

Abb. 46: Strukturformel der beschriebenen Metallkomplexe von Prodigiosin (18): Cu(18) und Co(18), (der Bogen
symbolisiert zweites Prodigiosinmolekiil) nach Park et al., 2003™Y, Die mutagene Wirkung von 54 wird wahrscheinlich in
der Zelle durch Bindung an das Phosphatriickgrat (L) der DNA verursacht.

Mit den LC-MS-Analysen der Pigmente aus dem Kulturliberstand des blauen Phanotyps von S.
coelicolor unter Cobaltionenstress wurde Actinorhodinsaure (52) nachgewiesen (Abb. 37, Abb. 38).
Dieses Molekil ist ein Abbauprodukt des y-Actinorhodins (57), das wéahrend der Aufarbeitung
entstanden ist."®® Im Datensatz der Genexpressionanalyse des blauen Phanotyps konnte die um den
Faktor 1,4 verstarkte Expression des ORFS SCO5086 nachvollzogen werden. Das Genprodukt dieses
OREFs ist die Ketoacylreduktase act/ll aus der Actinorhodinbiosynthese (Tab. 23).
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Abb. 47 : Strukturformel von y-Actinorhodin (57).

Die Produktion von Actinorhodin (11) in S. coelicolor erfolgt unter limitierten Wachstumsraten!*®®!

wie in der stationdren Phase einer Kultur und wird durch den Mangel von Phosphat, Stickstoff und
Eisen im Medium stimuliert.”% 7 %8 ynter natirlichen Bedingungen wird die Produktion dieses
Naturstoffs im Ubergangszustand vom vegetativen Wachstum zur Sporenbildung induziert. Wihrend
dieses Differenzierungsprozesses werden die alteren Teile des vegetativen Myzels durch
programmierten Zelltod™®” gezielt abgebaut und die freigesetzten Nihrstoffe zum Aufbau des
Luftmyzels ,recycelt”. Die jlingeren Teile der Kolonie sind durch das kleine hydrophobe Protein
Leupeptin, einem Inhibitor Trypsin-verwandter Enzyme, geschiitzt.'™ Die Kopplung der Freisetzung
des antibiotisch wirksamen Actinorhodins (11) an die Lyse des Substratmyzels konnte zum Schutz der
freigesetzten Ressourcen vor Konkurrenten dienen. Actinorhodin (11) ist allerdings nur eine schwach
antibiotisch wirksame Verbindung.®® Aufgrund seiner Struktur koénnte auch dieser Naturstoff

Metallionen liber seine Cabonyl- und Hydroxylgruppen komplexieren.

Die Auswirkung verschiedener abiotischer Umweltfaktoren auf die Produktion des Polyketids
Actinorhodin (11) in S. coelicolor wurde bereits untersucht. So wirkt eine erhéhte Salzkonzentration
im Mediumgenauso wie bestimmte Metallionen dampfend auf die Actinorhodinbiosynthese in S.
coelicolor.”™ Die Zugabe von Quecksilber-, Cadmium-, Kupfer-, Nickel- und Bleiionen in das
Kulturmedium von S. coelicolor senkt die Menge des produzierten Actinorhodins*?® (11), wihrend

[128]_ q74.

Calcium in einem frilhen Wachstumsstadium der Kultur und die Zugabe von Lanthanoi und

Chromionen!?®!

in bestimmten Konzentrationen die Freisetzung von Actinorhodin (11) erhéht. Auch
Kulturen von S. coelicolor, die einem pH-Schock ausgesetzt waren, produzieren verstarkt

Actinorhodin (11)."4

Die gesteigerte Produktion von Undecylprodigiosin (10) bzw. Butylcycloheptylprodigiosin (51) und y-
Actinorhodin (57) dieser beiden Naturstoffe veranlasst zu MutmaBungen Uber die Funktion dieser
Naturstoffe fir S. coelicolor unter Cobaltionenstress.
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Okologische Bedeutung der farbigen Verbindungen

Es ist moglich, dass die Synthese der farbigen Sekundarmetabolite unter Cobaltionenstress einen
Fitnessvorteil bedeutet. Es ist unwahrscheinlich, dass die Synthese von komplexen Molekiilen wie
Undecylprodigiosin  (10) und y-Actinorhodin (57) Entsorgungswege fir (berschissige
Stoffwechselprodukte darstellen.*® Es ist daher fraglich, welche Bedeutung diese Verbindungen fiir
den Organismus haben, in dem sie synthetisiert werden. Moglicherweise sind Actinorhodin (11) und
die Prodigiosine innerhalb der Population von S. coelicolor wirksam. Ein Beispiel fiir die Freisetzung
eines bioaktiven Naturstoffs zur Durchsetzung gegen Vertreter der eigenen Art ist die Produktion von
Colicin in E. coli:

Colicin produzierende Zellen von E. coli setzen dieses antibakterielle Toxin ein, um benachbarte
Zellen ihrer eigenen Art abzutéten und die frei werdenden Ressourcen zu nutzen.™® Die Frequenz,
mit der die Colicin-Produzenten in einer Population von E. coli auftreten, ist abhangig von ihrer
Umgebung. Da die Produktion des Toxins Energie kostet, wachsen die toxinproduzierenden Zellen
langsamer als Zellen, die diese Verbindung nicht herstellen. In einer Schittelkultur (unstrukturierte
Umwelt) werden die freigesetzten Colicin-Molekiile in der Losung verteilt, damit ergibt sich kein
Vorteil fur die Colicin-Produzenten in der Population und sie werden verdrangt. Bei der Kultivierung
auf einem Festmedium (strukturierte Umwelt) kommt es zu einer Anreicherung von Colicin um die
produzierenden Zellen. Das Antibiotikum schafft eine Hemmzone, in der die Colicin-produzierenden
Zellen alle Ressourcen fiir das eigene Wachstum ausbeuten und sich trotz ihrer verminderten
Wachstumsrate etablieren kénnen. Die Durchsetzung des toxinproduzierenden Stamms ist in einer
strukturierten Umwelt begiinstigt, nicht jedoch in einer unstrukturierten Umgebung.”*”
Moglicherweise bewirkt die Synthese der beiden verschiedenen Polyketide fiir die farbigen
Phanotypen von S. coelicolor unter Cobaltionenstress in einer strukturierten Umwelt ebenfalls einen
Wachstumsvorteil, dann wiirden sich die pigmentierten Phanotypen gegeniber unpigmentierten
Vertretern der eigenen Art durchsetzen. Die produzierten Naturstoffe kdnnten negative
Auswirkungen auf Kolonien haben, die diese nicht herstellen. Diese Hypothese kdnnte durch die
gemeinsame Kultivierung der verschiedenen farbigen Phdnotypen auf festem Medium Uberprift
werden.

Alternativ ist auch eine Funktion innerhalb der produzierenden Kolonien vorstellbar: Die beiden
farbigen Pigmente von S. coelicolor Actinorhodin (11) und Undecylprodigiosin (10) aktivieren ein
putatives soxR—Regqun.[m] Das soxR-Regulon steuert in E. coli die Antwort auf Superoxidstress. In S.
coelicolor fehlen die Gene fiir die Stressantwort in dieser gemeinsam regulierten Gruppe von Genen,
allerdings wurde ein entschiedener Einfluss der Pigmente von S. coelicolor auf die Genexpression und
die Morphologie der Produzenten dieser Farbstoffe wahrend ihrer spaten Entwicklung
festgestellt."’%
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Wachstum der Phinotypen von Streptomyces coelicolor unter verschiedenen
Kulturbedingungen

Das Wachstum der unterschiedlichen Phanotypen von S. coelicolor wurde unter drei verschiedenen
Kultivierungsbedingungen untersucht. Die gebildete Biomasse der verschiedenen Kulturen erlaubt
Rickschliisse auf die Fitness der einzelnen Phanotypen unter den getesteten Bedingungen. Das
Wachstum von S. coelicolor auf cobalthaltigem Medium (wt+Co”*) war im Vergleich zum Wildtyp auf
cobaltfreiem Medium (wt) stark eingeschrankt. Die ermittelten Werte fir den Biomassezuwachs des
roten Phanotyps (rot, Differenz zwischen Messwerten bis zu 50 %) und des Wildtyps unter
Cobaltionenstress (wt+C02+, Differnenz zwischen Messwerten bis zu 40 %) schwankten im Verlauf des
Versuchs (Abb. 58). Im Gegensatz dazu zeigten der blaue Phdnotyp unter Cobaltionenstress sowie
der Wildtyp auf unbelastetem Medium (wt) einen gleichmaRigen Anstieg der Biomassenentwicklung
im Versuchsverlauf (Abb. 58). In der Proteinklassifizierung der microarray-Daten fir den blauen
Phanotyp unter Cobaltionenstress wurde fiir das hypothetische Produkt des signifikant erhoht
exprimerten ORFs SCO7339 eine hohe Ahnlichkeit mit SgaA aus S. griseus festgestellt (Tab. 37). Das
Protein SgaA unterdriickt Wachstumsschwankungen in S. griseus bei der Kultivierung unter erhéhter
Osmolaritit."’? Die Wachstumsschwankungen im Wildtyp auf Cobaltmedium und im roten Phénotyp
kénnten auf die Reaktion von S. coelicolor auf osmotischen Stress zurilickgefiihrt werden, die zur
Stérung der physiologischen Ablaufe in den Zellen fiihrten und ohne die verstarkte Expression von
SgaA nicht synchronisiert werden. Obwohl der blaue Phanotyp durch die Induktion von SgaA unter
Cobaltionenstress gleichmaRiger wichst, bildet er nicht mehr Biomasse als der wt+Co”" und der rote
Phanotyp. Alle Phanotypen unter Cobaltionenstress bilden in Monokulturen die gleiche Biomasse.
Obwohl der wt auf unbehandeltem Medium zum Abschluss des Versuchs doppelt so viel Biomasse
wie die Phanotypen auf Cobaltmedium gebildet hatte, ist statistisch kein Unterschied zwischen allen
Proben festzustellen. Das bedeutet, dass das Wachstum auf cobaltsulfathaltigem Medium keine
statistisch signifikanten Abweichungen zwischen den Biomassezunahmen der verschiedenen
Phanotypen induzierte.

Wenn alle Phanotypen auf unbehandeltem SFM-Medium kultiviert wurden, konnten ebenfalls keine
statistisch relevanten Anderungen in der Produktion von Biomasse zwischen allen Phinotypen (wt,
wt+Co®*, rot, blau) nachgewiesen werden. Der Messwert fir den wt war in diesem Versuch
geringfligig hoher als die Messwerte fiir die Kulturen, die zuvor unter Cobaltionenstress kultiviert
worden waren. Die Gegenwart von Cobaltionen in der vorangegangenen Kultivierung kénnte das
Myzel von S. coelicolor geschadigt haben und die Zellen erholten sich im untersuchten Zeitraum nicht
vollstandig.

Auch unter Einwirkung von UV-Strahlung entwickelten alle Phanotypen statistisch die gleiche
Biomasse. Die pigmentierten Phanotypen entwickelten in diesem Versuch jeweils einen leicht
erhéhten Messwert im Vergleich zum wt und dem wt+Co®*. Diese Abweichung war jedoch nicht
signifikant. Moglicherweise bieten die Pigmente, die unter Cobaltionenstress in diesen Phanotypen
gebildeten worden waren, einen gewissen Schutz gegen UV-Strahlung.
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4.4.2 Metabolitenprofile von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress

Die Charakterisierung der verschiedenen Phdnotypen von S. coelicolor ergab, dass jeder dieser
Phanotypen durch ein individuelles Metabolitenprofil gekennzeichnet war. Die Zugabe von
Cobaltionen in das Kultivierungsmedium von S. coelicolor verschob die Verhaltnisse der einzelnen
Substanzen zueinander und induziert die Synthese zusatzlicher Verbindungen. Weiterhin bildeten die
verschiedenen Phanotypen von S. coelicolor unterschiedliche Verbindungen, die nur in den einzelnen
Phanotypen nachgewiesen werden konnten.

Analyse der fliichtigen Verbindungen von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress
durch GC-MS

Die Kultivierung von S. coelicolor auf cobalthaltigem Medium |6ste gravierende Unterschiede im
Duftprofil aus. Generell wurde die Terpenemission durch die Zugabe von Cobaltionen in das
Kultivierungsmedium vermindert (Abb. 33). Eine Ausnahme davon stellte das Isozizaen (37) dar, das
vom blauen Phanotyp auf cobalthaltigem SFM-Agar verstarkt emittiert wurde. Nur im roten
Phanotyp konnten zusatzliche Verbindungen im Duft nachgewiesen werden.

Tab. 24: Beobachtete Substanzen aus dem Duft von S. coelicolor mit Angabe der relativen Abundanz des zugehoérigen
Signals in den einzelnen Phénotypen (- = nicht nachweisbar, -/+ = in Spuren detektierbar, + = nachweisbar, ++ = mit hoher
Intensitit nachgewiesen) und des m/z-Verhiltnisses der einzelnen Signale.

Substanz wt wt+Co>* rot blau
40 | Methylisoborneol + +/- +/- +/-
41 | Methyl-8,10-trans-oktalin + +/- - -
5 | Geosmin ++ + + +/-
37 | Isozizaen + + + ++
42 | Germacren D ++ +/- +/- -
43 | 2-Tridecanon - - + R
44 | Undecylpyrrol - - + _
S, + - - -
S, + - - -
S3 + - - -
S, + - - -
38 | Zizaen + - - -
Se + - - -
S; + - - -
Sg + - - -
45 | Germacradienol + - - -

Die neuen Substanzen im Duft des roten Phdnotyps konnten beide der Biosynthese des
Undecylprodigiosin (10) zugeordnet werden. Tridecanon (43) konnte durch die Decarboxylierung der
B-Ketosdure 67 am Protein RedM entstehen und Undecylpyrrolmolekile (44) kénnten nach der
Reduktion seiner Vorstufe 66 durch RedK in der Biosynthese von Undecylprodigiosin
(6)/Butylcycloheptylprodigiosin (51) (Abb. 48) freigesetzt werden.
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Abb. 48: Biosynthese von Undecylprodigiosin (10) und Butylcycloheptylprodigiosin (51).[161]

Da keine Reduktion der Transkriptionsrate der Terpenzyklasen in den Kulturen auf Cobaltmedium
nachgewiesen werden konnte, erfolgte die Regulation der Terpenemission zum Zeitpunkt der
Probenahme auf Proteinebene vermutlich durch eine direkte Interaktion von Cobaltionen mit den

0731 sowie an

verantwortlichen Enzymen. Cobaltionen kénnen an Thiolgruppen von Cysteinen
Histidin™* binden und damit in vivo mit der Aktivitit einer Vielzahl von Enzymen interferieren.
Weiterhin ist die Aktivitit von Terpenzyklasen vom Kofaktor Mg®* abhingig.!'’”> *"® Cobaltionen
kénnten diesen essentiellen Kofaktor verdréngen.[154] Der lonenradius von Co®* liegt mit 82 pm in der
gleichen Dimension wie Mg*'mit 78 pm. Co** kénnen daher Mg*-lonen ersetzen oder ihre Funktion

im biologischen System nachahmen.™®

Dann konnte die Enzymfunktion der Terpenzyklasen
blockiert werden. Erstaunlicherweise war die Isozizeanzyklase des blauen Phanotyps nicht in ihrer
Aktivitat eingeschrinkt, obwohl dieser Phanotyp auf cobalthaltigem Medium kultiviert wurde. Diese
Beboachtung spricht gegen eine direkte Interaktion der Cobaltionen mit den Terpenzyklasen. Die
Isozizeanzyklase des blauen Phanotyps konnte aber auch gegen den Effekt der Cobaltionen
unempfindlich sein. Moglicherweise stellt Isozizaen (37) unter Stressbedingungen ein Signal dar, dass

nur vom blauen Phanotyp ausgesendet wird.
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HPLC-MS-Analyse des Metabolitenprofils von Streptomyces coelicolor-Kulturen nach
Cobaltionenstress

Die Analysen der Ethylacetatextrakte aus den vier untersuchten Phanotypen und der aus dem
Kulturiiberstand angereicherten Pigmente ergaben fiir jeden Phanotyp typische Chromatogramme
mit wenigen Ubereinstimmungen zwischen den ermittelten Metabolitenprofilen. Der wt+Co** und
der rote Phanotyp bildeten mehr Verbindungen als der wt auf unbehandeltem Medium. Der blaue
sowie der rote Phanotyp bildeten farbige Verbindungen, die in groReren Mengen nicht aus den
Kulturen der anderen Phdnotypen anzureichern waren. Anders als bei der Analyse der fliichtigen
Verbindungen konnte die Induktion I6slicher Verbindungen in jedem Phanotyp von S. coelicolor unter
der Einwirkung von Cobaltionenstress beobachtet werden.

Tab. 25: Mit HPLC-MS-Analyse nachgewiesene Substanzen aus S. coelicolor mit Angabe der relativen Abundanz des
Signals (- = nicht nachweisbar, -/+ = in Spuren detektierbar, + = nachweisbar, ++ = mit hoher Intensitit nachgewiesen)
und des m/z-Verhiltnisses der einzelnen Signale.

Substanz wt wt+Co** rot blau
46-48 | Germicidin (m/z 183) + + + -
49/50 | Germicidin (m/z 197) + + + -
10 Undecylprodigiosin - +/- ++ -
51 Butylcycloheptylprodigiosin - +/- +/- -
52 Actinorhodinsaure - - - ++

Eine in diesem Versuch nachgewiesene Ubereinstimmung aller vier Phdnotypen von S. coelicolor war
die Produktion von Germicidin (m/z 183 46-48 und m/z 197 49/50). Germicidin wurde erstmalig als
autoregulatorisches Polyketid von Streptomyces viridochromogenes beschrieben, das die Keimung
der eigenen Sporen hemmt. Dieses Molekill wird von auskeimenden Sporen dieses Stammes
freigesetzt und auch bei der Kultivierung in flissigem Medium produziert."*? Die Biosynthese dieser
Verbindung wurde in S. coelicolor durch die Nutzung der Genomdaten aufgeklart.®® Da S. coelicolor
in fliissigen Medien keine Sporen bildet™”), ist folglich die Freisetzung von Germicidin (m/z 183 46-48
und m/z 197 49/50) ebenfalls mit der Kultivierung in Flissigmedium verbunden, denn fiir diesen
Versuchsabschnitt wurden Flissigkulturen von S. coelicolor extrahiert.

Im roten Phanotyp gelang die Identifikation der bekannten roten Farbstoffe von S. coelicolor
Undecylprodigiosin (10) und Butylcycloheptylprodigiosin (51). Im Wildtyp unter Cobaltionenstress
wurden ebenfalls geringe Mengen Undecylprodigiosin (10) gebildet. Dieser Phanotyp zeigte keine
verstarkte Pigmentierung. Fur die typische Farbung des Myzels und des Mediums des blauen

Phanotyps ist die extrazelluldre Lactonform des Actinorhodins (y-Actinorhodin 57) verantwortlich.*®*!
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Differentielle Genexpression in Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress

Die Metabolitenprofile der einzelnen Phanotypen von S. coelicolor wurden durch die
Transkriptomanalyse ergdnzt, um spezifische Reaktionen der einzelnen Phadnotypen auf den
Cobaltionenstress auch auf der Ebene der Genregulation zu untersuchen und die Induktion von
Biosynthesegenen fir nicht nachweisbare Sekundarmetabolite unter Cobaltionenstress zu
Uberprifen. Nach der erfolgreichen Etablierung der microarray-Technik ergab die Auswertung der
Transkriptomdaten, dass die beobachteten Verdanderungen des Metabolitenprofils sich nur
bruchstiickhaft in den Expressionsverhaltnissen der microarray-Datensatze widerspiegelten.

Auch an den Ergebnissen des microarrays ist abzulesen, dass in jedem Phanotyp unterschiedliche
Gene unter Cobaltionenstress induziert wurden. Die Anzahl der differentiell regulierten Gene war in
den verschiedenen Phanotypen unterschiedlich hoch (S. 61). Der blaue Phdnotyp induzierte unter
Cobaltionenstress 18 ORFs des Sekundarmetabolismus (Tab. 22, Tab. 23), wahrend der rote Phanotyp
unter Cobaltionenstress zwei potentielle Gene des Sekundarmetabolismus starker exprimerte (Tab.
20, Tab. 21). Im Wildtyp unter Cobaltionenstress wurde die Expression eines putativen Genprodukts
unter Cobaltionenstress induziert (S. 66). Allerdings lieBen im Metabolitenprofil sich in den
Phanotypen unter Cobaltionenstress keine gravierenden Unterschiede in der Anzahl der gebildeten
Substanzen beobachten.

Diese Beobachtung kénnte verschiedene Griinde haben:

1. Zeitpunkt der Probenahme

Die Daten uUber die verdanderte Genexpression lassen nur bedingt Riickschlisse auf die Produktion
von Naturstoffen in S. coelicolor zu, weil die Induktion der Biosynthese-Cluster zum Zeitpunkt der
Probenahme bereits abgeschlossen war und bereits die Freisetzung der produzierten Naturstoffe, z.
B. der Terpene, erfolgte. Die Freisetzung von Geosmin (5) in Kulturen von Streptomyces tendula
wurde zeit- und medienabhingig untersuchtund schon nach dem dritten Kulturtag nachgewiesen.*
In S. avermitilis wurde ebenfalls die Geosminemission dokumentiert, diese war nach dem vierten
Kulturtag zu beobachten und hielt iiber den gesamten Versuchsverlauf (10 d) an.'’® Mit den
Ergebnissen dieser Studien ist davon auszugehen, dass der Zeitpunkt zur Probenahme fiir die RNA
aus S. coelicolor am siebten Kulturtag fiir den Nachweis der differentiellen Genregulation

verschiedener Terpenzyklasen zu spat gewahlt war.

Die Induktion der Actinorhodin- und Prodigiosin-Biosynthese war durch die Aktivierung von actl/ll und
redD nachvollziehbar, allerdings ist die Genexpression der gesamten Gencluster nicht zu beobachten.
Da fir die Genexpressionsstudie nur ein Probenahmezeitpunkt geprift wurde, ist anzunehmen, dass
die Induktion der Transkription bereits abgeschlossen war. Die Probenahme erfolgte zu einem
spateren Zeitpunkt, da erst dann die vollstandige Ausdifferenzierung in der Farbgebung und im
Duftspektrum!””® der Phinotypen zu beobachten war und damit sichergestellt wurde, denfarbigen
Phanotyp in Reinkultur erhalten zu haben. Durch das Auftreten der gemischten Phanotypen bestand
die Moglichkeit, Verunreinigungen eines anderen Phanotyps in die RNA-Proben einzufiihren. Die
nachgewiesenen Abweichungen der Genexpression der actl/ll (SCO5086, ORF der Ketoacylreduktase
Actlll, Tab. 23) und redD (SCO5877, ORF des Transkriptionsregulators RedD (Tab. 21), scheinen
wegen ihrer Beobachtung in der spaten Wachstumsphase nach der Produktion von
Undecylprodigiosin (10) bzw. Butylcycloheptylprodigiosin (51) und y-Actinorhodin (57) dauerhafte
Veranderungen des Genexpressionsprofils im roten und blauen Phanotyp zu sein. Die Induktion des
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act und red-Genclusters liel3 sich einer mircoarray—Studie[143]

nachweisen, deren Probenmaterial zu
einem fliheren Zeitpunkt der Kultivierung genommen worden war, die Induktion des red-Clusters
erfolgte in dieser Studie bereits nach 20 h Kultur und der act-Cluster wurde nach 40 h aktiviert. In
dieser Studie wurden 1100 differentiell um den Faktor 2 regulierte Gene erfasst. Allerdings wurden
diese Daten Uber neun verschiedene Zeitpunkte erhoben, daher lasst sich die Zahl der differentiell
regulierten Gene schwer mit den Daten dieser Arbeit vergleichen. Die Daten fiir die einzelnen
Messpunkte fehlen in dieser Publikation. Mit der Annahme, dass zu jedem der untersuchten
Zeitpunkte gleich viele Gene reguliert worden waren, ist von durchschnittlich 122 signifikant um den
Faktor 2 differentiell regulierten Genen auszugehen. Bei der Analyse des Transkriptionsprofils von S.
coelicolor unter Cobaltionenstress wurden insgesamt in allen Phanotypen sieben um mindestens den
Faktor 2 differentiell regulierten Gene nachgewiesen.

2. Schwache Differenzen in der Genregulation

[143, 144, 179]

Im Vergleich mit anderen Transkriptom-Studien in Streptomyceten sind die mit den PCR-

microarrays der Streptomyces microarray resource ermittelten Abweichungen relativ gering. Die

[143]

microarray-Studien mit Oligo-microarrays nach Huang wurden mit Sonden von 20-25 bp Linge

durchgefiihrt. Mit diesem microarray wurde die maximale Genregulation um den Faktor > 5,6

nachgewiesen.'*

Bei weiteren Anwendungsbeispielen der microarray-Technik zum Vergleich
verschiedener Streptomycetenarten wurden Abweichungen in der Genregulation um den Faktor 30144l
oder 4™ nachgewiesen. Diese Versuche sind jedoch nicht mit den Ergebnissen dieser Arbeit
vergleichbar, da sie zudem die Genexpressionsunterschiede zwischen mehreren Arten untersuchten.
Mit dem Einsatz der PCR-microarrays der Streptomyces microarray resource beim Studium einer
AbldA-Mutante'™ erfolgte der Nachweis geringer Abweichungen in der Genregulation von S.
coelicolor. In dieser Veroffentlichung wurde auch der Faktor 1,5 als Grenze fiir die am starksten
regulierten ORFs angegeben. Dieser Faktor wurde auch in dieser Arbeit gewahlt. Moglicherweise
lassen sich die Abweichungen des Transkriptlevels zur Genregulation in S. coelicolor mit den langen
Sonden des PCR microarrays der Streptomyces microarray resource nicht ideal erfassen, da die
Sondenldnge ein ausschlaggebender Faktor fir die Bindungen der fluoreszenzmarkierten cDNAs
wahrend der Hybridisierung sein kann.™” Zusatzlich kann die magliche biologische Heterogenitit
innerhalb der einzelnen Phanotypen die Differenzen der Genexpression zwischen dem wt und den
cobaltionengestressten Phanotypen abschwachen. Der Nachweis geringer Anzahl der differentiell
regulierten Gene im Wildtyp und im roten Phanotyp unter Cobaltionenstress im Vergleich zum
blauen Phanotyp kénnte im asynchronen Wachstum dieser Kulturen liegen. Der Wildtyp (wt+Co®")
und der rote Phinotyp zeigten beim Wachstum auf cobalthaltigem Medium eine ungleichmaRige
Biomasseentwicklung, wahrend beim blauen Phanotyp diese Schwankungen nicht zu beobachten
waren. Der blaue Phanotyp zeigte in diesem Versuch durch die Expression eines hypothetischen
homologen Proteins zu SgaA eine gleichmaRige Biomasseentwicklung. Das Protein SgaA schiitzt S.
griseus vor Wachstumsstorungen bei der Kultivierung unter hoher Osmolaritit.’?  Die
Wachstumsstorungen kénnen Riickschlisse auf uneinheitliche Genregulation innerhalb des Wildtyps
und des roten Phanotyps unter Cobaltionenstress zulassen. Diese hypothetischen Schwankungen im
Transkriptlevel einzelner Gene im roten Phanotyp und im Wildtyp auf Cobaltmedium kdnnten die
Differenzen zum Transkriptlevel dieser Gene im Wildtyp abschwachen.
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3. Unzutreffende Annotation

Die Funktion der differentiell regulierten ORFs ldsst sich moglicherweise nicht korrekt zuweisen, da
die Annotation der ORFs aus dem S. coelicolor-Sequenzierungsprojekt des Sanger Centers aufgrund
von Sequenzhomolgien nicht mit der tatsachlichen Funktion in der Zelle korrelieren.

Der ORF fir die Isozizaenzyklase SCO5222 ist beispielsweise als putative Lyase annotiert. Es ist
denkbar, dass sich die Induktion von Verbindungen auf der Transkriptebene widerspiegelt, sich diese
Daten aber aufgrund der fehlenden Strukturinformationen der gebildeten Produkte und der
unaufgeklarten Biosynthese nicht mit Sequenzinformationen vernetzen lassen. Es ist daher nétig,
zuklnftig die von S. coelicolor produzierten Substanzen strukturell zu charakterisieren und sie
geeigneten Biosynthesegenen zuzuordnen.

Differentielle Genregulation im Sekundidrmetabolismus des Wildtyps nach
Cobaltionenstress

Im wt+Co®* wurde ein ORF (SCO3245) mit Funktion im Sekundarstoffwechsel unter Cobaltionenstress
um den Faktor 1,4 induziert. Die Sequenz dieses ORFs zeigte eine Homologie zur Salicylat-
Hydroxylase aus Sphingomonas sp. AJ1 (42 % Ubereinstimmung bei tberlappenden 320 AS). Die
Salicylat-Hydroxylase ist eine Monooxygenase, die die Umsetzung von Salicylat zu Catechol

katalysiert. Catechol ist ein bekannter Chelator von Bakterien.™"

Salicylat + NADH + H* + O—» Catechol + NAD" + H,0 + CO,
Abb. 49: Katalysierte Reaktion der Salicylat-Hydroxylase.

Diese Monooxygenase dient dem Abbau von Naphthalen oder der Verstoffwechselung von Salicylat
als Kohlenstoffquelle. Da keine der beiden Verbindungen dem Kulturmedium zugesetzt wurde und
die Homologie dieses putativen Genprodukts zur Salicylat-Hydroxylase aus Sphingomonas sp. AJ1
relativ gering, konnte es sich um eine Monooxygenase handeln, die in S. coelicolor unter
Cobaltionenstress den Abbau einer aromatischen Verbindung katalysiert und moglicherweise damit
Catechol zur Komplexierung von Cobaltionen freisetzt.

Differentielle Genregulation im Sekundidrmetabolismus des roten Phianotyps nach
Cobaltionenstress

Im roten Phanotyp wurden vier ORFs aus dem Sekundarmetabolismus gegenliber dem wt signifikant
reguliert (Tab. 20). Die Transkription einer putativen Vorstufe (SCO0388) wurde im roten Phanotyp
unter Cobaltionenstress um den Faktor 1,1 induziert. Der Abbau von Heparin durch S. coelicolor ist
bisher unbekannt. Allerdings die Homologie zur Heparinase-Ill-Vorstufe aus Cytophaga heparina
relaitv gering (23 % Ubereinstimmung bei (iberlappenden 421 AA). Wenn dieses putative Protein eine
ahnliche Reaktion wie eine Heparinase katalysiert, ist eine Funktion im Stoffwechsel anderer
Polysaccharide wahrscheinlicher. Der ORF SCO1275, der im roten Phdnotyp mit verminderter
Haufigkeit im Vergleich zum Wildtyp in mRNA umgesetzt wurde, korrespondiert mit der Halogenase
PrnC aus der Biosynthese von Pyrrolnitrin in P. fluorescens (41 % Ubereinstimmung bei 541
Uberlappenden AS). Das Transkriptlevel dieses ORFs war im roten Phanotyp um 10 % niedriger als im
wt, dies kdnnte ein Indiz sein, dass der Wildtyp eine chlorierte Verbindungen produzieren, die nicht
im roten Phanotypen zu finden ist. Es gibt eine Reihe chlorierter Sekundarmetabolite aus anderen

|[182] [183]

Streptomyceten, z. B. Chloramphenico aus Streptomyces venezuelae, Pyrroindomycin

[184]

aus

Streptomyces rugosporus oder Chlorothricin'**" aus Streptomyces antibioticus. Sollte dieses Enzym in
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S. coelicolor die gleiche Funktion ausiiben wie PrnC in P. fluorescens, konnte ein noch unbekannter
chlorierter Naturstoff im Wildtyp von S. coelicolor synthetisiert werden. Aus S. coelicolor sind bisher
keine halogenierten Sekundarmetabolite bekannt. Im Extrakt des wt lieBen sich durch LC-MS-Analyse
keine Substanzen nachweisen, die nicht auch in den Chromatogrammen des roten Phanotyps zu
beobachten waren. Allerdings ist zu beachten, da die Ethylacetat-Extraktion nicht fiir alle potentiell
gebildeten Naturstoffe die geeignete Anreicherungsmethode ist. Das blaue Polyketid
Actinorhodinsdure (52) aus dem blauen Phanotyp konnte nicht in den Ethylacetat-Extrakten
nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte die vom Wildtyp gebildete Menge dieser Verbindungen zu
gering sein, um sie im LC-MS nachzuweisen oder die Methode ist nicht geeignet, um diese
Verbindung zu erfassen.

Im roten Phanotyp wird auch die genetische Information fiir ein putatives Enzym um den Faktor 0,8
geringer als im wt translatiert, das vom Sanger Center als Anthranilat-Synthase (44 %

Ubereinstimmung bei 492 tberlappenden AS) annotiert wurde. Anthranilat (73) ist in Pflanzen®!

[186]

und Bakterien eine Vorstufe fur die Synthese aromatischer Sekundarmetabolite. Diese Funktion

kénnte das hypothetische Enzym auch in S. coelicolor erfiillen.

HO.__O
NH, O
QJ\(O * H,N OH =—3
5 NH,

CH,

72 73 76

Abb. 50: Katalysierte Reaktion der Anthranilat-Synthase: Umsetzung von Chorisat (71) mit Glutamin (72) zu Anthranilat
(73), Pyruvat (74) und Glutaminsaure (76).

Von den signifikant regulierten ORFs, die fiir Polyketide kodieren, wurde der Transkriptionsregulator
redD (SCO5877) fiur die Synthese von Undecylprodigiosin (10) bzw. Butylcycloheptylprodigiosin (51)
unter Cobaltionenstress im roten Phanotyp um den Faktor 1,3 verstarkt expremiert (Tab. 21).Die
Expression von redD fiihrt Gber die nachfolgende Aktivierung des red-Genclusters zur Produktion von
Undecylprodigiosin (10) im Myzel von S. coelicolor (Abb. 51)*"). Die Induktion der verstirkten von
Undecylprodigiosin- und Butylcycloheptylprodigiosinsynthese im roten Phanotyp liel§ sich damit auf
der Transkriptebene beobachten.

Abb. 51: Schematische Darstellung des red-Clusters.

Differentielle Genregulation im Sekundidrmetabolismus des blauen Phanotyps nach
Cobaltionenstress

Im blauen Phanotyp wurden mehr Gene des Sekundarmetabolismus signifikant reguliert als in den
beiden anderen Phanotypen. In diesem Phanotyp wurden mehrere aufeinanderfolgende ORFs unter
Cobaltionenstress reguliert, so dass Biosynthese-Cluster vermutet werden kénnen (Tab. 22). Ein
hypothetischer Cluster beinhaltet ORFs verstarkt fir ein Genprodukt mit Homologie zur Hopen-
/Squalen-Synthase (SCO6764 mit 52 % Ubereinstimmung bei 620 (iberlappenden AS) und einer
Squalen-/Phytoen-Dehydrogenase (SCO6762 mit 30 % Ubereinstimmung in 512 {iberlappenden AS).
Moglicherweise synthetisierten die hypothetischen Genprodukte dieser Sequenzen ein Hopanoid im
blauen Phanotyp unter Cobaltionenstress. In Prokaryonten dienen diese pentazyklischen
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Triterpeniod-Lipide (Analoga der eukaryotischen Steroide) als stabilisierende Elemente in der
Zellmembran.

Unter Metallionenstress wurden im blauen Phanotyp eine Gruppe von ORFs um den Faktor 0,8
herunterreguliert. Das hypothetische Gencluster aus den ORFs SC0O0382, SCO0383 und SCOSC0O0389
kénnte aufgrund von Sequenzhomologien zu Genen aus der Biosynthese von Alginat und bakteriellen
Exopolysacchariden an der Biosynthese eines Exopolysaccharides in S. coelicolor eingebunden sein.

Nach ihrer funktionellen Annotation fallen noch verschiedene signifikant differentiell regulierte ORFs
in die Gruppe der Polyketidbiosynthesegene (Tab. 23). Die Induktion von ORFs (SCO5892, SCO5878,
SC05898), die zum red-Gencluster gehoren, legt die Biosynthese von Undecylprodigiosin (10) bzw.
Butylcycloheptylprodigiosin (51) im blauen Phanotyp nahe, allerdings lassen sich diese Verbindungen
in der LC-MS-Analyse im Gegensatz zum roten Phanotyp nur in Spuren nachweisen. Aus dem Cluster
zur Biosynthese von Actinorhodin (11) wurde actlll (SCO5086) um den Faktor 1,3 signifikant erhéht
exprimiert.

Abb. 52: Schematische Darstellung des act-Clusters.

Das Genprodukt von actlll ist eine Ketoacylreduktase. Dieses Enzym katalysiert die Modifikation von
funktionellen Gruppen am Polyketidriickgrat des Actinorhodins.

O O OH o o o O
OH OH
i; S/u\m/ NADH+H+ !?ADH"' S% Acyl-carrier-Protein
o o fo) (0] (0] OH
77 78

Abb. 53: Durch actlll katalysierte Reaktion in der Actinorhodinbiosynthese.

Hypothesen zur Ausbildung der farbigen Phanotypen von Streptomyces coelicolor

Undecylprodigiosin (10)/Butylcycloheptylprodigiosin (51) und y-Actinorhodin (57) gehdren zur Klasse
der Polyketide. Diese Verbindungen werden aus Malonyl-CoA aufgebaut. Das Enzym zur Synthese von
Malonyl-CoA wird im roten wie auch im blauen Phanotyp unter Cobaltionenstress verstarkt
transkribiert (Tab. 36, Tab. 37). Dieses Enzym stellt Malonyl-CoA fiir die Synthese von Polyketiden her.
Die Synthese von Undecylprodigiosin (10)/Butylcycloheptylprodigiosin (51) erfolgt beim Eintritt in die
Transitionsphase des Wachstums der Kulturen, wahrend die Induktion der Biosynthese von
Actinorhodin (11) nach Erreichen der stationiren Phase eingeleitet wird.!*** ¥ Die Biosynthese dieser
beiden Verbindungen koénnte unter Cobaltionenstress durch verschiedene Transkriptionsregulatoren
kontrolliert werden. In den Datensatzen aus dem microarray-Experiment, wurde die differentielle
Regulation verschiedener putativ regulatorisch wirksamer ORFs in S. coelicolor unter
Cobaltionenstress nachgewiesen. Im roten Phdnotyp wurden die ORFs SCO0523 (AsnC-Familie),
SC06144 und SCO6464 (Sir2-Familie) unter Cobaltionenstress signifikant um den Faktor 1,5 verstarkt
exprimert, eine regulatorische Wirkung auf die Transkription haben konnten (Tab. 39). Der ORF
SCO6464 konnte fur ein Protein aus der Sir2-Familie kodieren. Diese Transkriptionsregulatoren sind in
vielen Organismen konserviert und nehmen eine Schlisselstellung bei der Stressantwort ein, indem
sie die Expression von Genomabschnitten verhindern.™® Es kénnte im roten Phanotyp zum
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Ausbleiben der Bildung von Actinorhodin (11) kommen, da die Transkription durch den putativen
Regulator aus der Sir2-Familie (SC06464) verhindert wird und Malonyl-CoA fir
Actinorhodinbiosynthese durch die verstirkte Produktion von Undecylprodigiosin (10) und
Butylcycloheptylprodigiosin (51) verbraucht wird. Dieser Hypothese folgend kénnte die Ausbildung
des blauen Phanotyps durch die nachstehende Uberlegung begriindet werden: Im blauen Phinotyp
werden ebenfalls mehrere putative Transkriptionsregulatoren unter Cobaltionenstress um den Faktor
1,5 verstarkt exprimiert (Tab. 40): SCO7137 (LuxR-Familie), SCO1094 (TerR-Familie), SCO6119 (AraC-
Familie), SCO2378 (MerR-Familie) und SCO6130 (Homologie zu AbaA). Die Transkriptionsregulatoren
aus der LuxR-, TerR-, MerR-Familie unterdriicken die Transkription von Genen, bis sie ein Effektor-
Molekiil binden und von der DNA dissoziieren. Der Vertreter der AraC-Proteine und das homologe
Protein zu AbaA sind potentielle Transkriptionsaktivatoren. Der Locus AbaA ist in S. coelicolor als
Aktivator des Sekundirmetabolismus beschrieben worden.™ Im blauen Phanotyp unterbleibt die
gesteigerte Expression des ORFs SCO6464, der den potentiellen Sir2-Transkriptionsregulator kodiert.
Die Aktivierung des Sekundarmetabolismus durch SCO06130 koénnte dann die Induktion der
Actinorhodinbiosynthese und folglich die Ausbildung des blauen Phanotyps von S. coelicolor unter
Cobaltionenstress bewirken (Abb. 54).

C02+
wt+Co* rot blau
Efflux-Protein (SCO5154) Transkriptionsregulator (SCO6464) Transkriptionsregulator (SCO6130)
red act

Abb. 54: Hypothese zur Entstehung der verschiedenen Phanotypen auf Grundlage der microarray-Resultate.

Maogliche Ursachen fiir das gleichzeitige Auftreten der verschiedenen Phinotypen nach
Cobaltionenstress

Die Kultivierung von S. coelicolor auf festem Medium unter Cobaltionenstress fiihrte zu
unterschiedlichen Reaktionen auf diesen Umweltfaktor innerhalb der untersuchten Kultur. Die
Ausbildung der chemisch differenzierten Phanotypen koénnte eine Strategie zur Erhéhung der
Diversitat innerhalb einer Bakteriengemeinschaft sein, die den Fortbestand der Art unter
Stressbedingungen gewahrleistet. Die in dieser Arbeit gewahlte Kultivierung von S. coelicolor scheint
die geeignete Umgebung zu sein, um die differentielle Produktion von Sekunddrmetaboliten zu
charakterisieren. Die Abweichungen zwischen einzelnen Zellen einer bakteriellen Population werden
in konventionellen Studien von mikrobiellen Fllssigkulturen mit mehreren Millionen von Zellen
maskiert."* Durch die Nutzung von Festmedien (strukturierte Umwelt) und die Selektion nach
optischen Charakteristika lie8 sich die Heterogenitdt innerhalb einer Population von S. coelicolor in
dieser Arbeit nachweisen.

Unter natirlichen Bedingungen wird die Produktion von antibiotisch wirksamen Naturstoffen
wahrend des Ubergangs vom vegetativen Wachstum zur Sporenbildung induziert. Die
morphologische Differenzierung und die Synthese von Sekundarmetaboliten sind zwei parallel
ablaufende Prozesse, die wahrscheinlich durch gleichartige Signale gesteuert werden.™® Die
Induktion der beiden farbigen Pigmente Actinorhodin (11) und Undecylprodigiosin (10) in S.
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coelicolor durch den gleichen Umweltfaktor konnte bereits bei der Kultivierung von S. coelicolor auf
nahrstoffarmem Medium durch die Simulation der Zellwandhydrolyse durch den Zusatz von N-
Acetylglukosamin in das Kulturmedium gezeigt werden.™ Anderseits wurde in Mutanten von S.
coelicolor mit gestdrter Osmoregulation eine massive Uberproduktion von Actinorhodin (11) und
Undecylprodigiosin  (10) festgestellt.” Wahrscheinlich steht die Produktion dieser beiden
Naturstoffe in engem Zusammenhang mit der Stressantwort von S. coelicolor. In diesen Studien wird
die Produktion von Actinorhodin (11) und Undecylprodigiosin (10) als Reaktion auf einen Umweltreiz
in einer Kultur von S. coelicolor beschrieben. Im Gegensatz dazu werden diese Pigmente von S.
coelicolor unter Cobaltionenstress in dieser Arbeit von verschiedenen chemisch differenzierten
Phanotypen von S. coelicolor (Abb. 55) produziert.

Die unterschiedliche Reaktion auf den gleichen Umweltfaktor ist gegebenenfalls ein Spiegel fir die
Heterogenitat innerhalb der untersuchten S. coelicolor-Population. Die Ausbildung einzelner
Phanotypen spricht fiir eine Plastizitat innerhalb einer untersuchten Population von S. coelicolor. Die
Basis dieser phanotypischen Variabilitdit kann theoretisch auf unterschiedlichen Mechanismen
beruhen.

Abb. 55: Fotos der farbigen Phdnotypen unter Cobaltionenstress, (A) Einzelkolonien des roten und des blauen Phdnotyps,
(B) blaue Kolonie mit Produktion der roten Farbstoffe Undecylprodigiosin (10) /Butylcycloheptylprodigiosin (51).

Hypothese 1: Stochastische Fluktuation der Genexpression in Streptomyces
coelicolor unter Cobaltionenstress

Moglicherweise sind stochastische Fluktuationen in der Proteinexpression die Grundlage der
beobachteten phanotypischen Varianz von S. coelicolor unter Cobaltionenstress. Genetisch
identische Zellen kénnen unter den gleichen Umweltbedingungen signifikante Abweichungen in
ihren molekularen und ihren phanotypischen Charakteristika aufweisen. Diese stochastischen
Abweichungen in der Genexpression kdnnten die notige Flexibilitdt garantieren, die zur Anpassung
an plétzlich auftretenden Stress vorteilhaft ist."®? Grundlegende Kontrollmechanismen der
Zellfunktion kénnen zu jedem Zeitpunkt des Wachstums verschieden aktiviert sein. Da in einer Zelle
regulatorische Proteine nur in geringer Anzahl vorhanden sind, kénnen Abweichungen in der
Kopienzahl drastische Effekte bei der Aktivierung der Transkription haben."®® Es ist denkbar, dass
geringe Unterschiede bei der Expression von Regulatormolekiilen in S. coelicolor unter
Cobaltionenstress auftreten und zu den verschiedenen Phanotypen mit differentieller Produktion
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von Sekundarmetaboliten flihren. Mit den natiirlichen Schwankungen bei Transkriptionskontrollen
ist es moglich, dass die Aktivierung eines bestimmten Promotors unter Cobaltionenstress in
einzelnen Zellen von S. coelicolor méglich war und in einem anderen Teil der Population nicht
erfolgen konnte und daraus die Ausbildung der unterschiedlichen Phanotypen resultierte.

Hypothese 2: Heterologe Subpopulationen von Streptomyces coelicolor

Der Versuch zur chemischen Differenzierung von S. coelicolor unter Cobaltionenstress wurde mit
Kulturen aus Sporenlésungen gestartet. Moglicherweise enthielt die Sporenlésung mehrere
verschiedene Subpopulationen von S. coelicolor. Eine bakterielle Spezies wird anhand ihrer
charakteristischen morphologischen und biochemischen Eigenschaften sowie der Ubereinstimmung
ihrer DNA-Sequenz definiert. Allerdings kénnen diese Kriterien unzureichend sein, da bei der DNA-
DNA-Hybridisierung 30 %*** und bei der Sequenzierung der 165 rRNA Gene 3 % Differenz!**® zul3ssig
sein, um die Speziesdefinition zu erfillen. Bei Vergleich der beschreibenden Artenzahlen stehen 4500

prokaryontische Spezies!**® [197)

Uber einer Million Eukaryonten gegenlber, obwohl die Prokaryonten
als phylogenetisch altere Gruppe langer zu evolutiondren Anpassungen gezwungen waren. Daher
scheint die bisherige Artdefinition flr Prokaryonten ungeniigend zu sein. Moéglicherweise beinhaltete
die untersuchte Population von S. coelicolor mehrere Subspezies, die unter Cobaltionenstress
hervortreten. Die OSMAC-Theorie”® 7 kénnte einen weiteren Hinweis zur Existenz gemischter
Population von naturstoffproduzierenden Organismen geben. Es ist moglich, durch verdanderte
Kulturbedingungen aus einem bekannten Produzenten eines Naturstoffs unbekannte Verbindungen
zu isolieren.”” 7 Unter den neuen Kulturbedingungen kénnte eine andere Subpopulation begiinstigt
werden, die auf Grundlage von genetischen Abweichungen ein anderes Metabolitenprofil
produziert.””? Wenn dieser Gedanke weiter gefiihrt wird, produzieren verschiedene Subpopulationen
die einzelnen Naturstoffe, die aus einem Organismus nachgewiesen wurden. Die Annahme, dass alle
Zellen dieses Organismus das gleiche Potential zur Biosynthese dieser Verbindungen besitzen, wiirde
aus der durch die Analyse der gemischten Subpopulationen resultieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit
legen aus diesem Blickwinkel nahe, dass es in der untersuchten Population mindestens drei
Subpopulationen gab, die unter der Art S. coelicolor zusammengefasst wurden. Eine Population
produziert unter Cobaltionenstress y-Actinorhodin (57) (blau), eine weitere Population produziert
Undecylprodigiosin (10) und Butylcycloheptylprodigiosin (51) (rot) und die dritte Population
(wt+Co®) produziert keine erhdhte Menge der beiden Verbindungen. Die Existenz dieser
Subpopulationen kénnte durch den Vergleich der Genomsequenzen der chemisch differenzierten

Subpopulationen bewiesen werden.

Selbst in einer isogenen Population von Organismen kdnnen Individuen enthalten sein, die sich durch
verschiedene DNA-Methylierungsmuster auszeichnen. Die epigenetische Regulation der
Genexpression steuert Interaktionen zwischen DNA und Proteinen durch die Adenin-DNA-
Methylierung”gs]. Aufgrund eines unterschiedlichen DNA-Methylierungsmusters innerhalb der Kultur
von S. coelicolor kénnte die Interaktion der DNA mit Transkriptionsfaktoren unter Cobaltionenstress
unterschiedlich sein und so die Ausbildung der verschieden farbigen Phanotypen erklaren.
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Hypothese 3: Entstehung der verschieden pigmentierten Phénotypen durch
Mutationen

Allgemein scheinen Streptomyceten einer genetischen Instabilitat zu unterliegen, da Mutationen mit
einer Frequenz von mehr als 10> auftreten. Spontane Abweichungen der DNA-Sequenz kommen
besonders haufig in den AuBenbereichen der Chromosomen vor und beeinflussen daher viele
phanotypische Charakteristiken wie die Zelldifferenzierung und den Sekundarmetabolismus. Diese
Bereiche des Genoms unterliegen unter physiologischem Stress haufig umfassenden Deletionen und
Genamplifikationen.™ Mutationen im Genom kénnen daher Abweichungen in der Erbinformation
hervorrufen und ein Grund fiir das Auftreten der farbigen Phdanotypen unter Cobaltionenstress sein.
Zusatzlich wirkten Cobaltionen in verschiedenen Experimenten schwach mutagen.”® In vitro

(1541 und erhéhen die Fehlerrate des

verdriangen Co’*-lonen den Kofaktor Mg** der DNA-Polymerase
Enzyms bei der DNA-Synthese.”®> 2 AuRerdem kénnen Cobaltionen Komplexe mit Adenin bilden
und in vitro an DNA-Stringe binden.'?® Dies verursacht allerdings keine oder nur sehr wenige DNA-
Schaden.” Der mutagene Effekt von Cobaltionen wird durch die Freisetzung von reaktiven

(1551 Cobaltionen

Sauerstoffspezies (ROS) unter physiologischen Bedingungen hervorgerufen.
katalysieren die Bildung von Hydroxylradikalen aus endogen in der Atmungskette der Zelle

entstandenem Wasserstoffperoxid. Damit erfolgt eine Steigerung des oxidativen Stresses in der Zelle.
Fe’* + H,0,—»Fe’" + OH +OH'
Co™ + H,0,—» Co* + OH +OH'

Abb. 56: Fenton Reaktion mit Eisenionen zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies und Fenton-analoge Reaktion mit
Cobaltionen.

Wenn die Produktion von ROS die Kapazitdt zu deren Detoxifizerung Ubersteigt, kdnnen oxidative
Schiden an Makromolekiilen wie der DNA und Proteinen entstehen.”® Diese kénnten spontane
Mutationen®®!
coelicolor unter Metallionenstress zur Folge gehabt haben. Fir die Wirkung von oxidativem Stress in

den blauen Kulturen von S. coelicolor mit Co**-Zusatz im Medium spricht die signifikante Reduktion

oder Veranderungen von Enzymfunktionen in den Versuchen zur Kultivierung von S.

der Genexpression der putativen Cytochromoxidase-Untereinheit || SCO3946 (Tab. 37). In allen aerob
wachsenden Zellen ist die Atmungskette die Hauptquelle endogener reaktiver Sauerstoffspezies.”?*”
291 pje verminderte Produktion eines Proteins zur Respiration kdnnte im blauen Phanotyp von S.
coelicolor eine Strategie zur Vermeidung von weiterem oxidativen Stress sein. In den Zellen der Co*'-
behandelten Kulturen wurde durch Zugabe der Metallionen das Gleichgewicht der Prooxidantien und
Antioxidantien auf die Seite der prooxidativ wirkenden Substanzen verschoben. Durch oxidativen

2] pieser

Stress tritt in Eukaryonten die Degradation der tRNAs innerhalb der Zellen ein.
Mechanismus wurde auch in Streptomyces coelicolor beobachtet und als konservierte Antwort auf
spezifische Stressbedingungen beschrieben.?! Moglicherweise fuhrt Cobaltionenstress ohne die
direkte Einflihrung von Mutationen Uber den Abbau von tRNAs zur Verlangsamung der
Proteinbiosynthese oder durch oxidative Verdnderungen an Proteinen regulatorisch zu der
Auspragung der verschieden farbigen Phanotypen. In diesem Fall wirden Zellen von S. coelicolor
unter Cobaltionenstress wieder stochastischen Fluktuationen regulatorisch wirksamer Proteine

unterliegen.
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Hypothese 4: Unterschiede in der Mikroumgebung von Streptomyces coelicolor

Die Induktion von zwei verschiedenen Phanotypen durch den gleichen Umweltfaktor konnte die
Folge von unterschiedlichen Anpassungsstrategien sein, die aufgrund lokaler Abweichungen im
Umkreis der Kolonie ausgelost werden. Die Konzentration der Cobaltionen kénnte wegen
struktureller Unterschiede in der Umgebung im Experiment variabel sein und daher haben sich zwei
verschiedene Phanotypen herausgebildet. Solche lokalen Unterschiede konnten durch das Medium
bedingt sein. Das SFM-Medium beinhaltet Sojamehl. Da die Sojabohnen vollstindig gemahlen
werden, sind im Medium Schalenbestandteile vorhanden. Moglicherweise akkumulieren die lonen im
Medium an diesen Partikeln. Die Absorption von Schwermetallionen wurde beispielsweise an den
faserigen Bestandteilen von Kokosnussschalen nachgewiesen.?? Damit ist ein dhnlicher Effekt auch
im SFM-Medium vorstellbar, so dass es zu einem Konzentrationsgefalle innerhalb des Festmediums
kommen konnte. Die verschieden pigmentierten Kolonien von S. coelicolor kénnten sich dann in
Abhangigkeit von der lonenkonzentration in der Umgebung ausgepragen.

Was induziert die verschieden pigmentierten Phanotypen von Streptomyces coelicolor?

Die Ausbildung der unterschiedlich gefarbten Phanotypen erfolgte unter der Einwirkung von
Cobaltionenstress auf eine S. coelicolor-Kultur, die aus einer Sporenlésung auf Festmedium kultiviert
worden war. Nach der Beobachtung des roten und des blauen Phanotyps wurden diese Kolonien
vereinzelt und vermehrt. Bei der Kultivierung der farbigen Phanotypen dieser Klone kann es zu
gemischten Phanotypen (rot und blau in Abb. 57B) kommen bzw. traten zwischen den roten Klonen
blaue Kolonien auf und zwischen den roten Kolonien fanden sich vereinzelt blaue Phdanotypen (Abb.
57A). Der Cobaltionenstress induzierte eine Heterogenitdt von S. coelicolor-Phdnotypen, die auch
nach der Ubertragung der farbigen Phianotypen auf unbelastetes Medium beobachtet wurden (Abb.
57E).

Gegen die Auspragung der verschiedenen Phadnotypen durch Subpopulationen spricht die
beobachtete Umwandelbarkeit der Phanotypen ineinander. Durch die Selektion von Einzelkolonien
sollte das Auftreten der anders gefarbten Kolonie im Verlauf der Kultivierung ausgeschlossen sein.

Die Existenz der gemischten Phanotypen spricht auch gegen die Auspragung der verschiedenen
farbigen Phanotypen aufgrund von Unterschieden in der Mikroumgebung, da es Kolonien von S.
coelicolor gab, die gleichzeitig beide Farbstoffe herstellten (Abb. 57B).

Fir die Auspragung der farbigen Phanotypen durch zufdllige Schwankungen der Genexpression
spricht, dass dieser Mechanismus keine strukturellen Veranderungen der Erbinformation in der Zelle
bendtigt. Die verschieden farbigen Phanotypen wirden durch die unterschiedlichen Modifikationen
der Genexpression in S. coelicolor unter Cobaltionenstress induziert werden. Allerdings ist es fraglich,
ob die stochastischen Abweichungen der Genexpression (iber mehrere Generationen stabil sind, da
die verstarkte Pigmentierung in der weiteren Kultur erhalten blieb. Die Genexpression in den
Biosyntheseclustern red und act zum spaten Probenahmezeitpunkt spricht fir eine dauerhafte
Veranderung des Transkriptionsprofils. Daher waren Mutationen als Ursache fir die
unterschiedlichen Phanotypen am wahrscheinlichsten.
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Abb. 57: Fotos von Streptomyces coelicolor Kolonien, Kultur roter Phdnotyp unter Cobaltionenstress mit vereinzelter
blauer Kolonie (A) oder Einzelkolonie, die sowohl den roten als auch den blauen Farbstoff herstellt (B), Kultur des roten
Phinotyps nach Ubertragung auf cobaltionenfreies Medium, das samtige Aussehen der Kultur spricht fiir Sporenbildung
(C), Kolonien des blauen Phinotyps auf unbelastetem SFM-Medium nach viermaligem Ubertragen mit je einer Woche
Kultivierungsdauer (D), Kolonien des gemischten Phanotyps auf unbelastetem SFM-Agar (E), Kolonien eines gemischten
Phinotyps nach mehrmaliger Ubertragung auf cobaltionenfreies Medium (F).

Die farbigen Phanotypen waren durch Mutationen in der Biosynthese von y-Actinorhodin (57) oder
Undecylprodigiosin (10) und Butylcycloheptylprodigiosin (51) begriindet und das Auftreten der
gemischten Phdnotypen wirde durch das gleichzeitige Vorliegen von Mutationen in beiden
Biosynthesewegen entstehen. Die einzelne blaue Kolonie in Abb. 57A ware dann durch eine
Rickmutation im act-Gencluster und eine Neumutation im red-Gencluster ausgepragt worden. Die
heterogenen Phanotypen auf unbelastetem Medium wiirden dann verschiedene Mutationen tragen
(Abb. 57E), die durch die mutagene Wirkung von Cobaltionen im Medium entstanden wéaren und in
einer Umgebung ohne Cobaltionen erhalten blieben. Die Mutationen kdnnten durch den Vergleich
der Genomsequenz nachgewiesen werden. Zusatzlich kénnte mit der Bestimmung der Mutationsrate
von S. coelicolor unter Cobaltionenstress errechnet werden, ob das Eintreten der Mutationen und
der Riickmutationen wahrscheinlich ist.
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4.5 Ausblick

4.5.1 Metabolitenprofil von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress

Die Kultivierung unter Cobaltionenstress verandert den Sekundarstoffwechsel von S. coelicolor. Die
Bildung der bekannten Polyketide y-Actinorhodin (57) und Undecylprodigiosin (10) bzw.
Butylcycloheptylprodigiosin (51) konnte im Metabolitenprofil nachgewiesen werden. Neben diesen
Verbindungen wurden in der Analyse der Ethylacetat-Extrakte aus Kulturen des Wildtyps unter
Cobaltionenstress, des roten sowie des blauen Phanotyps unidentifizierte Substanzen beobachtet
(Abb. 35, wt+Co": RT in min 17,6; 18,51; 19,62; 29,64, rot: RT in min 16,08; 24,74, blau: RT in min
15,05; 18,56; 20,42; 23,01; 23,43; 26,92), die der Wildtyp nicht produzierte. Wahrend im Duftprofil
des wt eine Reihe von unbekannten Sesquiterpene (Si.s) nachgewiesen wurde, die von den Kulturen
unter Cobaltionenstress nicht freigesetzt wurden. Die Strukturaufklarung dieser differentiell
induzierten Verbindungen der unterschiedlichen Phanotypen unter Cobaltionenstress wiirden die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hervorragend erganzen.

Hinweise auf die 6kologische Bedeutung der induzierten Verbindungen y-Actinorhodin (57) und
Undecylprodigiosin (10) bzw. Butylcycloheptylprodigiosin (51) konnte die Kokultur der verschiedenen
Phanotypen geben. Falls sich einer der farbigen Phanotypen unter Cobaltionenstress durchsetzt, ist
die Produktion der farbigen Verbindungen mit einem Fitnessvorteil verbunden.

Transkriptomanalyse von Streptomyces coelicolor-Kulturen nach Cobaltionenstress

Die mit dem microarray nachweisbaren Unterschiede in der Genexpression zwischen dem wt und
den Phanotypen unter Cobaltionenstress waren fiir die ORFs des Sekundarmetabolimus relativ
gering. Der Nachweis der verstdrkten Expression von ORFs aus dem Sekundarmetabolismus ist fiir
redD (ORF 5877) im roten Phanotyp und actl/ll (ORF SCO5086) im blauen Phanotyp gelungen.
Allerdings konnte weder die Aktivierung der Biosynthese fir Undecylprodigiosin (10) bzw.
Butylcycloheptylprodigiosin (51), y-Actinorhodin (57) oder Isozizaen (ORF SC05222) noch die
verminderte Transkription der Geosminzyklase (ORF SCO6073) beobachtet werden. In einer erneuten
microarray-Studie kdnnten die Daten durch die Auswertung von Probenmaterial, das zu einem oder
mehreren friitheren Zeitpunkten als Zeitreihe enthnommen wird, erganzt werden, um die veranderte
Transkription dieser Enzyme unter Cobaltionenstress nachzuweisen. Der Einsatz verkilrzter Sonden
kénnte eine verbesserte Darstellung der Unterschiede in der Genexpression ermoglichen. Zusatzlich
konnte die technische Varianz zwischen den Hybridisierungen minimiert werden. Mit einem
verkleinerten Satz Sonden kénnten alle Replikate fiir die statistischen Auswertungen auf einem Chip
in einer Hybridisierung erzeugt werden. Gleichzeitig wiirde sich der Materialeinsatz fir die
Transkriptomanalyse verringern. Die Validierung dieser Daten durch RT-PCR, die zusatzliche Analyse
des Proteoms oder die Untersuchung des Metabolitenprofils sollte erwogen werden.

Zur Aufklarung des molekularen Mechanismus, der die verschiedenen farbigen Phanotypen induziert,
sollten bestimmte ORFs aus den unterschiedlichen Phanotypen sequenziert werden. Besonderes
Augenmerk sollte dabei auf Verdnderung in der Basensequenz der ORFs SCO5086 (act/ll) und
SCO5877 (redD), ORFs SCO6464 (Homologie zu Sir2) und SCO6130 (Homologie zu AbaA) gelegt
werden, um festzustellen, ob diese ORFs in den farbigen Phanotypen unter Cobaltionenstress
Mutationen unterlagen. Mit knock out-Mutanten der genannten Transkriptionsregulatoren kdnnte
der Effekt dieser ORFs auf die Pigmentierung von S. coelicolor untersucht werden. Falls Mutationen
nicht die Entstehung der farbigen Phanotypen bewirken, kénnte die Bestimmung der DNA-
Methylierungsmuster Aufschliisse zum zugrundeliegenden Mechanismus geben.
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5 Zusammenfassung

Induktion eines veranderten Metabolitenprofils in Streptomyces avermitilis durch
Kokultur mit Pseudomonas fluorescens

In Mikroben induziert die Kultivierung mit artfremden Mikroorganismen die Produktion
antibakterieller Sekundarmetabolite. ' 3 % 9! Eine solche Reaktion kénnte fir S. avermitilis durch
die Analyse der haufig beobachteten Guttationstropfen nachgewiesen werden, da die
Guttationstropfen von Streptomyceten und Pilzen Sekundarmetabolite speichern sollen.

In den Guttationstropfen von S. avermitilis konnten allerdings keine antibiotisch wirksamen
Verbindungen nachgewiesen werden. Stattdessen wurde durch die GC-MS- und NMR-Analyse der
von S. avermitilis gebildeten Tropfen nachgewiesen, dass sie hauptsachlich Saccharose enthielten.

Die Saccharose in den Tropfen wurde von S. avermitilis aus den Nahrstoffen des Mediums produziert
und in die Guttationstropfen transportiert, wie die IR-MS-Messung zeigen konnte.

Als Reaktion auf die Kokultur mit P. fluorescens wurde eine Reduktion der verflgbaren
Saccharosemenge in den Guttationstropfen von S. avermitilis beobachtet. Mit Hilfe radioaktiv
markierter Saccharose konnte gezeigt werden, dass, im Vergleich zu Reinkulturen, produzierte
Saccharose schneller aufgenommen und verstoffwechselt wurde. Die Saccharose in den
Guttationstropfen kdnnte somit einen Energiespeicher darstellen, der unter dem Konkurrenzdruck in
der Kokultur mobilisiert wird.

Induktion eines veranderten Metabolitenprofils durch Schwermetallionenstress in

Streptomyces coelicolor

Metallionen haben einen stimulierenden Effekt auf den Sekundirmetabolismus in S. coelicolor.”* ™!

Obwohl veranderte Sekundarmetabolitenprofile verschiedener Streptomyceten unter Schwermetall-
ionenstress nachgewiesen werden konnten, wurden die Auswirkungen von Schwermetallionen auf S.
coelicolor bisher nicht systematisch studiert.**

Ein Ziel in meiner Arbeit war es daher, die Auswirkungen von Cobaltionenstress auf den
Sekundarmetabolismus von Streptomyces coelicolor zu charakterisieren.

Nach der Zugabe von Cobaltsalzen in das Kulturmedium (200ug/ml) differenzierte S. coelicolor zwei
farbige Phanotypen (rot und blau). Die Phdnotypen mit Cobaltionenstress bildeten nur die Halfte der
Biomasse im Vergleich zum Wildtyp auf cobaltfreiem Medium. Der blaue Phanotyp zeigte unter
Cobaltionenstress einen konstanten Biomassezuwachs, wahrend die Messwerte fir den roten
Phanotyp um bis zu 50 % schwankten.

Die beiden pigmentierten Phdanotypen produzierten vom Wildtyp abweichende Duftprofile, die in der
GC-MS-Analyse beobachtet werden konnten. Der Wildtyp setzte Methylisoborneol, verschiedene
Oktalinisoformen und Geosmin (5), Germacren D (42), Germacradienol (45) und Isozizaen (37) frei.
Der Duft der Phanotypen unter Cobaltionenstress war durch reduzierte Terpenemission
gekennzeichnet. Typisch fir den roten Phanotyp war die Produktion von 2-Tridecanon (43) und
Undecylpyrrol (44), wahrend der blaue Phdnotyp unter Cobaltionenstress verstarkt Isozizaen (37)
bildete.
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Durch die LC-MS-Analyse wurde in allen untersuchten Kulturen Germicidin (m/z 183 46-49 und m/z
197 49/50) nachgewiesen. Dieses autoregulatorische Polyketid hemmt die Keimung der Sporen des
Produzentens. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die roten Kolonien Undecylprodigiosin (10)
sowie Butylcycloheptylprodigiosin (51) und die blaue Kolonien y-Actinorhodin (57) produzierten.
Diese Polyketide trugen maligeblich zur Auspragung der Pigmentierung bei.

Microarray-Analysen der Kulturen unter Cobaltionenstress zeigten signifikante Unterschiede in der
Genexpression im Vergleich zum Wildtyp auf. Die statistische Analyse der Transkriptomdaten des
blauen Phanotyps wies eine erhdhte Expression eines putativen Proteins mit Homologie zu SgaA aus
S. griseus (SCO6430) auf. Dieses putative Protein kénnte moglicherweise Wachstumsschwankungen
unter osmotischem Stress unterdriicken, wie es fiir SgaA aus S. griseus gezeigt werden konnte.*”
Unter Cobaltionenstress wurden im roten Phanotyp vier ORFs und im blauen Phianotyp 21 ORFs des
Sekundarmetabolismus abweichend zum Wildtyp reguliert. Im roten Phanotyp wurde der
Transkriptionsregulator der Prodigiosinbiosynthese redD (SCO5877) und im blauen Phanotyp die
Ketoacylreduktase aus der Actinorhodinbiosythese actl/ll (SCO5086) verstarkt transkribiert. In beiden
farbigen Phanotypen wurde der ORF (SCO4912) der putativen Biotin-Carboxylase AccA2 signifikant
verstarkt gegenliber dem Wildtypen exprimiert. Dieses Enzym stellt die Vorstufe Malonyl-CoA fiir die
Polyketidbiosynthese her. Uberschneidungen induzierter ORFs in den Phianotypen unter
Cobaltionenstress waren Ausnahmen. Es ergibt sich die Schlussfolgerung, dass jedem Phanotyp unter
Cobaltionenstress ein spezifisches Genexpressionsprofil zugrunde liegt, aus dem ein
charakteristisches Metabolitenmuster resultiert.
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6 Summary

Induction of an altered metabolite profile in Streptomyces avermitilis in coculture with
Pseudomonas fluorescens

The cultivation with non kind microorganisms induces the production of antibacterial secondary
metabolites in microbes. ™ 8 % %W \n S gvermitilis such reaction could be monitored by analyzing
the frequently observed guttation droplets, which are postulated to serve as reservoir for secondary
metabolites in streptomycetes and fungi.

However, no antibiotic activity could be proven the guttation droplets of S. avermitilis. Instead GC-
MS and NMR analyses showed that S. avermitilis formed guttation droplets mainly contained
sucrose.

S. avermitilis produced the sucrose from the nutrients of the medium and transported it in the
guttation droplets, as reavled by IR-MS measurement. As reaction to the mixed culture with P.
fluorescens the reduction of available sucrose amount in the guttation droplets was detected. Using
radioactive labeled sucrose, re-uptake and metabolisation of the produced sucrose into the colonies
of S. avermitilis growing in cocultre with P. fluorescens was observed. This suggests that the sucrose
in the guttation droplets could serve as energy storage, which is mobilized under the competitive
pressure in the mixed culture.
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Induction of a changed metabolite profile by heavy metal ion stress in Streptomyces
coelicolor

Metal ions have a stimulating effect on the secondary metabolism of S. coelicolor.”* 7 Although
altered secondary metabolite profiles of different streptomycetes under heavy metal ion stress have
been proven, the effects of heavy metal ions on S. coelicolor have been so far not systematically
studied. % 1%

Therefore, one aim of my thesis was therefore to characterize the effects of cobalt ion stress on the
secondary metabolism of Streptomyces coelicolor.

Relatively high concentration (200pg/ml) of cobalt ion in the medium induced the differentiation of a
red and a blue colored phenotype of S. coelicolor. The colored phenotypes generated only about 50
% of the biomass compared to the wild type of S. coelicolor on cobalt-free medium. The blue
phenotype showed a constant biomass increase under cobalt ion stress, whereas the measured
values for the red phenotype varied up to 50%.

GC-MS analysis indicates that the two pigmented phenotypes produce a volatile profile different
from the wild type. The wild type emitted methyliosborneol, various octaline isoforms and geosmin
(5), germacrene D (42), germacradienol (45) and isozizaene (37). The volatile emission of S. coelicolor
was characterized by the reduction of terpene release under cobalt ion stress. Specifically the red
phenotype produced 2-tridecanone (43) and undecyl-pyrrole (44), whereas the blue phenotype
intensified its isozizaene (37) emission.

LC-MS analysis revealed the production of germicidin (m/z 183 46-49 and m/z 197 49/50) in all
cultures. Thus, the producing strain inhibits germinating of the own spores by this autoregualtory

142 |n  addition, formation of undecylprodigiosin  (10) as well as

polyketide.
butylcycloheptylprodigiosin (51) in the red colonies, and y-actinorhodin (57), in the blue colonies was

detected. These polyketides considerably contributed to pigmentation of the colored colonies.

The gene expression of the colored phenotypes under cobalt ion stress was differentially regulated
compared to the wild type. The statistical analysis of microarray data, gained from the blue
phenotype, provided information about increased expression of a putative protein that shares
identity to SgaA protein of S. griseus (SCO6430). This putative protein possibly suppresses the growth
fluctuations under stress as the SgaA protein of S. griseus.!"’?

Cobalt stress induces an increased expression of four ORFs, coding for putative genes of the
secondary metabolism, in the red colored phenotype. In the blue phenotype 21 ORFs, also coding for
putative genes of the secondary metabolism, were differentially regulated compared to the S.
coelicolor wild typ. The red phenotype shows an enhanced transcription of redD (SCO5877), the
transcriptional regulator of prodigiosin biosynthesis. In the blue phenotype the transcription of actlll
(5C05086), the ketoacyl reductase from the actinorhodin biosynthesis, was increased. In both
colored phenotypes the ORF (SC04912) of the putative biotin carboxylase AccA2 was significantly
higher expressed than in the wild type. This enzyme provides the precursor malonyl-CoA for the
polyketide biosynthesis. Overlaps of induced ORFs in the colored phenotypes were exceptional. It can
be concluded, that the development of an altered metabolite profile in S. coelicolor under cobalt ion
stress is based on characteristic patterns in gene expression.
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8 Anhang
Medien Inhaltsstoffe
LB-Agar 5 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Pepton, 15 g

Agar-Agar, 1000 ml destilliertes Wasser

LB-Agar fir Selektion von Kanamycin-resistenten
Zellen

LB-Agar mit 50 pg/ml Kanamycin, Zugabe nach
dem Autoklavieren

LB-Agar mit Kanamycin fur Blau-weiR-Selektion

LB-Agar mit 50 pg/ml Kanamycin und 40 pl X-
Gal-Loésung (40 mg/ml im DMF) pro Platte

LB-Medium (flussig)

10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Pepton, 1000 ml
destilliertes Wasser

Nutrient-Agar

5g Pepton, 3 g Fleischextrakt,
1000 ml destilliertes Wasser

15 g Agar-Agar,

SFM-Agar*®

20 g Sojamehl, 20 g Mannitol,
1000 ml destilliertes Wasser

20 g Agar-Agar,

SFM50-Agar 20 g Sojamehl, 10 g Mannitol, 20 g Agar-Agar,
1000 ml destilliertes Wasser

SFM75-Agar 20 g Sojamehl, 15 g Mannitol, 20 g Agar-Agar,
1000 ml destilliertes Wasser

SFG-Agar 20 g Sojamehl, 20 g Glukose, 20 g Agar-Agar,
1000 ml destilliertes Wasser

SFGly-Agar 20 g Sojamehl, 20 g Glycerin, 20 g Agar-Agar,

1000 ml destilliertes Wasser

Minimalmedium!*¥!

0,5 g L-Asparagin, 0,5 g K,HPO,, 0,2 g MgS0O, x
7H,0, 0,01 g FeSO, x 7H,0, 10 g Glukose, 10 g
Agar-Agar, 1000 ml destilliertes Wasser

Minimalmedium fiir Actinomyceten (Haferburg,
persdnliche Kommunikation)

0,5 g L-Asparagin, 0,5 g K,HPO,, 0,2 g MgS0O, x
7H,0, 0,01 g FeSO, x 7H,0, 10 g Glukose, 10 g
Agar-Agar, 3 ml Spurenelementeldsung, 1000 ml
destilliertes Wasser

Spurenelementelésung!*”

3,7 g KCI, 1,5 g H;B05, 0,8 g MnSO, x 5H,0, 0,6 g
ZnSO, x 7H,0, 0,1 g CuSO, x 5H,0, 0,02 g
(NH4)6MO7024 X 4H20

Minimalmedium mit Glycerin

10 g Pepton, 0,5 g K,HPQO,, 0,2 g MgCO,4 x 7H,0,
0,01 g FeSO, x 7H,0, 20 g Glycerin, 10 g Agar-
Agar, 1000 ml destilliertes Wasser

Minimalmedium mit Mannitol

10 g Pepton, 0,5 g K,HPO,, 0,2 g MgCO,4 x 7H,0,
0,01 g FeSO, x 7H,0, 20 g Mannitol, 10 g Agar-
Agar, 1000 ml destilliertes Wasser

SFM-Medium flUssig

20 g Sojamehl, 20 g Mannitol, 1000 ml

destilliertes Wasser
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Kits

Hersteller

Gene Expression Hybridization Kit

Agilent, Boblingen, Deutschland

GenelET Plasmid Miniprep Kit

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Hot Start HiFidelity Polymerase Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

LabellT puArrayCy3/Cy5 Labeling Kit

Mirus, Madison, USA

MinElute PCR purification Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Midi Qiagen, Hilden, Deutschland
Pronto!Universal Hybridization Kit Corning, Corning, USA
Topo TA Cloning Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Bakterienart

Quelle

Streptomyces coelicolor A3(2)

DSMZ Nr. 46492

Streptomyces avermitilis

DSMZ Nr. 46492

Pseudomonas fluorescens

DSMZ Nr. 6506

Bacillius subtilis subspec subtilis

DSMZ Nr. 10

Escherichia coli Top10 (F mcrAA (mrr-hsdRMS-
mcrBC)D80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139
(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str*) endAl nupG)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Escherichia coli Rosetta 2 F ompT hsdSg(rg mg)
gal dem pRARE2 (Cam®)

Novagen, Darmstadt, Deutschland

Escherichia coli Rosetta 2/5SC05222 diese Arbeit

Plasmid Quelle

Topo 2.1 TA Cloning Vektor (Kan/Amp) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Topo 2.1/5C05222 diese Arbeit

pET28a (Kan) Novagen, Darmstadt, Deutschland
pET28a/SC0O5222 diese Arbeit

Puffer und Losungen fiir DNA-Praparation

Bestandteile

STEB

25 mM NaCl, 75 mM EDTA, 20 mM Tris in
destilliertem Wasser

Lysozym-Lésung

50 mg/ml Lysozym in destilliertem Wasser

EDTA-L6sung

0,5 M EDTA in destilliertem Wasser

SDS-Lésung

10 % SDS in destilliertem Wasser

NaCl

5 M in destilliertem Wasser

Puffer fuir SDS-Page

Zusammensetzung

Trenngelpuffer pH 8,8

1,5 M Tris-HCl, 0,4 % SDS,

Sammelgelpuffer pH 6,8

0,5 M Tris-HCl, 0,4 % SDS

Ladepuffer

30 % Glycerin, 0,9 % SDS, Spatelspitze
Bromphenolblau, Sammelgelpuffer, vierfaches
Volumen destilliertes Wasser
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Puffer fiir Proteinaufreinigung

Zusammensetzung

Lysispuffer 50 mM NaH,P0O,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol
in destilliertem Wasser
Waschpuffer 50 mM NaH,P0O,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol

in destilliertem Wasser

Elutionspuffer

50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 250 mM
Imidazol in destilliertem Wasser

Probenpuffer

50 mM NaH,P0Q,, 300 mM NaCl, 20 % Glycerol in
destilliertem Wasser

Puffer und Losungen fiir Enzymaktivitatstest Zusammensetzung
FPP-Losung 1 mg/ml FPP in 250 mM (NH,),CO;-Puffer
DTT-L6sung 0,2 M DTT in destilliertem Wasser

“reaction mix"**!

25 mM Hepes, 12,5 mM MgCl,, 0,25 mM MnCl,,
0,25 mM NawQ,, 0,125 mM NaF

Kommerzielle Puffer

Hersteller

Ligationspuffer

Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Restriktionspuffer 2 (50 mM NaCl,10 mM Tris-
HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol)

NEB, Frankfurt a. M., Deutschland

Enzyme Hersteller

Lysozym Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ndel NEB, Frankfurt a. M., Deutschland
T4-Ligase Bioline, Luckenwalde, Deutschland
Xhol NEB, Frankfurt a. M., Deutschland
Chemikalien Hersteller

2-Tridecanon (43)

Fluka, Seelze, Deutschland

Acetonitril fur HPLC

VWR, Darmstadt, Deutschland

Alice, IR-MS Standard

Zur Verfligung gestellt von Stefan Bartram

Apramycin Fluka, Seelze, Deutschland
Agar-Agar Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agarose Promega, Mannheim, Deutschland
APS Roth, Karlsruhe, Deutschland

ATP Bioline, Luckenwalde, Deutschland
Bio-safe Coomassie Biorad, Miinchen, Deutschland
BSA Bioline, Luckenwalde, Deutschland
CaCl, Roth, Karlsruhe, Deutschland
Cafice, IR-MS Standard Zur Vefligung gestellt von Stefan Bartram
Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland
CoCl, Roth, Karlsruhe, Deutschland
CoSO, Fluka, Seelze, Deutschland

CuCl, Roth, Karlsruhe, Deutschland

CuSO, x 5 H,0

Roth, Karlsruhe, Deutschland

D,0, 99,9 %

Deutero GmbH, Kastellaun, Deutschland

Dimethylformamid

Fluka Seelze, Deutschland

dNTPs

Bioline, Luckenwalde, Deutschland
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DTT Roth, Karlsruhe, Deutschland
EDTA VWR, Darmstadt, Deutschland
Essigsdure Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethylacetat Sigma, Seelze, Deutschland
FeSO, Fluka, Seelze, Deutschland
Fleischextrakt Fluka, Seelze, Deutschland

FPP Zur Verfligung gestellt von Stefan Garms
Geosmin (5) Sigma, Seelze, Deutschland
Germacren D (42) Zur Verfligung gestellt von Stefan Garms
Glukose Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland
HsBO; Fluka, Seelze, Deutschland
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe, Deutschland
HEPES Sigma, Seelze, Deutschland
Imidazol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Kanamycin Fluka, Seelze, Deutschland
K,;HPO, Merck, Darmstadt, Deutschland
KCl Fluka, Seelze, Deutschland
L-Asparagin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Mannitol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methylisoborneol (22)

Sigma, Seelze, Deutschland

MgS0, x 7 H,0

Fluka, Seelze, Deutschland

MgCl, Roth, Karlsruhe, Deutschland

MnCl, Fluka, Seelze, Deutschland

MnSO, x 5 H,0 Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
MSTFA Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
NacCl Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaF Sigma, Seelze, Deutschland
NaH,PO, Roth, Karlsruhe, Deutschland
NaWO, Sigma, Seelze, Deutschland
(NH;)6M0O,0,, x 4H,0 Fluka, Seelze, Deuschland

Oktalin Standard (41) Synthetisiert von Thorben Narwth
PAM 40 Roth, Karlsruhe, Deutschland
Pentan Sigma, Seelze, Deutschland

Pepton Roth, Karlsruhe, Deutschland
Primer MWG, Ebersberg, Deutschland

Proteinmarker (Pageruler, ungefarbt)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

RNAprotect Bacteria Reagent

Qiagen, Hilden, Deutschland

Saccharose [**C(U)]-; 50 pci (1,85 MBq in 0,5 ml
9EtOH/1H,0), unspezifisch radioaktiv markiert

Perkin Elmer, Waltam, USA

Saccharose

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sojamehl (Vollsoja) Hensel, Magstadt, Deutschland
TEMED Roth, Karlsruhe, Deutschland,
TRIS Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trizol Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Undecylpyrrol (44) Synthetisiert von Dieter Spiteller
X-Gal Roth, Karlsruhe, Deutschland

ZnSO,4 x 7 H,0

Fluka, Seelze, Deutschland
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Software Quelle

Ginkgo J. Craig Venter Institute, USA

MEV Dana-Farber Cancer Institute, USA

TIGR Spotfinder Dana-Farber Cancer Institute, USA

Gerdte Hersteller

Aktivkohlefilter Le Ruisseau de Montbrun, Daumazan sur Arize,
Frankreich

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brutschrank

Heraeus, Hanau, Deutschland

Cellulosemembran (Einmachhaut)

Insula, Koln, Deutschland

Gelkammer und Giel8stand (Mini Protean)

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Elementaranalysator (EuroEA CN2 dual)

HEKAtech GmbH, Wegberg, Deutschland

GC-MS (Trace-MS)

Finnigan, Egelsbach, Deutschland

GC-Vials

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Glaskapillaren

Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland

Halter fir SPME-Fasern

Supelco, Seelze, Deutschland

HPLC (1100 Series)

Agilent, Boblingen, Deutschland

Hybridisierungskammer (Slidebooster)

Advalytix, Minchen, Deutschland

IR-MS (IsoPrime)

Micromass, Manchester, UK

PCR-S. coelicolor-microarray

University of Surrey Guildford, UK

Mircoarray Scanner (G2505 B)

Agilent, Boblingen, Deutschland

Mircoeinsatze und Federn

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

MicroSpin G-50 S&ulen (lllustra)

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

NanoDrop ND UV-VIS Spectrophotometer

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Ni-NTA Saule

Qiagen, Hilden, Deutschland

NMR (Avance DRX 500)

Bruker, Karlsruhe, Deutschland

Prdzisionswaagen

Mettler Toledo, GielRen, Deutschland

Phosphorimager

Molecular dynamics, Miinchen, Deutschland

radiosensitiver Phosphorfilm

Molecular dynamics, Miinchen, Deutschland

Speed vac (DNA Speed Vac DNA 110)

Savant, GMI, Ramsey, USA

Speed vac (Concentrator 5301)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spritzen

Postnova, Landsberg/Lech, Deutschand

Schttler (Multitron 1)

Infors, Bottmingen-Basel, Schweiz

Tischzentrifuge (5415 D)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermocycler (Mastercycler Gradient)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trockenschrank

Binder, Tuttlingen, Deutschland

SPME-Fasern (Polydimethylsiloxan, 100 um)

Supelco, Seelze, Deutschland

Ultrafiltrationsdulen (VivaSpin)

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Ultraschallfinger (Super R K102)

Sonorex Bandelin, Morfelden-Walldorf,
Deutschland

Umwalzpumpen

Flirgut, Aitrach, Deutschland

UV-Lampe

Kendro, Bonn, Deutschland

Zinnkartuschen (0,04 ml)

IVA Analysentechnik, Meerbusch/Dusseldorf,
Deutschland

Zentrifuge (3K18)

Sigma, Seelze, Deutschland
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Wachstum von Streptomyces coelicolor unter Metallionenstress

Wachstumskurven der S. coelicolor-Phianotypen

0,16 - o roter Phinotyp
0,14 -
¢ blauer Phanotyp

= 0,12 A

£ 010 - *  wt+Co™

E

[ 4

%,, 0,08 ®  Wildtyp

X 0,06 - §

E 0.0 Expon. (rot)
0,02 - Expon. (blau)
0,00 2+

— Expon. (wt+Co™)
0 2 4 6 8

Zeit (d) —— Expon. (wt)

Abb. 58: Wachstumskurve liber siebentégige Kultivierung auf SFM-Agar, Trockengewicht Wildtyp (schwarz) ohne Zusatz
von Cobaltsulfat, Wildtyp auf Cobaltmedium (grau), roter Phdnotyp (rot) auf Cobaltmedium, blauer Phanotyp (blau) auf
Cobaltmedium, Medium mit 200 pg/ml Cobaltsulfat, alle Datenreihen mit exponentieller Trendlinie und Fehlerbalken fiir
Standardabweichung, n = 3.
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Analysen der Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis

derivatisierter Saccharose-Standard (79)

79
i RT: 31,1 min

707
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20~

I
A A A JLA___
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20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
t/min
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Abb. 59: Gaschromatogramm des trimetylsilierten Saccharose-Standards (79).
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Abb. 60: Massenspektrum des trimetylsilierten Saccharose-Standards (79).
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IS: interner Standard
Sorbitol (TMS-Ester)

80: Hexadecansdure
(TMS-Ester)

81: Oktadecansaure
(TMS-Ester)

82: unidentifiziertes
Disaccharid (TMS-Ester)

79: Saccharose (TMS-
Ester)

81: unidentifiziertes
Disaccharid (TMS-Ester)

82: Stearinsaure (TMS-
Ester)

Abb. 61: Gaschromatogramm (TIC) der mit MSTFA derivatisierten Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis nach
12 d Wachstum auf SFM-Agar.
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79: Saccharose
(TMS-Ester)

Abb. 62: Gaschromatogramm (TIC) der mit MSTA derivatisierten Guttationstropfen von Streptomyces avermitilis in
Kokultur mit Pseudomonas fluorescens nach 12 d Wachstum auf SFM-Agar.
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i 361 .
100 derivatisierter Saccharose-Standard (79)
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Abb. 63: EI-Massenspektrum der trimetylsilierten Saccharose (79), gemessen in den Tropfen von Streptomyces
avermitilis.

Berechnung der Isotopenverhaltnisse

{1][:{". lIc}Pr:_:e_rLHC;rlEc}
{13(:{; 12

VFDB

5% Cyppg = £ 1000 °/yp

C}I'P'DE

8"Cypos 13C/12C—IsotopenverhéiItnis in & -Annotation gegen den Vienna Pee Dee
Belemnite- Standard

B¢/ Corope gemessenes 13C/lZC—Isotopenverhéiltnis in der Probe

13C/lZCVpDB 13C/lZC—IsotopenverhéItnis des Vienna Pee Dee Belemnite-Standards
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Emission fliichtiger Verbindungen von Streptomyces coelicolor Kulturen unter
Cobaltionenstress

Analyse der fliichtigen Verbindungen von Streptomyces coelicolor-Kulturen nach
Cobaltionenstress durch GC-MS

100 - 204 Unbekanntes Sequiterpen S,
= 105 KI: 1300,2
80- RT: 12,8 min

70 - 91
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Abb. 64: EI-Massenspektrum des unbekannten Sesquiterpens S,, Nebenprodukt des aufgereinigten rekombinanten
Enzyms SCO5222.

Zizaen (38)

100 134

KI: 1453,1

RT: 15,25 min

189

107

20 ‘ 55 | 161
| 175
| I 147

I Il.l--t:,!l!l:{' I|illl|'-' ;f.-ll.“l..w.l! | f!.,lnl l”'. B T

Phresrem T e
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Abb. 65: EI-Massenspektrum des Zizaens (38), Nebenprodukt des aufgereinigten rekombinanten Enzyms SC05222.
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Unbekanntes Sequiterpen S,
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KI: 1563,8

RT: 17,44 min
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Abb. 66: EI-Massenspektrum des unbekannten Sesquiterpens S,, Nebenprodukt des aufgereinigten rekombinanten
Enzyms SCO5222.
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Abb. 67: Gaschromatogramm des Methylisoborneol-Standards (40).
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Abb. 68: EI-Massenspektrum des Methylisoborneol-Standards (40).
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Abb. 69: EI-Massenspektrum des Methylisoborneols (40), gemessen im wt.
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Abb. 70: Gaschromatogramm des trans-8,10-Methyl-1-Oktalin-Standards (41).
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Abb. 71: EI-Massenspektrum des trans-8,10-Methyl-1-Oktalin Standards (41).
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Abb. 72: EI-Massenspektrum des trans-8,10-Methyl-1-Oktalin (41), gemessen im wt.
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Abb. 73: Gaschromatogramm des Geosmin-Standards (5).
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Abb. 74: EI-Massenspektrum des Geosmin-Standards (5).
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Abb. 75: EI-Massenspektrum des Geosmins (5), gemessen im wt.
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37

15,02 Isozizaen-Standard (37)

100 Kl: 1440,2

RT: 15,02 min

70

20

10

Abb. 76: Gaschromatogramm des Isozizaen-Standards (37), gesammelt Giber dem bakteriellen Rohextrakt von E. coli
Rosetta 2/SC05222.
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Abb. 77: EI-Massenspektrum des Isozizaen-Standards (37).
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Abb. 78: EI-Massenspektrum des Isozizaens (37), gemessen im wt.
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Abb. 79: Gaschromatogramm des Germacren D-Standards (42).
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Abb. 80: EI-Massenspektrum des Germacren D-Standards (42).
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Abb. 81: EI-Massenspektrum von Germacren D (42), gemessen im wt.

123




Anhang

43
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2-Tridecanon-Standard (43)
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Abb. 82: Gaschromatogramm des 2-Tridecanon-Standards. (43)
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Abb. 83: EI-Massenspektrum des 2-Tridecanon-Standards (43).
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Abb. 84: EI-Massenspektrum von 2-Tridecanon (43), gemessen im Duft des roten Phanotyps.
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Abb. 85: Gaschromatogramm des Undecylpyrrol-Standards (44).
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Abb. 86: EI-Massenspektrum des Undecylpyrrols (44) aus dem Standard.
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Abb. 87: EI-Massenspektrum Undecylpyrrol (44), gemessen im Duft des roten Phanotyps.
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1007 Unbekanntes Sesquiterpen S
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Abb. 88: EI-Massenspektrum zum unbekannten Sesquiterpens S;, gemessen im Duft des Wildtyps von Streptomyces
coelicolor.
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Abb. 89: EI-Massenspektrum zum unbekannten Sesquiterpen S,;, gemessen im Duft des Streptomyces coelicolor-Wildtyps.
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Abb. 90: EI-Massenspektrum zum unbekannten Sesquiterpen Ss, gemessen im Duft des Streptomyces coelicolor-Wildtyps.
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Abb. 91: EI-Massenspektrum des unbekannten Sesquiterpen Sg, gemessen im Duft des Streptomyces coelicolor-Wildtyps.
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Zizaen (38)
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Abb. 92: EI-Massenspektrum des Zizaens'™ (38), gemessen im Duft des wt von Streptomyces coelicolor.
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Abb. 93: EI-Massenspektrum zum unbekannten Sesquiterpenalkohol S;, gemessen im Duft des Streptomyces coelicolor-
Wildtyps.
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Abb. 94: EI-Massenspektrum zum unbekannten Sesquiterpenalkohol Sg, gemessen im Duft des Streptomyces coelicolor-
Wildtyps.
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Abb. 95: EI-Massenspektrum des Sesquiterpenalkohols So, gemessen im Duft des Streptomyces coelicolor-Wildtyps.
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- Germacradienol (45)
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Abb. 96: EI-Massenspektrum des Germacradienols™® (45), gemessen im Duft des Streptomyces coelicolor-Wildtyps.

Reinigung der rekombinanten Isozizaenzyklase
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Abb. 97: SDS-Page, affinitdtschromatographische Aufreinigung der Isozizaenzyklase aus E. coli Rosetta 2/SC05222: (1)
Marker, (2) Kulturiiberstand, (3) Zellpellet, (4) Lysat, (5) Zelltrimmer, (6) Bindungspuffer, (7) Waschpuffer, (8)
Elutionspuffer nach Ultrafiltration, (9) Protein.
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Berechnung der Kovatsindices

log RT (x)—log RT (P:)
log RT(P: +1)—log RT (P:)

KI(x) :100Pz+100'(

[217]

Kl Kovatsindex

P, Anzahl der C-Atome des Alkans vor der Verbindung
RT(P,) Retentionszeit des Alkans vor Verbindung in min

RT Retentionszeit der Verbindung in min

RT(P.1) Retentionszeit des Alkans nach der Verbindung in min

Tab. 26: Kovatsindices der Terpene aus dem Duft des Wildtyps.

Nummer | Name P, RT(P,) | RT(x) | RT(P.4) | KI Ursprung
40 Methylisoborneol 11 | 7,63 9,23 9,38 1196,9 wt
S, unbekanntes Sesquiterpen S1 12 | 9,89 10,02 | 12,1 1206,5 wt
41 trans-8-10-Dimethyl-1-Oktalin 12 9,89 10,28 | 12,1 1219,2 wt
S, unbekanntes Sesquiterpen S2 12 | 9,89 10,48 | 12,1 1228,7 wt
S; unbekanntes Sesquiterpen S3 12 | 9,89 10,88 | 12,1 1247,3 wt
5 Geosmin 13 | 12,1 14,09 | 14,21 |1394,7 | wt
S, unbekanntes Sesquiterpen S4 14 | 14,21 14,82 | 16,23 1431,6 wt
37 Isozizaen 14 14,21 15 16,23 1440,7 wt
38 Zizaen 14 | 14,21 | 15,25 16,23 | 1453,1 wt
Se unbekannter wt
Sesquiterpenalkohol S6 14 | 14,21 15,42 | 16,23 1461,5
a4 Germacren D 14 14,21 15,75 | 16,23 1477,4 wt
S, unbekannter
Sesquiterpenalkohol S7 14 14,21 | 16,11 16,23 | 1494,4 wt
Sg unbekannter wt
Sesquiterpenalkohol S8 14 14,21 | 16,16 16,23 | 1496,7
45 Germacradienol 16 18,16 18,79 19,99 1635,5 | wt

Tab. 27: Kovatsindices der Terpene aus dem Duft des Wildtyps unter Cobaltionenstress.

Nummer | Name P, RT(P,) | RT(x) | RT(P..1) | KI Ursprung
40 Methylisoborneol 11 7,63 9,23 9,38 1196,9 wt+Co?
41 trans-8-10-Dimethyl-1-Oktalin 12 9,89 10,28 | 12,1 1219,2 wt+Co?
5 Geosmin 13 | 12,1 14,08 | 14,21 | 1394,3 | wt+Co”
37 Isozizaen 14 14,21 15 16,23 1440,7 wt+Co?
42 Germacren D 14 14,21 15,75 | 16,23 1477,4 wt+Co?

Tab. 28: Kovatsindices der fliichtigen Substanzen aus dem Duft des roten Phanotyps unter Cobaltionenstress.

Nummer | Name P, RT(P,) | RT(x) | RT(P..1) | KI Ursprung
40 Methylisoborneol 11 7,63 9,32 9,38 1196,9 rot
41 trans-8-10-Dimethyl-1-Oktalin 12 | 9,89 10,28 | 12,1 1219,2 rot
5 Geosmin 13 12,1 14,1 14,21 1395,2 rot
37 Isozizaen 14 14,21 15 16,23 1440,7 rot
42 Germacren D 14 14,21 15,76 | 16,23 1477,9 rot
43 2-Tridecanon 14 14,21 16,17 | 16,23 1497,2 rot
26 16 | 21,75 | 22,08 | 23,45 1620 rot
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Tab. 29: Kovatsindices der Terpene aus dem Duft des blauen Phinotyps unter Cobaltionenstress.

Nummer | Name P, RT(P,) | RT(x) | RT(P,.1) | KI Ursprung
40 Methylisoborneol 11 | 7,63 9,23 9,38 1196,9 blau
41 trans-8-10-Dimethyl-1-Oktalin 12 | 9,89 10,28 | 12,1 1219,2 blau
5 Geosmin 13 12,1 14,09 | 14,21 1394,7 blau
37 Isozizaen 14 | 14,21 14,99 | 16,23 1440,2 blau
42 Germacren D 14 | 14,21 15,73 | 16,23 1476,4 blau
Tab. 30: Kovatsindices von Referenzsubstanzen.

Nummer | Name P, RT(P,) RT(x) RT(P..1) | KI

40 Methylisoborneol 11 7,63 9,23 9,38 1196,9
41 trans-8-10-dimethyl-1-Oktalin 12 9,89 10,27 12,1 1218,7
5 Geosmin 13 12,1 14,11 14,21 1395,6
37 Isozizaen (Rohextrakt) 14 14,21 15,02 16,23 1444,4
37 Isozizaen (SC05222) 14 14,21 15,06 16,23 1446,3
42 Germacren D 14 14,21 15,73 16,23 1476,5
43 2-Tridecanon 14 14,21 16,14 16,23 1495,8
44 Undecylpyrrol 16 21,75 22,04 23,45 1617,6

Tab. 31: Differenzen der Kovatsindices zwischen den kalkulierten Werten fiir die Substanzen aus dem Duft des Wildtyps

und den Kovatsindices der Referenzsubstanzen.

Nummer | Name Kl mess Klges Differenz Kl ess-Klges
40 Methylisoborneol 1196,9 1196,9 0

41 trans-8-10-Dimethyl-1- 1219,2 1218,7 0,5

Oktalin

5 Geosmin 1394,7 1395,6 -0,9

37 Isozizaen (Rohextrakt) 1440,7 1444,4 -3,7

37 Isozizaen (SC05222) 1440,7 1446,3 -5,6

42 Germacren D 1477,4 1476,5 0,9

Tab. 32: Differenzen der Kovatsindices zwischen den berechneten und den experimentell bestimmten Werten fiir die
Substanzen aus dem Duft des Wildtyps unter Cobaltionenstress und die Referenzsubstanzen.

Nummer | Name Klmess Klget Differenz Kl ness-Klges
40 Methylisoborneol 1196,9 1196,9 0

41 trans-8-10-Dimethyl-1- 1219,2 1218,7 0,5

Oktalin

1 5 1394,3 1395,6 -1,3

37 Isozizaen (Rohextrakt) 1440,7 1444,4 -3,7

37 Isozizaen (SC05222) 1440,7 1446,3 -5,6

42 Germacren D 1477,4 1476,5 0,9
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Tab. 33: Differenzen der Kovatsindices zwischen den berechneten und den experimentell bestimmten Werten fiir die
Substanzen aus dem Duft des roten Phanotyps und die Referenzsubstanzen.

Nummer | Name Kl mess Klget Differenz Kl ness-Klges
40 Methylisoborneol 1196,9 1196,9 0

41 trans-8-10-Dimethyl-1-Oktalin | 1219,2 1218,7 0,5

5 Geosmin 1395,2 1395,6 -0,4

37 Isozizaen (Rohextrakt) 1440,7 1444,4 -3,7

37 Isozizaen (5C05222) 1440,7 1446,3 -5,6

42 Germacren D 1477,9 1476,5 1,4

43 2-Tridecanon 1497,2 1495,8 1,4

44 Undecylpyrrol 1620 1617,6 2,4

Tab. 34: Differenzen der Kovatsindices zwischen den berechneten und den experimentell bestimmten Werten fiir die
Substanzen aus dem Duft des blauen Phanotyps und die Referenzsubstanzen.

Nummer | Name Kl mess Klget Differenz Kl oss-Klges
40 Methylisoborneol 1196,9 1196,9 0

41 trans-8-10-Dimethyl-1-Oktalin | 1219,2 1218,7 0,5

5 Geosmin 1394,7 1395,6 -0,9

37 Isozizaen (Rohextrakt) 1440,2 1444,4 -4,2

37 Isozizaen (5C05222) 1440,2 1446,3 -6,1

42 Germacren D 1476,4 1476,5 -0,1

Die ermittelten Differenzen kann aus der Zeitverzégerung bei der Injektion der einzelnen SPME-
Fasern resultieren.
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HPLC-MS-Analyse des Metabolitenprofils von Streptomyces coelicolor nach
Cobaltionenstress
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Abb. 98: Hochaufgel6stes Massenspektrum des Germicidins (m/z 183 46-48) und die daraus berechnete Summenformel.
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Abb. 99: UV/VIS-Spektrum des Germicidins (m/z 183 49/50).
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197,11739
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Abb. 100: Hochaufgeldstes Massenspektrum des Germicidins (m/z 183 49/50) und die daraus berechnete Summen-
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Abb. 101: UV/VIS-Spektrum des Germicidins (m/z 197 48/49).
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Butylcycloheptylprodigiosin (51)
392,26962
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Abb. 102: Hochaufgeldstes Massenspektrum des Butylcycloheptylprodigiosin (51) und die daraus berechnete
Summenformel.
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Abb. 103: UV/VIS-Spektrum von Butylcycloheptylprodigiosin (51).
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394,2854
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Abb. 104: Hochaufgel6stes Massenspektrum des Undecylprodigiosins (10) und die daraus berechnete Summenformel.
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Abb. 105: UV/VIS-Spektrum von Undecylprodigiosin (10).
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Actinorhodinsaure (52)
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Abb. 106: Hochaufgelostes Massenspektrum der Actinorhodinsdure (52) und die daraus berechnete Summenformel.
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Abb. 107: UV/VIS-Spektrum der Actinorhodinséure (52).
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g-Actinorhodin (57)
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Abb. 108: : Hochaufgel6stes Massenspektrum von e-Actinorhodin (57) und die daraus berechnete Summenformel.
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Abb. 109: UV/VIS-Spektrum von e-Actinorhodin (57).
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Transkriptomanalyse von Streptomyces coelicolor nach Cobaltionenstress

Farbkodierung fiir signifikante Abweichung der Expressionsverhiltnisse

Tab. 35: Proteinklassifizierung der signifikant um Faktor 1,5 regulierten ORFs aus dem Teilversuch wt/wt+C02+.

Proteinklasse

ORF

exportierte/Lipoproteine von Gram-positiven
Bakterien

Glykoproteine

AsnC

nicht in E. coli konserviert

Tab. 36: Proteinklassifizierung der signifikant um Faktor 1,5 regulierten ORFs aus dem Teilversuch wt/rot.

Proteinklasse

ORF

Transport/Bindung

Replikation/Modifizierung/Reparatur DNA

Sensorkinasen

Glykolyse

Membranproteine von Gram-positiven
Bakterien

exportierte/Lipoproteine von Gram-positiven
Bakterien

AsnC

Biotin-Carboxyl-Trager-Protein

Fettsaure-Metabolismus

Abbau von Polysacchariden

Glyoxylate-Bypass

nicht in E. coli konserviert

unbekannte Funktion

andere

nicht klassifiziert
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Tab. 37: Proteinklassifizierung der signifikant um Faktor 1,5 regulierten ORFs aus dem Teilversuch wt/blau.

Proteinklasse ORF

Transport/Bindung

Replikation/Modifizierung/Reparatur-DNA

Sensorkinase

Membranproteine von Gram-positiven
Bakterien

exportierte/Lipoproteine von Gram-positiven
Bakterien

Biotin-Carboxyl-Trager-Protein

Abbau von Polysacchariden

LuxR (GerR)

Phagen

Cobalamin

Proteintranslation

Elektronentransport

AraC

Glutaredoxin

Ribonukleotid-Biosynthese

Heme, Porphyrin

Thiamin

Detoxifizierung

Nukleotid-Interkonversion

Proteinabbau

TerR

Chaperone

Aminoacyl-tRNA

Sekundarmetabolismus

MerR

nicht in E. coli konserviert

nicht klassifiziert

unbekannte Funktion

keine bekannten Homologien

andere
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Tab. 38: Einordnung der signifikant um Faktor 1,5 regulierten ORFs aus dem Teilversuch wt/wt+Coz+ in Stoffwechselwege.

ORF Funktion/Produkt Stoffwechselweg

Tab. 39: Einordnung der signifikant um Faktor 1,5 regulierten ORFs aus dem Teilversuch wt/rot in Stoffwechselwege.

ORF Funktion Stoffwechselweg

Tab. 40: Einordnung der signifikant um Faktor 1,5 regulierten ORFs aus dem Teilversuch wt/blau in Stoffwechselwege.

ORF Funktion/Produkt Stoffwechselweg
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9 AbKkiirzungen

°C

> T

Abb.
Amp
APS
AS
ATP
AU
blau
Bp
Ba
BSA

CDA
cDNA
Cosy
Cy

DAD
dCTP
dNTPs
DNA
DSMZ
DTT

EDTA
El
ESI-MS
FDR
FPP

GC
GC-MS

HEPES
HPLC

IR-MS
Kan
LC
LC-MS
Log

Grad Celsius
Wellenlange
Mikro
Adenin
Absorption
Abbildung
Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Aminosdure
Adenosintriphoshat
arbitrary unit
S. coelicolor blau pigmentierter Phanotyp
Basenpaar
Becquerel
Bovines Serumalbumin
Cytosin
calcium dependent antibiotic (8)
complementary DNA
correlated spectroscopy
Cyanin
Tag
diode array detector
Desoxycytosintriphosphat
Desoxyribonukleosidtriphosphate
deoxyribonucleic acid
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Dithiothreitol
Escherichia
Ethyldiamintetraessigsaure
electron impact
Elektrosprayionisierung-Massenspektrometrie
false discovery rate
Farnesylpyrophosphat
Guanin
Erdbeschleunigung
Gramm
Gaschromatographie
Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
Nullhypothese
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
high performence liquid chromatography
Intensitat
isotope ratio mass spectrometry
Kanamycin
FlUssigkeitschromatographie
FlUssigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
Logarithmus
Mol
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3

min
MS
MSTFA

NAD
NADP
Ni-NTA
NMR
Nr.
NRPS
ORF

PAGE
PAM
PCR
PKS
RNA
ROS
rot
pm
ppm
rpm

SCO
SCP
SDS
sp.
SPME

Tab.
TEMED
TIC
TIGR
TRIS
TMS
uv

UK
USA
Vis
VPDB
WHO
wt
wt+Co
X-GAL

2+

Mega

Meter

Milli

Minute

Massenspektrum
N-Methyl-N-trifluoroacetamide

Nano
Nicotinsdaureamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nickel-Nitrilotriessigsaure

nuclear magnetic resonance

Nummer

nicht ribosomale Peptidsynthese

open reading frame

Pseudomonas

polyacrylamide gel electrophoresis
Polyacrylamidl6sung

polymerase chain reaction
Polyketidsynthese

ribonucleic acid

reactive oxygen species

S. coelicolor rot pigmentierter Phanotyp
Picometer

parts per million

Revolutions per minute

Streptomyces

Seite

Streptomyces coelicolor Chromosom
Streptomyces coelicolor Plasmid
Natriumdodecylsulfate

Spezies

solid phase micro extraction

Thymin

Zeit

Tabelle

Tetramethylethylendiamin

total ion current plot

Institute for Genomic Reseach/). Craig Venter Institute
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trimethylsilyl-Rest

Ultraviolett

United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
United States of America

visible

Vienna Pee Dee Belemnite

World health organisation

S. coelicolor Wildtyp

S. coelicolor Wildtyp mit 200 pg/ml CoSO, im Medium
Bromochloroindolylgalactopyranosid
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