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1 Einleitung

1.1 Streptomyceten und ihre Sekundarstoffe

Streptomyceten sind ubiquitar vorkommende Gram-positive Bakterien und bilden mit
den Aktinomyceten zwei artenreiche Gattungen innerhalb der Klasse der
Aktinobakteria. Die meisten Formen leben obligat aerob und stellen einen wichtigen
Teil der Bodenmikroflora dar. Der charakteristische, hyphen-ahnliche Wuchs fihrt bei
optimalem Nahrstoffangebot zur Bildung von filamentésem, den Pilzen ahnlichem,
Substratmycel. Verschlechtert sich das Nahrstoffangebot der naturlichen Umgebung
kommt es zur Bildung von Luftmycel, von dem Sporen als Dauerformen abgegliedert
werden kdnnen.

Neben dem hohen GC-Gehalt und der ungewohnlichen Genomgrofle von 8-10 Mb
(Bentley et al., 2002; Bibb et al., 1984; |keda et al., 2003) ist das grof3e Spektrum der
von Streptomyceten produzierten Sekundarmetabolite ein weiteres
charakteristisches Merkmal. Die Gene, die fir die Synthese bestimmter
Sekundarstoffwechselprodukte verantwortlich sind, liegen hierbei in Genclustern vor,
d.h. auf zusammenhangenden Abschnitten des Genoms. Diese Cluster kdnnen alle
Biosynthesegene, Regulatorgene sowie Resistenzgene z.B. fur die Bildung eines
Antibiotikums enthalten. Das zahlreiche Auftreten solcher Biosynthesegencluster
innerhalb der Streptomyceten und die damit einhergehende Produktion
unterschiedlichster Sekundarstoffwechselprodukte macht diese Gattung unter
pharmazeutischen Gesichtspunkten hdchst interessant. So sind bis heute mehr als
3000 biologisch aktive Substanzen aus Streptomyceten isoliert worden, darunter
wichtige Antibiotika wie die Tetracycline, Vancomycin und Erythromycin (Watve et
al., 2001). Die Gruppe der von Streptomyceten gebildeten Substanzen umfasst
weiterhin Zytostatika, Antimykotika, Virustatika und Herbizide (von Dohren & Gréfe,
1997). Die standige Entwicklung neuer molekularer Techniken zur genetischen
Manipulation, wie auch das stetig steigende Wissen Uber Sequenzinformationen,
haben zu einem detailierten Verstandnis der genetischen und biochemischen
Grundlagen der Sekundarmetabolitbiosynthese geflhrt. Fundierte Kenntnisse liegen
insbesondere fur Vertreter der Makrolid-Antibiotika, Peptid-Antibiotika, Tetracycline,
Anthracycline, Aminoglycoside und Aminocoumarine vor (von Dohren & Gréfe,
1997).
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1.2 Aminocoumarine

Die Gruppe der Aminocoumarin-Antibiotika schliel3t die strukturell eng verwandten
Substanzen Novobiocin, Clorobiocin, Coumermycin A1, sowie die strukturell diversen
Aminocoumarine Simocyclinon D8 und Rubradirin ein (Abbildung 1). Naturliche
Produzenten von Coumermycin A sind die Stamme Streptomyces rishiriensis, S.
hazeliensis var. hazeliensis, S. spinichromogenes und S. spinicoumarensis (Berger &
Batcho, 1978; Kawaguchi et al., 1965). Clorobiocinproduzenten sind S.
albocinerescens, S. hygroscopicus und S. roseochromogenes var. oscitans (Mancy
et al., 1974; Ninet et al., 1972). Novobiocin wird von S. caeruleus produziert. Dieses
Synonym wird fur die Stdmme S. spheroides und S. niveus (Berger & Batcho, 1978;
Smith et al.,, 1956) verwendet, da die Vermutung vorliegt, dass es ich um
unabhangige Isolate des gleichen Stamms handelt (Lanoot et al., 2002).

Allen Substanzen ist der namengebende Aminocoumarinring gemeinsam. In
Clorobiocin, Novobiocin und Coumermycin As (Abbildung 1) ist die 3-Amino-4,7-
dihydroxycoumarineinheit an Position 7 O-glykosidisch mit einem Desoxyzucker
verbunden. Die Position 3 des Aminocoumarinrings ist uber eine Amidbindung mit
einer Acylkomponente verknupft. Bei Simocyclinon D8 und Rubradirin fehlt die
Glykosylierung der 7-OH-Gruppe, und ihre Acylkomponenten sind von groferer und
komplizierterer Struktur (Abbildung 1). Clorobiocin und Novobiocin sind durch einen
terminalen 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesaurerest gekennzeichnet, wohingegen
im Coumermycin As-Molekul zwei substituierte Aminocoumarineinheiten Uber eine
Amidbindung mit einer 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsaure verbunden sind. Im
Novobiocin-Molekul ist der Desoxyzucker an Position 3 mit einer Carbamoylgruppe
verknlpft, wahrend in Clorobiocin und Coumermycin A4 diese Position mit einer 5-
Methylpyrrol-2-carbonsaure verestert ist. Die unterschiedliche Substitution der
Position 8 des 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarinrings mit einem Chloratom im
Clorobiocin- und Simocyclinon D8-Moleklil, oder einer Methylgruppe bei Novobiocin

und Coumermycin A4, charakterisiert die Substanzen weiterhin.
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Abbildung 1: Strukturen der Aminocoumarin-Antibiotika

1.3 Wirkung und Wirkspektrum der Aminocoumarine

Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; sind potente Inhibitoren der
bakteriellen DNA-Gyrase. Diese gehort zur Klasse der Typ Il Topoisomerasen und
katalysiert die ATP-abhangige EinfUhrung negativer Supercoils in doppelstrangige
DNA. Sie ist damit essentiell an wichtigen bakteriellen DNA-Prozessen wie
Transkription, Rekombination und Replikation beteiligt. Ihr ausschlielliches Auftreten
in Prokaryoten macht sie auflerdem zu einem geeigneten Angriffspunkt far
Substanzen mit antibiotischer Wirkung (Maxwell, 1997). Die E. coli DNA-Gyrase setzt
sich aus den zwei Proteinen GyrA und GyrB zusammen, die einen aktiven
Enzymkomplex durch ein A;B,-Heterodimer bilden. Strukturaufklarungen zeigten,
dass die GyrA-Untereinheit von einem 97 kDa Protein gebildet wird, wobei dessen N-
terminale Domane am DNA-Strangbruch und der Religation beteiligt ist. Die C-

terminale Domane ist in die DNA-Protein Interaktion involviert. Die GyrB-Untereinheit

3
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besteht aus einem 90 kDa Protein, wobei dessen N-terminale Domane (43 kDa) die
ATPase-Funktion tragt, und die C-terminale Domane an der Interaktion zwischen
DNA und GyrA-Protein beteiligt ist (Maxwell, 1997).

Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A; sind kompetitive Inhibitoren der
ATPase-Reaktion, die durch das GyrB-Protein der DNA-Gyrase katalysiert wird.
Roéntgenstrukturanalysen einer 24 kDa N-terminalen Subdomane der E. coli Gyrase
Untereinheit B haben gezeigt, dass eine Komplexbildung zwischen dem GyrB Protein
und den Antibiotika Novobiocin (Lewis et al., 1996) und Clorobiocin (Tsai et al., 1997)
uber Wasserstoffbrickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen zustande
kommt. Dabei besetzten die Liganden nicht die Bindungsstelle des eigentlichen
Substrats ATP, sondern Uberlappen mit ihrem Desoxyzucker die Bindungstasche fur
den Adeninring von ATP. Im Vergleich dazu inhibieren Fluorochinolone die
gyrasekatalysierte Supercoilingreaktion, indem sie den DNA-Strangbruch und die
Religations-Reaktion durch Bindung an das GyrA-Protein hemmen (Jacoby, 2005).
Hardy und Cozzarelli (Hardy & Cozzarelli, 2003) haben die Topoisomerase |V (Topo
IV), ebenfalls eine wichtige bakterielle Typ Il Topoisomerase, als ein weiteres Target
von Novobiocin vorgeschlagen. Die Topoisomerase IV von E. coli weist eine ahnliche
Struktur wie die bakterielle DNA-Gyrase auf: zwei ParC und zwei ParE
Untereinheiten bilden einen ParC,ParEx-Enzymkomplex. ParC ist fir den DNA-
Strangbruch und dessen Religation verantwortlich, wahrend ParE die ATP-
Bindungstasche beinhaltet. Die Autoren haben nach Mutationsexperimenten in der
ParE-Untereinheit gefolgert, dass Novobiocin die Topoisomerase |V in ahnlicher
Weise wie die DNA-Gyrase hemmt.

In vitro Untersuchungen und Rontgenstrukturanalysen haben gezeigt, dass der
Aminocoumarinring und der substituierte Desoxyzucker der Aminocoumarin-
Antibiotika essentiell an der Targetbindung beteiligt sind (Lafitte et al., 2002; Lewis et
al., 1996; Maxwell, 1993; Tsai et al, 1997). Die prenylierte 4-
Hydroxybenzoesaureeinheit von Clorobiocin und Novobiocin hat ebenfalls
entscheidenden Einfluss auf die Bindungsaffinitat der Substanzen (Galm et al.,
2004b; Lafitte et al., 2002). Interessanterweise zeigt das Aglykon von Clorobiocin,
d.h. Clorobiocinsaure, aber nicht Novobiocinsaure, inhibierende Wirkung auf die in
vivo DNA-Synthese und die in vitro Gyraseaktivitat (Althaus et al., 1988; Reusser &
Dolak, 1986). Dabei liel3 sich eine wichtige Beteiligung des Chloratoms fur die

biologische Aktivitat von Clorobiocin vermuten, was spater durch die Herstellung und
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Testung verschiedener Clorobiocinanaloga bestatigt werden konnte (Eustaquio et al.,
2003a; Eustaquio et al., 2004). Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass
Novobiocin und Clorobiocin die Gyrase B Untereinheit als Monomer binden, wahrend
Coumermycin A4 die GyrB-Einheit als Dimer stabilisiert (Ali et al., 1993; Maxwell &
Lawson, 2003).

Die Aminocoumarin-Antibiotika weisen eine groRe Wirksamkeit gegentber Gram-
positiven  Bakterien, einschliellich  Methicillin- und Vancomycinresistenter
Staphylococcus-Stamme, auf. Novobiocin wurde als einzige der drei Substanzen in
den USA zur Behandlung von Infektionen mit multiresistenten Gram-positiven
Bakterien wie Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis unter dem
Handelsnamen Albamycin® zugelassen. Die haufig auftretenden Nebenwirkungen
und eine rasche Resistenzentwicklung verhinderten jedoch eine breite Anwendung
dieses Antibiotikums. Jungere Studien zeigen neben dem rein antibiotischen Effekt
der Aminocoumarine auch eine synergistische Wirkung mit Antitumormedikamenten
(Lorico et al., 1992; Rappa et al., 1992; Rappa et al., 2000). Interaktionen mit dem
eukaryotischen Hitzeschockprotein Hsp90 wurde ebenfalls beschrieben (Burlison et
al., 2006; Burlison & Blagg, 2006; Huang & Blagg, 2007).

1.4 Organisation der Aminocoumarin-Gencluster

Die Klonierung und Sequenzierung der drei Aminocoumarin-Gencluster bildete die
Basis fur Untersuchungen zur Novobiocin-, Clorobiocin- und Coumermycin A;-
Biosynthese. Vorangegangene Futterungsexperimente mit Isotopen-markierten
Substanzen, sowie die Verwendung von Mutantenstammen lieferten bis dahin
wichtige Erkenntnisse zum Verstandnis dieser Stoffwechselwege (Birch et al., 1962;
Bunton et al., 1963; Holzenkampfer & Zeeck, 2002; Orihara et al., 1998; Scannell &
Kong, 1969). Sequenzvergleiche der drei Gencluster zeigen, dass sich die
strukturelle Ahnlichkeit der Substanzen auch in der Organisation ihrer Gencluster
wiederspiegelt (Abbildung 2). Die drei Gencluster von Clorobiocin (35,4 kb),
Novobiocin (23,2 kb) und Coumermycin As (38,6 kb) zeigen dabei deutliche
Gemeinsamkeiten in der Organisation der Gene, die beispielsweise an der Bildung
des 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarinrings (H, [, J, K), oder an der
Desoxyzuckerbiosynthese (S, T, U, V, W) beteiligt sind. Je nach strukturellen

Gemeinsamkeiten finden sich in den Clustern die orthologen Gene an den
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entsprechend selben Positionen. Das Gen fur die C-8 Methylierung (couO/novO) des
Aminocoumarinrings  tritt sowohl im Coumermycin A4- als auch im
Novobiocingencluster an der gleichen Position auf. Im Clorobiocingencluster findet
sich an dieser Stelle das Gen clo-hal, das fur die Halogenierung der 3-Amino-4,7-
dihydroxycoumarineinheit an Position C-8 verantwortlich ist (Eustaquio et al., 2003a).
Sequenzvergleiche sowie genetische und biochemische Untersuchungen haben die
Funktionszuordnung fur beinahe jedes Gen innerhalb der Aminocoumarin-Gencluster

ermoglicht.
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Abbildung 2: Biosynthesegencluster von Coumermycin A; (cou), Clorobiocin (clo) und

Novobiocin (nov).
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1.4.1 Resistenzgene

Die Produktion hochwirksamer Antibiotika ist nur dann mdglich, wenn sich die
Produzenten vor dem inhibitorischen Effekt dieser Substanzen schitzen kénnen. Es
wurde gezeigt, dass der Resistenzmechanismus des Novobiocinproduzenten S.
spheroides auf der de novo Synthese einer aminocoumarinresistenten Gyrase B-
Untereinheit beruht (Thiara & Cundliffe, 1988). Das GyrBR-Protein ersetzt dabei die
konstitutiv gebildete coumarinsensitive Untereinheit GyrB® im aktiven Heterodimer
der bakteriellen DNA-Gyrase. Das entsprechende gyrBX-Gen konnte in allen drei
Aminocoumarin-Genclustern identifiziert werden. Daneben enthalten die Gencluster
von Coumermycin A; und Clorobiocin ein weiteres Gen (parY™) das ebenfalls hohe
Sequenzhomologie zur B-Untereinheit von Typ Il Topoisomerasen zeigt. Die
heterologe Expression von gyrBY und parYRin S. lividans TK24 resultierte in einer
etwa vergleichbar stark ausgepragten Resistenz gegeniber Novobiocin und
Coumermycin A1 (Schmutz et al., 2003a). Ebenso konnte gezeigt werden, dass
GyrBR alleine eine Resistenz gegen Novobiocin und Coumermycin A; vermittelt. Die
heterologe Expression und Aufreinigung von GyrBR und ParY® des Coumermycin A+-
Genclusters und der korrespondierenden Topoisomerase Untereinheiten GyrA und
ParX aus S. coelicolor hat gezeigt, dass der in vitro Komplex GyrA/GyrBR die ATP-
abhangige Uberspiralisierung der DNA katalysiert. Fiir den ParX/ParYR-Komplex
konnte eine ATP-abhangige Funktion bei der Relaxation und Entkettung der DNA
nachgewiesen werden. Diese Funktion wird Ublicherweise der Topoisomerase |V
zugeschrieben (Schmutz et al., 2004). Damit wurde die Hypothese gestarkt, dass
Topo IV ein weiteres biologisches Target der Amincoumarine darstellen kdnnte.

Im Coumermycin As-Gencluster findet sich zusatzlich das Gen couRS5, das fur ein
putatives Transportprotein codiert. Die heterologe Expression von couR5 in S.
lividans TK24 fuhrte zu einem moderaten Resistenzlevel gegenuber Novobiocin und
Coumermycin A4, was auf eine Funktion im Antibiotikatransport schlieRen |asst
(Schmutz et al., 2003a).

1.4.2 Regulatorgene

Die Aminocoumarin-Gencluster von Novobiocin, Clorobiocin und Coumermycin A
enthalten jeweils zwei Gene, die Sequenzhomologie zu Regulatorgenen aufweisen.

Die Gene novE, cloE und couE zeigen Sequenzahnlichkeiten zu dem putativen
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Regulator ImbU aus dem Lincomycingencluster (Peschke et al., 1995). Die
Inaktivierung von novE im natlrlichen Novobiocinproduzenten S. spheroides NCIMB
11891 fuhrte zu einer deutlich geringeren Novobiocinproduktion im Vergleich zum
Wildtyp (Eustaquio et al., 2003b). Daneben spricht das Vorhandensein eines TTA-
Codons in der novE Sequenz fur regulatorische Eigenschaften dieses Gens (Li et al.,
2007). Weitere Untersuchungen zum Einfluss von novE auf die
Novobiocinbiosynthese werden derzeit von V. Dangel durchgefihrt. Die Gene novG,
cloG und couG zeigen Sequenzahnlichkeit zu strR, einem positiven Regulator im
Streptomycingencluster von S. griseus (Retzlaff & Distler, 1995). Innerhalb von NovG
konnte ein helix turn helix (HTH) Motiv identifiziert werden, welches charakteristisch
fur bakterielle Regulatorproteine ist (Pabo & Sauer, 1992). Die DNA-bindenden und
regulatorischen Eigenschaften von NovG in der Novobiocinbiosynthese konnten
weiterhin experimentell bewiesen werden (Eustaquio et al., 2005b). Die Inaktivierung
von novG im Novobiocingencluster resultierte in einer um 98 % verminderten
Novobiocinproduktion. Uberexpressionsexperimente mit novG flhrten hingegen zu
einer dreifachen Produktionssteigerung (Eustaquio et al., 2005b). Im Coumermycin
A+-Gencluster findet sich zusatzlich das Gen couR6. CouR6 besitzt in seiner N-
terminalen Region ebenfalls ein putatives helix turn helix (HTH) Motiv und weist
Sequenzhomologie zu transkriptionellen Regulatoren vom LysR-Typ auf. Es wird
spekuliert, dass couR6 in die Regulation des Transportproteins CouR5 (Schmutz et
al., 2003a) involviert ist.

1.4.3 Gene der Aminocoumarinringbiosynthese

Die Biosynthese des charakteristischen 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarinrings konnte
innerhalb des Novobiocingenclusters den Genprodukten von novH, I, J und K
zugeschrieben werden. Den entsprechend orthologen Genen cloH, I, J, K bzw. couH,
I, J, K werden aufgrund groRer Sequenzahnlichkeiten die selben Funktionen
zugeschrieben. Chen und Walsh (2001) zeigten die Aktivierung von Tyrosin durch
dessen Bindung an NovH und die anschlielende [B-Hydroxylierung durch das
Cytochrom P4s0 Enzym Novl. Das Heterotetramer NovJ,K, katalysiert anschlieend
die B-Ketotyrosin-Bildung ausgehend von B-Hydroxytyrosin (Chen & Walsh, 2001;
Pacholec et al., 2005a).
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Wahrend Coumermycin A; und Novobiocin an Position C-8 des Aminocoumarinrings
eine Methylgruppe tragen, ist Clorobiocin an dieser Stelle mit einem Chloratom
substituiert. Das fur die C-8-Methylierung verantwortliche Gen (couO bzw. novO) als
auch das fur die Chlorierung verantwortliche Gen (clo-hal) konnte in den
entsprechenden Genclustern identifiziert und der jeweiligen Funktion als
Methyltransferase bzw. Halogenase zugeordnet werden (Eustaquio et al., 2003a;
Eustaquio et al., 2004; Westrich et al., 2003). Experimente zur kombinatorischen
Biosynthese mit diesen Genen fuhrten erfolgreich zur Synthese neuer

Aminocoumarin-Derivate (Eustaquio et al., 2003a; Eustaquio et al., 2004).

1.4.4 Gene der Desoxyzuckerbiosynthese

Ein weiteres charakteristisches Strukturelement der Aminocoumarine Novobiocin,
Clorobiocin und Coumermycin A, ist der O-glykosidisch gebundene Desoxyzucker 4-
OH-methyl-L-Noviose. Jedes der  drei Gencluster beinhaltet  eine
zusammenhangende Gruppe von funf Genen [(nov/clo/cou)S, T, U, V, W] die am
rechten (3’) Ende der Cluster lokalisiert sind. Aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeiten zu
bekannten Genen die in Desoxyzuckerbiosynthesen involviert sind, wurden den
Genen (nov/clo/cou)S, T, U, V, W die ersten funf Schritten der Biosynthese der
Desoxyzuckereinheit zugeordnet (He & Liu, 2002; Pojer et al., 2002; Steffensky et
al., 2000b). NovS zeigt dabei Sequenzahnlichkeit zu dTDP-4-Keto-
hexosereduktasen, NovT zu dTDP-Glucose-4,6-dehydratasen, NovU zu S-
Adenosylmethionin-(SAM)-abhangigen  Methyltransferasen, NovV zu dTDP-
Glucosesynthase und NovW zeigt Sequenzahnlichkeit zu dTDP-4-Keto-6-desoxy-
glucoseepimerasen. Eine essentielle Beteiligung von novT an der Zuckerbiosynthese
konnte durch Inaktivierungsexperimente im natirlichen Novobiocinproduzenten S.

spheroides gezeigt werden (Steffensky et al., 2000b).

1.4.5 Gene fiir die Biosynthese der Acylkomponenten

Novobiocin und Clorobiocin enthalten an Position 3 des Aminocoumarinrings einen
prenylierten 4-Hydroxybenzoesaurerest. Im Gegensatz zum Coumermycin A;-
Gencluster finden sich im Novobiocin- und Clorobiocingencluster drei Gene mit stark

auffallender Sequenzahnlichkeit: novF/cloF, novQ/cloQ und novR/cloR. NovF und
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CloF zeigen Sequenzahnlichkeit zu bekannten Prephenat-Dehydrogenasen, die die
Bildung von 4-Hydroxyphenylpyruvat aus Prephenat katalysieren. Fur CloQ wurde
eine Funktion als Prenyltransferase nachgewiesen, die die Prenylierung von 4-
Hydroxyphenylpyruvat zu 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenylpyruvat katalysiert (Pojer
et al, 2003b). CloR konnte die Funktion einer bifunktionellen non-Hém
Eisenoxygenase zugewiesen werden, die 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenylpyruvat in
zwei aufeinander folgenden Decarboxylierungsschritten zu 3-Dimethylallyl-4-
hydroxybenzoesaure umwandelt (Keller et al., 2006; Pojer et al., 2003a). Es wurde
somit gezeigt, dass die Gene cloQ und cloR essentiell fur die Bildung der 4-
Hydroxybenzoesaureeinheit sind. Den orthologen Genen des Novobiocingenclusters
novQ und novR werden dieselben Funktionen zugeschrieben. Im Coumermycin A4-
Gencluster findet sich kein orthologes Gen zu cloF oder novF. Eine Sequenzanalyse
des intergenetischen Bereichs upstream von couG fuhrte zu zwei mdglichen
Proteinen von 121 As und 81 As. Diese weil’en Sequenzhomologien von 77 % und
76 % zu CloF auf. Die dazugehorigen putativen Gene finden sich jedoch in zwei
unterschiedlichen Leserahmen und die geringe GroRe der Proteine von 121 As und
81 As lasst die Bildung einer funktionsfahigen Prephenat-Dehydrogenase (cloF/novF
mit je 362 As) als unwahrscheinlich erscheinen. Entsprechend enthalt Coumermycin
A1 auch keinen prenylierten 4-Hydroxybenzoesaurerest. Stattdesse findet sich im
Coumermycin Ai-Gencluster eine Gruppe von Genen (couR1 - couR4) denen eine
Beteiligung bei der Bildung der zentralen 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsaureeinheit

von Coumermycin A4 zugeschrieben wird (Wang et al., 2000).

1.4.6 Gene fiir die Verkniipfung der einzelnen Strukturelemente

Die Verknupfung des Aminocoumarinrings mit der Acylkomponente ist ein zentraler
Schritt in der Biosynthese der Aminocoumarin-Antibiotika. Im Fall von Clorobiocin
und Novobiocin fuhrt die Verknipfung des Aminocoumarinrings mit der
Acylkomponente zur Bildung der entsprechenden Aminocoumarinsauren, d.h.
Clorobiocinsaure oder Novobiocinsaure. Bei Coumermycin A{-Molekll werden zwei
Aminocoumarinringe Uber zwei Amidbindungen mit der zentralen 3-Methylpyrrol-2,4-
dicarbonsaure verbunden. Uberexpressions- sowie Inaktivierungsexperimente von
NovL, CloL und CouL haben gezeigt, dass diese Enzyme als Amidsynthetasen

fungieren und die beschriebenen Verknlipfungsreaktionen katalysieren (Galm et al.,
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2004a; Schmutz et al., 2003b; Steffensky et al., 2000a). Die Ubertragung des
Desoxyzuckers auf die 7-OH-Gruppe des Aminocoumarinrings wird bei allen drei
Antibiotika durch eine Glycosyltransferase katalysiert. Entsprechend konnten in den
drei Genclustern die putativen Glycosyltransferasegene cloM, novM und couM
identifiziert werden. Fur NovM wurde gezeigt, dass es die Glykosylierung von
Novobiocinsaure katalysiert. Das Aglykon Novobiocinsaure und TDP-L-Noviose
waren hierbei die bevorzugten Substrate (Albermann et al., 2003; Freel Meyers et al.,
2003).

1.4.7 Gene fiir die Substitution des Desoxyzuckers

Die drei Gene novP, cloP und couP zeigen grolde Sequenzhomologie zu bekannten
O-Methyltransferasen. Inaktivierung von couP im natlrlichen Coumermycin A;-
Produzenten S. rishiriensis DSM40489 fuhrte zur Synthese eines Coumermycin As-
Derivats, das durch den Verlust der Methylgruppe an Position 4 des Desoxyzuckers
gekennzeichnet war (Li ef al., 2002). Die Inaktivierung von cloP und heterologe
Expression des AcloP Clorobiocingenclusters in S. coelicolor M512 flhrte zur
Produktion von 4”-Desmethylclorobiocin (Novclobiocin 112) (Freitag et al., 2005a).
Die Funktionszuordnung von NovP als O-Methyltransferase wurde weiterhin durch
Uberexpressionsexperimente bestétigt (Freel Meyers et al., 2004).

Die Position 3 des Desoxyzuckers ist im Coumermycin As- und Clorobiocin-Molekdil
mit einer 5-Methylpyrrol-2-carboxysaure verestert. Novobiocin tragt an dieser
Position eine Carbamoylgruppe. In den Genclustern von Clorobiocin und
Coumermycin A, findet sich eine Gruppe von sieben Genen cloN7-cloN7 bzw.
couN1-couN7. Inaktivierungsexperimente der Gene couN3 und couN4 haben eine
Beteiligung an der Biosynthese der terminalen Pyrrol-2-carbonsaureeinheit im
Coumermycin A1-Molekul bewiesen. Damit wurde gleichfalls belegt, dass die Bildung
der zentralen 3-Methylpyrrol-2,4-dicarbonsaureeinheit von Coumermycin A4 durch
einen anderen Biosyntheseweg zustande kommen muss (Xu et al., 2002). Die
Biosynthese der Pyrrol-2-carboxyleinheit konnte weitgehend auch durch die
Uberexpression von CloN3, CloN4 und CloN5, und deren in vitro Charakterisierung
aufgezeigt werden (Garneau et al., 2005). CIoN2/CouN2 sind Acyltransferasen, die
an der Ubertragung des Pyrrolrings auf die 3”-OH Gruppe des Desoxyzuckers von

Clorobiocin  und Coumermycin A beteiligt sind (Xu et al, 2003). Durch
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Inaktivierungs- und Fultterungsexperimente konnte gezeigt werden, dass CloN1,
CloN2 und CIloN7 ebenfalls in den Acyltransfer mit eingebunden sind (Anderle et al.,
2007; Freitag et al., 2005b). Inaktivierung des Gens cloN6 in S. roseochromogenes
und Untersuchungen der gebildeten Clorobiocin-Derivate zeigten, dass CIoNG6 fur die
C-5 Methylierung der Pyrroleinheit verantwortlich ist (Westrich et al., 2003). Fur
couN6 wird die selbe Funktion angenommen. Im Novobiocingencluster findet sich
anstelle der Gene N1-N7 das Carbamoyltransferasegen novN. Der Nachweis von
NovN als Carbamoyltransferase, wurde durch heterologe Expression von novN in
einer couN3 Defektmutante von S. rishiriensis und der dabei beobachteten Bildung

eines carbamoylierten Coumermycin A4-Derivats erbracht (Xu et al., 2002).

1.4.8 Gene ohne eindeutige Funktionszuordnung

Die beiden Gencluster von Clorobiocin und Coumermycin A4 enthalten die zwei Gene
cloY bzw. couY, die groBe Ahnlichkeit zu dem mbtH-Gen aus dem
Mycobactingencluster ~ von  Mycobacterium  tuberculosis  aufweisen. Im
Novobiocingencluster fehlt ein solches mbtH-ahnliches Gen. Teil dieser Arbeit war es
u.a. dem Gen cloY eine Funktion zuzuordnen, respektive seine Notwendigkeit fir die
Clorobiocinbiosynthese zu beweisen.

Im Clorobiocingencluster findet sich upstream des Resistenzgens gyrB~ das 761 bp
grolde Gen cloZ, wahrend im Novobiocin- und Coumermycin As-Gencluster ein cloZ
homologes Gen fehlt. Eine vermutete Beteiligung an der Halogenierungsreaktion
konnte nach Inaktivierungsexperimenten von cloZ jedoch nicht bestatigt werden
(Eustaquio et al., 2003a).

1.5 Klonierung der Aminocoumarin-Gencluster und heterologe
Expression

Wie zuvor beschrieben sind die drei Gencluster der Aminocoumarin-Antibiotika
Clorobiocin, Novobiocin und Coumermycin A; weitgehend untersucht und
charakterisiert worden (Li & Heide, 2005). Speziell die Erkenntnisse aus heterologen
Expressionsversuchen und Geninaktivierungsexperimenten trugen zur Aufklarung
der Biosynthese dieser Verbindungen bei. So wurden die beiden Gencluster fur

Novobiocin und Clorobiocin erfolgreich auf einem SuperCos1 basierenden Cosmid

12



Einleitung

kloniert (Pojer et al., 2002; Steffensky et al., 2000b) und nach Modifikation dieser
Cosmide in das Wirtsgenom von S. coelicolor M512 und S. lividans TK24 integriert.
Nach heterologer Expression der beiden Biosynthesegencluster konnten dabei
Antibiotikaproduktionen ermittelt werden, die in etwa denen der naturlichen
Produzenten entsprachen (Eustaquio et al., 2005a). Verschiedene Modifikationen der
Gencluster durch sog. ,genetic engineering” fuhrten weiterhin zur Biosynthese neuer
Aminocoumarin-Derivate. Da genetische Manipulationen der naturlichen
Produzenten haufig zeitaufwendig oder schwer durchfuhrbar sind, waren die gut
beschriebenen Methoden zur Kultivierung und zur genetischen Manipulation der
heterologen Expressionsstammen S. coelicolor M512 und S. lividans TK24 von
grolem Nutzen (Eustaquio et al., 2005a). Im Gegensatz zu den genannten
Aminocoumarinen Clorobiocin und Novobiocin, standen Untersuchungen zur
heterolgen Expression des Coumermycin A-Genclusters bisher aus. Der Grund
hierfir war das Fehlen eines Cosmids, welches das vollstandige Coumermycin A;-
Gencluster beinhaltet. Studien zur Coumermycin As-Biosynthese setzten daher
Manipulationen des naturlichen Produzenten S. rishiriensis DSM40489 voraus.
Aufgrund der schweren Transformierbarkeit und der geringen Coumermycin A4-
Produktion (2 - Sug/ml) von S. rishiriensis (Li et al., 2002), schien die heterologe
Expression des Coumermycin Ai-Genclusters von gro3em Interesse. Teil dieser
Arbeit war u.a. die Herstellung eines Cosmids mit dem vollstandigen Coumermycin
A+-Gencluster und dessen anschliel3ende heterologe Expression. Eine Cosmidbank
von S. rishiriensis wurde bereits auf dem replikativen Cosmidvektor pOJ446 angelegt
(Wang et al., 2000). Innerhalb dieser Cosmidbank konnte jedoch kein Klon
identifiziert werden, der ein Cosmid mit dem vollstandigen Gencluster beinhaltete.
Die Sequenzierung des Coumermycin As-Genclusters erfolgte daher ausgehend von
uberlappenden Cosmiden und wurde unter der Accession-Nummer AF235050 in der
Datenbank hinterlegt (Wang et al., 2000).
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1.6 mbtH und mbtH-ahnliche Gene

Das Mycobactingencluster wurde 1998 von Quadri und Kollgen in Mycobacterium
tuberculosis identifiziert (Cole et al., 1998; Quadri et al., 1998) und codiert fir die
Enzyme der Biosynthese des nichtribosomal gebildeten Peptid-Siderophors
Mycobactin. Innerhalb des Genclusters konnte ein 216 bp kleiner open reading frame
identifiziert werden, der als mbtH bezeichnet wurde. Eine Funktionszuordnung fur
dieses Gen fehlt. Gene mit hoher Sequenzahnlichkeit zu mbtH wurden in einer
Vielzahl von bakteriellen Biosynthesegenclustern fir Antibiotika und Siderophore
identifiziert. Haufig treten die mbtH-ahnlichen Gene in Genclustern auf, die flur
Nichtribosomale-Peptidsynthetase (NRPS) codieren. Interessanterweise finden sich
in pilzlichen NRPS-Genclustern keine mbtH-homologen Gene.

Der komplettsequenzierte Stamm S. coelicolor M145 besitzt zwei mbtH-ahnliche
Gene. Dabei handelt es sich um das Gen cchK aus dem
Coelichelinbiosynthesegencluster und um das Gen CDA-ORFX aus dem ,calcium-
dependent anibiotic“-Gencluster. Auch hier sind die mbtH-ahnlichen Gene innerhalb
eines NRPS-clusters lokalisiert. In den Genclustern der Aminocoumarin-Antibiotika
Clorobiocin, Coumermycin A1 und Simocyclinon D8 findet sich ebenfalls ein mbtH-
ahnliches Gen. Trotz ihres haufigen Auftretens haben sich bisher nur wenige Studien
mit Untersuchungen zurFunktion der mbtH-ahnlichen Gene befasst. In einigen Falle
wurde die Cotranskription von mbtH-Genen mit Genen die flr Biosyntheseproteine
codieren beobachtet (Carter et al, 2002; Pettis & McIntosh, 1987). Bei
Untersuchungen mittels Transposonmutagenese im Biosynthesegencluster des
Siderophors Vicibactin aus Rhizobium leguminosarum wurden Insertionsmutanten im
mbtH-ahnlichen Gen vbsG erhalten. VbsG ist das erste Gen eines Operons, welches
auch die Nichtribosomale-Peptidsyntase (NRPS)-Gene vbsS und vbsO enthalt. Fur
vbsO wird angenommen, dass es die Hydroxylierung von Ornithin zu N°-
Hydroxyornithin katalysiert (Carter et al., 2002). Obwohl die Vicibactinbildung in der
vbsG Insertionsmutante unterbrochen wurde, konnte eine essentielle Funktion von
vbsG fur die Vicibactinbiosynthese damit nicht zweifellsfrei belegt werden. Die
Expression der nachfolgenden Gene vbsS und vbsO konnte ebenfalls durch die
Transposoninsertion beeinflusst worden sein.

Lediglich eine experimentelle Studie hat sich bislang der Funktionszuordnung eines
mbtH-ahnlichen Gens gewidmet. Stegmann und Kollegen (2006) berichteten, dass

die Inaktivierung des mbtH-ahnlichen Gens ORF1 im Biosynthesegencluster des
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Glycopeptidantibiotikums Balhimycin keine Auswirkung auf die
Balhimycinbiosynthese hatte. Es wurde daher angenommen, dass die MbtH-Proteine
keine essentielle Rolle in der Sekundarstoffproduktion Gbernehmen (Stegmann et al.,
2006). Die Autoren erwahnten jedoch auch die Moglichkeit, dass mbtH-ahnliche
Gene, die im Genom des naturlichen Balhimycinproduzenten Amycolatopsis
balhimycina lokalisiert sind, die Funktion des inaktivierten ORF1 Ubernehmen

konnten.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

1.7.1  mbtH-Projekt

Durch  Inaktivierungsexperimente, = Sequenzvergleiche und  biochemische
Untersuchungen war nahezu allen Genen des Clorobiocingenclusters eine
katalytische, regulatorische oder an Resistenzmechanismen beteiligte Funktion
zugewiesen worden. Lediglich fur das 280 bp groRe Gen cloY fehlte bisher ein
Funktionsnachweis. Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion von
cloY im Rahmen der Clorobiocinbiosynthese zu untersuchen. Dazu wurden folgende
Arbeiten durchgefihrt:

e Sequenzanalyse von cloY und bioinformatische Untersuchungen zum
Vorkommen von mbtH-ahnlichen Genen

e Inaktivierung von cloY im Clorobiocingencluster und heterologe Expression
des modifizierten Genclusters in S. coelicolor M512; Untersuchung der

Clorobiocinproduktion des heterologen Produzenten

Die Durchfuhrung dieser Arbeiten zeigte, dass neben cloY weitere mbtH-homologe
Gene in die Untersuchungen miteinbezogen werden mussten, um eine konkrete
Aussage zur Funktion von cloY treffen zu konnen. Folgende Arbeiten wurden

daraufhin durchgeflhrt:

e Inaktivierung von zwei weiteren mbtH-homologen Genen im Genom des
heterologen Clorobiocinproduzenten S. coelicolor M512 und anschlieRende
heterologe Expression des AcloY Genclusters in der resultierenden Mutante

e Komplementierung der AmbtH Defektmutante mit vier verschiedenen mbtH-
ahnlichen Genen sowie Futterungsexperimente zur Aufklarung der Funktion

von cloY in der Clorobiocinbiosynthese

1.7.2 Coumermycin-Projekt

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Konstruktion eines Cosmids,
welches das vollstandige Coumermycin A{-Genclusters beinhaltet und fur heterologe
Expressionsversuche eingesetzt werden kann. AnschlieRend sollte dieses Cosmid
mit etablierten Techniken genetisch modifiziert und zur Herstellung neuer
Coumermycin As-Derivate verwendet werden. Folgende Arbeiten wurden hierzu
durchgefuhrt:
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e Herstellung und Screening einer Cosmidbank des naturlichen Coumermycin
A1-Produzenten S. rishiriensis DSM40489

e |dentifizierung von zwei Uberlappenden Cosmiden die zusammen das
vollstandige Coumermycin A{-Gencluster abdecken

e Entwicklung einer auf dem A RED-System basierende Methode zur
Zusammenfuhrung von Uberlappenden Cosmidinserts

e Heterologe Expression des vollstandigen Coumermycin As-Genclusters in S.
coelicolor M512 und Analyse der Sekundarstoffproduktion

e Herstellung von Coumermycin As-Derivaten mittels ,genetic engineering“ und

Untersuchungen zur antibakteriellen Eigenschaft der neuen Substanzen
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden vorwiegend von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. Die

Bestandteile zur Herstellung von Kulturmedien wurden hauptsachlich von Becton-

Dickinson (Heidelberg) bezogen. Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile sind

nachfolgend aufgefihrt.

Tabelle 4-1: Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Hersteller

Bezeichnung

Aventis, Bad Soden
Becton-Dickinson, Heidelberg

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Clorobiocin

Casaminoacids

Corn starch

Yeast extract

Nutrient Agar

Peptone

Tryptic Soy Broth (Soytone)
Trypton

Agarose

Fleischextrakt

Malzextrakt

Tetracyclin

Agar
5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-p-D-
galactopyranosid

(X-Gal)

Carbenicillin

Glucose

Glycin

Isopropyl- B-thiogalactosid (IPTG)
L-Prolin

Rotiphenol®
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Polyethylenglykol (PEG) 1000
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
N-Tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-
aminoethanolsulfonsaure (TES)
Apramycin

Thiostrepton

Bromphenolblau
Chloramphenicol

Coumermycin A4
Dimethylformamid (DMF)
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Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo,
USA
Sudzucker, Mannheim

2.2 Enzyme und Kits

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Distillers grains and solubles
EDTA

Kanamycin

Lard oil

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween

20)
Tris Base

4-Amino-2-hydroxybenzoesaure (BDH)
3-Amino-4,7-dihydroxy-8-methylcoumarin

Saccharose

Tabelle 2-2:Verwendete Enzyme und Kits

Hersteller

Bezeichnung

Amersham Biosciences, Freiburg

Fluka, Neu-Ulm

Macherey-Nagel, Diiren

New England Biolabs, Schwalbach

Plant Bioscience Ltd., Norwich, UK

Promega, Madison, USA

Qiagen, Hilden

Roche Biochemicals, Mannheim

Stratagene, Taufkirchen

Invitrogene, Karlsruhe

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA Ligase

Lysozym (47000 U/mg)
Lysozym (85400 U/mg)
Nucleobond Kit AX® 100
Nucleospin Extract® 2 in 1
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA Ligase

100 bp DNA ladder (500 pg/ml)
REDIRECT; PCR-targeting
system

pGEM-T Easy® Vector System
1

Pfu-Polymerase

RNAse A (100 g/ml)

DNA molecular weight marker
VIl

Expand Heigh Fidelity PCR
System

1 kb DNA-ladder (500 pg/ml)
Restriktionsendonukleasen
Gigapack® Il XL Packaging
Extract

1 kb DNA ladder (1 ug/ml)
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2.3 Nahrmedien, Puffer und Losungen

Nachfolgend aufgefuhrte Nahrmedienbestandteile beziehen sich, sofern nicht anders
angegeben, auf 1 | Medium. Alle Lésungen und Medien wurden bei 121 °C far 20 min
autoklaviert. Festmedien wurde 2 % (w/v) Agar zugesetzt. Die Zugabe von getrennt
autoklavierten Losungen und/oder hitzelabiler Substanzen erfolgte unter sterilen
Bedingungen nach dem Autoklavieren. Die Medien und Ldsungen wurden bei

Raumtemperatur (RT) oder 4 °C gelagert.

2.3.1 Medien zur Kultivierung von E. coli

LB (Luria-Bertani)-Medium (Sambrook & Russell, 2001)

NaCl 10,0 g
Trypton 10,0g
Hefeextrakt 50¢g

Die Bestandteile werden in dem. Wasser gelost, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1l

aufgeflllt und autoklaviert.

SOB-Medium

Trypton 20,0g
Hefeextrakt 50¢9
NaCl 0,5¢

Die Bestandteile werden in 800 ml dem. Wasser geldst, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1l
aufgeflllt und autoklaviert. AnschlieRend werden 10 ml einer sterilen 1 M MgCl,-

Ldsung zugegeben.

2.3.2 Medien zur Kultivierung von Streptomyceten

YMG (Yeast-Malt-Glucose)-Medium

Hefeextrakt 409
Malzextrakt 10,0 g
Glucose 40¢9

Die Bestandteile werden in 800 ml dem. Wasser gelost, auf pH 7,3 eingestellt, auf 1l

aufgeflllt und autoklaviert.

HA-Medium
Zu 1 1 YMG-Medium wurde nach Autoklavieren 1 ml 1 M CaCl,-Losung zugegeben.
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TSB (Trypticase Soy Broth)-Medium (Kieser et al., 2000)
30,0 g Trypticase Soy Broth werden in 1 | dem. Wasser geldst und autoklaviert.

YEME (Yeast Extract Malt Extract)-Medium (Kieser et al., 2000)

Saccharose 340,0 g
Hefeextrakt 3,09
Pepton 5049
Malzextrakt 309
Glucose 10,0g

Zu 1 | Medium wird nach Autoklavieren 2 ml 2,5 M MgCl,-Lésung zugegeben.

MS (Mannitol Soyaflour)-Agar (Kieser et al., 2000)

Mannitol 20,0g
Sojamehl 20,0g
Agar 20,09

Das Mannitol wurde in 1 | Leitungswasser geldst und zu jeweils 100 ml auf 300 ml
Erlenmeyer-Kolben mit je 2 g Agar und 2 g Sojamehl verteilt. Das Medium wurde
zweimal fur 15 min bei 115 °C unter vorsichtigem Schitteln zwischen den beiden

Autoklaviervorgangen autoklaviert.

R5-Medium (Kieser et al., 2000)

Saccharose 103,09
KZSO4 0,25 g
MgCl, x 6 H,0 10,1g
Glucose 10,0g
Casaminoacids 0,19
Spurenelementldsung 2,0ml
Hefeextrakt 5049
TES 5749

Die Bestandteile werden in 1 | dem. H,O gel6st und zu jeweils 100 ml auf 300 ml
Erlenmeyer-Kolben mit je 2 g Agar verteilt und autoklaviert. Vor Verwendung wird

das Medium aufgeschmolzen und folgende Bestandteile unter sterilen Bedingungen

zugegeben:

0,5 % KH2PO4 1,0 ml
5 M CaCl, x 2 H,O 0,4 ml
20 % L-Prolin 1,5 ml
1 M NaOH 0,7 mi
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Spurenelementlésung

ZnCl, 40,0 mg
FeClz x 6 H20 200,0 mg
CUC|2 X2 Hzo 10,0 mg
MnClz x 4 H.O 10,0 mg
NazB4OG x 10 H20 10,0 mg
(NH4)6M07024 x4 H20 10,0 mg

DNA (Difco nutrient agar)-Medium (Kieser et al., 2000)

4.6 g Difco nutrient Agar werden in 200 ml dem. Wasser geldst und autoklaviert.

2.3.3 Clorobiocin-Produktionsmedium

Corn starch-Medium (Vorkulturmedium) (Mancy et al., 1974)

Corn Starch 10,0 g
Pepton 10,0 g
Fleischextrakt 509

Die Bestandteile werden in 1 | dem. Wasser geldst und pH 7,0 eingestellt.

Distillers solubles-Medium (Produktionsmedium) (Mancy et al., 1974)
Lésung A (887 ml):

Distillers grains and solubles 48,0 g

Glucose 12,09

CoCl, x 6 H,O 24,0 mg
Die Bestandteile werden in 700 ml dem. Wasser gelost und pH 7,8 eingestellt.

AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 6 g CaCOj;. Die Lésung wird auf 887 ml
aufgefullt und autoklaviert.

Lésung B (200 ml):
(NH4)2SO4 32,09

Lésung C (300 ml):
Glucose 75,09
Alle drei Losungen werden separat autoklaviert. Losung A wird bei Gebrauch mit 13

ml Lésung B und 100 ml Lésung C versetzt.
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2.3.4 Coumermycin A;-Produktionsmedium

SK-Medium (Scannell & Kong, 1969)

Corn starch 20,0 ¢
Pharma Medium 20,09
Lard oil 20,0¢g
Hefeextrakt 4049
KoHPO4 x 3 HO 25¢g
CaC|2 X2 Hzo 0,5 g
CoCl; x 6 H,O 202 ug

2.3.5 Medien zur Protoplastentransformation von Streptomyceten

CRM-Medium

Saccharose 103,09
Tryptic Soy Broth 20,0g
MgCl; x 6 H,0 10,19
Hefeextrakt 10,0 g
Glycin 7549

Nach Autoklavieren erfolgt die Zugabe von 10 ml steriler 1 M CaCly-Lésung (pH 7,0).

YEME-Glycin-Medium (Kieser et al., 2000)
Die Praparation von S. coelicolor-Protoplasten erfolgte nach Kultivierung der Zellen

in YEME-Medium mit einer Endkonzentration von 0,5 % Glycin.

R2YE-Medium (Kieser et al., 2000)

Saccharose 103,0¢
Glucose 10,0 g
KZSO4 0,25 g
MgCl, x 6 H,0 10,12 g
Casaminosauren 0,19
Hefeextrakt 50¢g

Die Bestandteile werden in 800 ml dem. Wasser geldst. Je 80 ml werden in 300 ml
Erlenmeyer-Kolben mit je 2,2 g Agar gegeben und anschlieRend autoklaviert. Vor
Gebrauch des Mediums werden folgende Bestandteile unter sterilen Bedingungen

zugegeben:
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TES (250 mM) 1,0 mi
CaCl; x 2 Hx0 (250 mM) 8,0 ml
L-Prolin (20 %) 1,5 mi
KH2PO4 (0,5 %) 10,0 mi
Spurenelementldsung 0,2 mi
NaOH (1 M) 0,5 ml

2.4 Anzucht und Kultivierung von Bakterien

241 Kultivierung und Lagerung von E. coli-Kulturen

E. coli Kulturen wurden in flissigem oder festem LB-Medium (s. 2.3.1) mit den
entsprechenden Antibiotika tUber Nacht (UN) bei 37 °C inkubiert. Flissigkulturen
wurden zu 50 ml in 300 ml Erlenmeyer-Kolben unter Schutteln bei 170 - 200 rpm und
37 °C inkubiert. Die Kultivierung des E. coli Stamms BW25113/plJ790 fir PCR-
targeting Experimente erfolgte aufgrund des temperatursensitiven Plasmids plJ790
bei 30 °C (Gust et al., 2004).

Zur Herstellung von E. coli Dauerkulturen wurden 2 ml einer Bakteriensuspension
abzentrifugiert (5 min, 3000 x g, 4 °C) und anschlieBend in 1 ml 20 %igem (v/v)

Glycerol resuspendiert. Die Zellen wurden aliquotiert und bei -70 °C gelagert.

2.4.2 Anzucht und standardisierte Kultivierung von Streptomyceten
Die Anzucht aller verwendeten Streptomyceten erfolgte standardisiert in flissigem
TSB-Medium und auf festem MS-Medium bei 30 °C. Fur Streptomyceten-Mutanten
bei denen eine Selektion mit Thiostrepton erfolgte, wurde das Festmedium R5 oder
R2YE verwendet. Flissigkulturen wurden unter Schitteln bei 30 °C und 170 - 200
rom in Doppel-Schikane Kolben mit Spiralfeder fur 3 - 6 Tage kultiviert. Die jeweiligen
Antibiotika wurden in entsprechenden Konzentrationen zugesetzt (s. 2.8.1). Zum
Anlegen von Sporensuspensionen wurden zuvor isolierte Einzelkolonien mit einem
Wattestabchen konfluent auf MS- bzw. R5-Platten ausgestrichen und anschliel3end
bei 30 °C bis zur Sporulation fir 5 - 10 Tage inkubiert. Die Sporen wurden unter
sterilen Bedingungen mit 5 - 10 ml 0,1 %iger Tween20 LOsung und einem
Wattestabchen, unter vorsichtigem Kratzen von der Platte geschwemmt. Zur
Abtrennung von Mycelresten wurde die Sporensuspension stark gevortext und
anschlielend durch sterile Glaswolle filtriert. Nach Zentrifugation (2 min, 5000 x g, 4
°C) wurde das Pellet in 1 - 2 ml 20 %igem Glycerol resuspendiert und bei -70 °C
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tiefgefroren. Zur Anzucht von TSB-Kulturen, wurden je 50 ml TSB-Medium in Doppel-
Schikane Kolben und Spiralfeder mit 20 - 50 pl Sporensuspension inokuliert und wie
beschrieben kultiviert. FUr die Anzucht zur Praparation von Protoplasten, wurden S.
coelicolor Wildtyp und Mutanten in YEME-Medium mit 0,5 % Glycin angezogen. Fur
S. rishiriensis erfolgte die Kultivierung in CRM-Medium mit 0,5 % Glycin. Die
Protoplastenregeneration erfolgte auf R2YE-Platten.

2.4.3 Kultivierung von Streptomyceten zur Produktion von Clorobiocin
und Novclobiocin 102

FUr die Produktion von Clorobiocin und Clorobiocin-Derivaten wurden 5 ml einer
TSB-Vorkultur in 50 ml Corn starch-Medium in Doppel-Schikane Kolben mit
Spiralfeder Uberimpft. Nach drei Tagen Kultivierung bei 30 °C und 170 - 200 rpm
wurden 50 ml Distillers solubles Produktionsmedium mit 5 ml der Corn starch-Kultur
inokuliert und zur Produktion fur weitere 7 Tage bei 30 °C und 170 - 200 rpm
kultiviert. Fur Fatterungsexperimente wurden 1 mg 3-Amino-4,7-dihydroxy-8-
methylcoumarin (gelést in Ethanol p.A.) nach zwei und vier Tagen dem
Produktionsmedium zugesetzt. Die Extraktion von Clorobiocin und Novclobiocin 102

erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben.

2.4.4 Kultivierung von Streptomyceten zur Produktion von
Coumermycin A; und Coumermycin A;-Derivaten

Fir die Produktion von Coumermycin As und dessen Derivaten Coumermycin LW1,

MW1 und MW2 wurden 7,5 ml einer 3 — 4 Tage alten TSB-Kultur in 50 ml SK-

Medium in Doppel-Schikane Kolben mit Spiralfeder Uberimpft und bei 30 °C und 170

- 200 rpm fur 7 Tage kultiviert. Die Extraktion der Kulturen erfolgte wie unter 2.5.2

beschrieben.

2.5 Extraktion von Streptomyceten-Kulturen

2.5.1 Clorobiocin-Extraktion

Fir HPLC Analysen der produzierten Sekundarmetabolite der Streptomyceten-
Mutanten mit integriertem Clorobiocingencluster, wurde 1 ml Produktionskultur mit 1

M HCI auf pH 4 angesauert. AnschlieRend wurde zweimal mit 1 ml Ethylacetat
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extrahiert. Das Losungsmittel wurde abrotiert und der Ruckstand in 200 - 500 l
Methanol aufgenommen. Schwebeteilchen wurden durch Zentrifugation (10 min,
21000 x g, 4 °C) abgetrennt und 50 - 100 ul des Uberstands fiir HPLC Analysen
eingesetzt. Bei der Extraktion groRer Volumen wurden die Mengen der

Extraktionsmittel entsprechend angeglichen.

2.5.2 Extraktion von Coumermycin A; und Coumermycin A;-Derivaten

Fir HPLC/LC-MS Analyse der Coumermycin As-Produktion von Streptomyceten-
Mutanten mit integriertem Coumermycin As-Gencluster, wurde je 1 ml der
Produktionskulturen (SK-Medium) mit 1 M HCI auf pH 4 angesauert und
anschlielend zweimal mit 0,75 ml Petrolether extrahiert. Das Abtrennen der
lipophilen Petroletherphase erfolgte durch Zentrifugation fir 10 min bei 21000 x g
und 4 °C. Die wassrige Phase wurde anschlielend zweimal mit 0,75 ml Ethylacetat
ausgeschuttelt. Nach Zentrifugation wurden die Ethylacetatphasen abpipettiert und in
2 ml Eppendorf Reaktionsgefallen vereinigt. Das Losungsmittel wurde erneut
abrotiert und der Rickstand in 100 pl Ethanol (p.A.) aufgenommen Bei Extraktion
grolder Volumen Produktionskultur wurden die Zellen zusatzlich durch Ultratturax-
Behandlung (Janke & Kunkel, Staufen) fur eine Minute aufgeschlossen. Die Volumen
der Extraktionsmittel wurden entsprechend angeglichen. Nach Zentrifugation (10
min, 21000 x g, 4 °C) zum Abtrennen von Schwebeteilchen wurden der ethanolische

Extrakt fur HPLC Analysen verwendet.

2.6 Analytik

Zur Analytik und Isolierung niedermolekularer Substanzen wurde eine Agilent HPLC-
Anlage (1100 Series) verwendet. Die analytische Auftrennung erfolgte bei einer
Flussrate von 1 ml/min Uber eine Multosphere RP 18-5 Saule (5 ym, 150 x 4.6 mm)
(C&S Chromatographie Service, Diren), der eine Multoprep RP18-25/40 geflilite
Vorsaule (40 um, 30 x 4 mm) vorgeschaltet war. Die verwendeten FlieBmittel wurden
vor Gebrauch durch Filtration Uber einen Membranfilter (0,45 um; Millipore) von
Partikeln befreit.

2.6.1 HPLC-Analytik von Clorobiocin und Novclobiocin 102
Die S. coelicolor-Mutanten mit integriertem Clorobiocingencluster wurden wie unter

2.4.3 beschrieben kultiviert. Nach Extraktion des Produktionsmediums wurde das
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Extraktionsmittel einrotiert, der verbleibende Ruckstand in Methanol geldst und nach
Zentrifugation fur HPLC Analysen verwendet. Als Standard wurde in Methanol

geldstes Clorobiocin (Aventis, Bad Sodes) verwendet.

Chromatographie-Bedingungen

FlieBmittel A MeOH/H,0/CH20,, 50:49:1
Fliel3mittel B MeOH/HCOOH, 99:1
Detektionswellenlange 340 nm

HPLC-Gradient

Zeit [min] FlieBmittel B [%]
0,0 40

2,0 40

27,0 100

32,0 100

32,1 40

37,0 40

2.6.2 HPLC-Analytik von Coumermycin A; und Coumermycin A;-

Derivaten

Die S. coelicolor-Mutanten mit integriertem Coumermycin A{-Gencluster wurden wie
unter 2.4.4 beschrieben kultiviert. Nach Extraktion des Produktionsmediums (s. 0.)
mit Ethylacetat wurde das Losungsmittel abrotiert und der verbleibende Ruckstand in
Ethanol (p. A.) aufgenommen. Nach Zentrifugation (10 min, 21000 x g, 4 °C) des
Extrakts wurde der Uberstand unter den nachstehenden Bedingungen mittels HPLC
analysiert. Als Standard wurde in DMSO geldstes Coumermycin A1 (Sigma-Aldrich,

Deisenhofen) verwendet.

Chromatographie-Bedinqungen

FlieBmittel A H>,O + 1 % CH-»0,
FlieBmittel B CHsCN
Detektionswellenlange 345 nm
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HPLC-Gradient

Zeit [min] FlieBmittel B [%]
0,0 60

2,0 60

15,0 100

19,0 100

19,1 60

25,0 60

2.6.3 Massenspektroskopie zur Strukturaufklarung neuer Coumermycin

A -Derivate

Das negative ,electrospray ionization“ (ESI) Massenspektrum wurde mit einem
Thermo Finnigan TSQ Quantum triple quadrupol Massenspektrometer
(Elektronenspray-Spannung 3,7 kV; Kapillartemperatur 320 °C; Trenn- und Hilfsgas
Nitrogen) gekoppelt mit einem Surveyor HPLC-System und einer Nucleosil 120 - 5
C18 (5 ym, 250 x 2 mm) Saule (Macherey-Nagel, Diren) durchgefuhrt. Flr alle
Proben wurde ein Gradient von 98:2 H,O/CH3;CN (mit 0,1 % Ameisensaure) bis
70:30 uber 35 min, gefolgt von einer isokratischen Elution mit 100 % CH3CN (+ 0,1 %
Ameisensaure) fur 15 min verwendet. Die Durchflussrate lag bei 200 pl/min. Das
,collision induced dissociation“ (CID) Spektrum von Coumermycin A wahrend des
HPLC-Laufs wurde bei einer Kollisionsenergie von 45 eV aufgenommen. Als

Kollisionsgas wurde Argon bei einem Kollisionsdruck von 1,0 x 10 torr verwendet.

2.7 Methoden der Molekularbiologie
2.7.1 DNA-Isolation aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen, wurden 2 ml einer Bakterienkultur
abzentrifugiert (2 min, 21000 x g, 4 °C) und anschlieend in 250 pl S1-Puffer
resuspendiert. Die Losung wurde mit 250 pl S2-Puffer versetzt, durch Invertieren
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie®end wurden 250 pl
eiskalter S3-Puffer zugegeben. Zur Abtrennung denaturierter Proteine und
chromosomaler DNA wurde die Ldsung fur 10 min bei 21000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der verbleibende Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR
uberfuhrt und die geléste Plasmid-DNA Uber alkoholische Fallung prazipitiert. Hierfur

wurde die Lésung mit 750 ul Isopropanol versetzt, kurz invertiert und fir 10 min bei -
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20 °C inkubiert. Zur Fallung der DNA wurde bei 21000 x g und 4 °C fir mindestens
20 min zentrifugiert und das DNA-Pellet anschlieRend mit 500 pl 75 %igem Ethanol
gewaschen. Nach kurzem Trocknen wurde die DNA in 50 - 100 pl H20 geldst. Fir die
Isolation groRerer DNA Mengen wurden Nucleobond AX 100 Saulen (Macherey-
Nagel, Diren) verwendet. Die Aufarbeitung des Zellmaterials erfolgte nach den

Angaben des Herstellers.

2.7.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch mit einem
GeneQuant Photometer (Pharmacia, Freiburg) bei einer Wellenlange von 260 nm.
Eine Absorption von 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 ug/ml

doppelstrangiger DNA.

2.7.3 Alkoholische DNA-Prazipitation

Zur Aufkonzentrierung von DNA-L6sungen oder zum Entfernen niedermolekularer
Substanzen aus Reaktionsansatzen, wurde DNA mittels Alkoholfallung prazipitiert.
Dazu wurde die Losung mit 0,1 VT 3 M Natriumacetatlosung (pH 5,2) und 1 VT
Isopropanol versetzt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min,
21000 x g, 4 °C) wurde das Pellet mit 75 %igem Ethanol gewaschen und nach
Trocknen in 10 - 100 ul H,O oder TE-Puffer resuspendiert.

2.7.4 Phenol-Chloroform Extraktion

Zur Entfernung von Proteinrlickstanden aus Nucleinsaurelésungen wurde eine
Phenol-Chloroform Extraktion durchgeflihrt. Die DNA-L6ésung wurde mit dem
gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1; Rotiphenol®) versetzt,
durch Vortexen intensiv gemischt und zur Trennung der Phasen zentrifugiert (10 min,
21000 x g, 4 °C). Zur Entfernung von Phenolresten wurde die wassrige Phase mit 1
VT Chloroform/lsoamylalkohol (1:1; v/v) extrahiert und die DNA anschlieRend mittels

alkoholischer DNA-Prazipitation gefallt.

2.7.5 Isolierung genomischer DNA aus Streptomyceten

Die Isolierung genomischer DNA aus Streptomyceten erfolgte Uber die Kirby-Mix
Methode (Kieser et al., 2000). Hierzu wurden 25 ml TSB-Kultur kurz abzentrifugiert
(6800 x g, 5 min, 4 °C), das Zellpellet mit 10 ml sterilem TE25S Puffer gewaschen
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und anschlieBend in 5 ml TE25S Puffer und 6 mg/ml Lysozym resuspendiert und bis
zur Lyse der Zellen fur 5 - 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurde die
Ldsung mit 4 ml 2 x Kirby-Mix Losung versetzt und bis zur vollstandigen Suspension
invertiert. Nach Zentrifugation (6800 x g, 5 min, 4 °C) wurde die phenolische Phase
abgenommen und die wassrige Phase mit Phenol/Chlorform/Isoamylakohol (24:24:1;
Rotiphenol®) 1 - 3 mal extrahiert. Die DNA wurde anschl. durch Isopropanol-Fallung
aus der wassrigen Phase prazipitiert und mittels einer kleinen Pipettenspitze aus der
Ldsung gefischt. Genomische DNA wurde in einem Volumen von 0,5 - 1,5 ml TE-

Puffer resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

2.7.6 Nachweis von Plasmiden aus Streptomyceten

Da bei der Isolation genomischer DNA auch prinzipiell ungewollte Plasmid-DNA
mitisoliert wird, wurde zum Nachweis von Plasmiden aus Streptomyceten-Mutanten
genomische DNA in elektroporationskompetente E. coli Zellen transformiert. Nach
Selektion der gewachsenen Transformanten flr das erwartete Plasmid, konnten stets
ausreichend E. coli Klone identifiziert werden, die das entsprechende DNA-Konstrukt

enthielten.

2.7.7 DNA-Restriktion

Analytische oder praparative DNA-Restriktionen erfolgten gemafl® den Angaben des
Herstellers zur  enzymspezifischen Inkubationstemperatur, Puffer und
Enzymkonzentration. Analytische Ansatze wurden in der Regel in einem Volumen
von 10 pl, praparative Ansatze wurden in grof3eren Volumen bis 200 ul durchgeflhrt.
Bei praparativen Ansatzen erfolgte die Inaktivierung von Restriktionsendonukleasen
durch Hitzebehandlung bei 65 °C fur 15 min. Die DNA wurde anschlieRend Uber

alkoholische DNA-Fallung aufkonzentriert und in H,O resuspendiert.

2.7.8 Auffullreaktion von DNA mit Hilfe von T4-DNA-Polymerase

Mit Hilfe der T4 DNA-Polymerase aus E. coli wurden doppelstrangige DNA-
Fragmente mit 5‘-Uberhang aufgefiillt. Uberhangende 3’-Enden werden aufgrund der
3‘-5-Exonuklease-Aktivitat des Enzyms entfernt. Die damit erhaltenen blunt ends
wurden anschlieRend religiert. 1 - 4 uyg DNA wurden mit 0,2 mM dNTP-Mix (jeweils
200 pmol je Nukleotid), 1 x T4-DNA-Polymerase-Puffer, 1 mg/ml BSA und 4 U T4-
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DNA-Polymerase (Amersham, Braunschweig) in einem Gesamtvolumen von 20 ul fur
5 min bei 37 °C inkubiert und die Reaktion durch Phenolisierung gestoppt. Die
Aufkonzentrierung der DNA erfolgte Uber alkoholische DNA-Prazipitation.

2.7.9 Dephosphorylierung von DNA

Dephosphorylierung von DNA erfolgte mit Hilfe der alkalischen Phosphatase A. Zur
Vermeidung intramolekularer  Ligation linearisierter =~ DNA, wurde die
5-Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase entfernt. Die DNA
wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit 1 x One-for-all-buffer und mit 0,1 U
alkalischer Phosphatase (Pharmacia, Freiburg) fur 30 min bei 37 °C inkubiert und die

Reaktion anschlieRend durch Hitzeinaktivierung (20 min; 85 °C) gestoppt.

2.7.10 DNA-Ligation

Ligationsansatze zur katalytischen Bildung von Phosphodiesterbriicken zwischen
zwei doppelstrangigen DNA-Molekulen erfolgten unter Verwendung von T4 DNA-
Ligase. Die Ligationsansatze enthielten 1 U T4 DNA-Ligase, 1 x Ligationspuffer und
eine 1:1 molare Mischung aus Insert und Vektor in einem Gesamtvolumen von 10 -
20 pl. Die Ansatze wurden fur zwei Stunden bei RT oder uber Nacht bei 16 °C
inkubiert. Ligationsansatze wurden direkt fir die Transformation in CaCl,-kompetente

E. coli Zellen verwendet.

2.7.11 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer spezifischen GroRRe erfolgte Uber
Gelelektrophorese. Elektrophoresegele mit Agarosekonzentrationen von 0,4 - 2 %
ermoglichten die Auftrennung von DNA-Fragmenten im GroéRenbereich von 100 bp -
13 kb. Als Elektrophoresepuffer wurde 1 x TAE verwendet. Vor dem Beladen des
Gels wurden die DNA-Proben mit 1/3 VT Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung der
DNA-Fragmente erfolgte bei RT unter konstanter Spannung von 75 - 120 V. Zur
Detektion der DNA-Fragmente wurden die Gele nach erfolgter Elektrophorese in
einem wassrigen Ethidiumbromidbad (0,1 %) fur 15 min inkubiert und anschliel3end
unter UV-Durchlicht (Transiluminator IL-200M, Bachofer, Reutlingen) bei einer
Wellenlange von 312 nm analysiert. Die Dokumentation erfolgte mit dem EagleEye Il

System (Stratagene, Heidelberg). Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus
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praparativen Gelen erfolgte mit Hilfe des Nucleospin Extract 2 in 1 Kits nach den

Angaben des Herstellers.

2.7.12 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Fur die Herstellung chemisch-kompetenter Zellen, wurden 50 ml LB-Medium unter
Zusatz der entsprechenden Antibiotika mit 1 ml einer E. coli UN-Kultur inokuliert und
bei 37 °C bis zum Erreichen einer ODgy=0,5 unter Schutteln inkubiert. Nach
Kultivierung von 4 - 5 Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 3000
x g, 4 °C) abgetrennt und einmal mit 30 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung gewaschen.
Nach Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4 °C) wurde das Pellet in 30 ml 0,1 M CaCls-
Losung resuspendiert und fur 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Zellen in 2 - 5 ml eiskaltem 0,1 M CaCly/15 % (v/v) Glycerin-Puffer
resuspendiert und zu je 200 ul aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C.

2.7.13 CaCl,-Transformation

200 pl der transformationskompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 -
10 pl der zu transformierenden DNA vorsichtig gemischt. AnschlieBend wurde die
Suspension fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA in die Zellen erfolgte
durch Hitzeschockbehandlung. Hierzu wurden die Zellen fir 2 min bei 42 °C
inkubiert, und nach kurzem Abkuhlen mit 1 ml LB-Medium gemischt. Der
Transformationsansatz wurde fur eine Stunde bei 37 °C unter leichtem Schutteln
inkubiert. Zur Selektion der Transformanten wurden verschiedene Verdlinnungen
des Ansatzes auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei
37 °C UN inkubiert.

2.7.14 Herstellung elektroporationskompetenter Zellen

Fir die Herstellung elektroporationskompetenter Zellen wurden 50 ml LB- oder SOB-
Medium unter Zusatz der entsprechenden Antibiotika mit 1 ml einer E. coli UN-Kultur
inokuliert und bei 37 °C bis zum Erreichen einer ODgp=0,5 unter Schutteln inkubiert.
Bei der Herstellung von kompetenten Zellen die das temperatursensitive Plasmid
plJ790 enthalten, erfolgte die Kultivierung bei 30 °C. Die Zellen wurden anschliel3end
durch Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4 °C) abgetrennt und zweimal mit 25 mi

eiskalter 10 %iger (w/v) Glycerinlosung gewaschen. Zur Lagerung wurde das
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Zellpellet in dem verbleibenden Rest der Waschlosung resuspendiert und zu Aliquots

von je 50 pl bei -70 °C tiefgefroren.

2.7.15 Elektroporation von E. coli

Ca. 100 ng DNA (1 - 5 pl) wurden in einer vorgekuhlten Elektroporationsklvette (0,2
cm) mit 50 pl kompetenten Zellen luftblasenfrei gemischt und bis zur Elektroporation
auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgte mit einem BioRad Elektroporator bei
2,5 kV und einer optimalen Zeitkonstante von 4,5 - 5 ms. Nach Elektroporation wurde
sofort 1 ml kaltes SOC-Medium zum Ansatz pipettiert und die Suspension fir eine
Stunde bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Unterschiedliche Verdiunnungen der
Zellsuspension wurden anschlieBend auf LB-Platten mit den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert und bei 37 °C UN inkubiert.

Bei der Verwendung von Klonierungsvektoren, bei denen die Ligation in ein lacZ-Gen
erfolgte, wurden rekombinante Plasmide uber Blau-Weil3 Selektion identifiziert.
Hierfur wurden 10 pl einer IPTG-L6sung (80 mg/ml) mit 40 pl X-Gal-Lésung (20
mg/ml in DMF) und 150 pl H2Opigest. gemischt und auf die entsprechenden LB-Platten
ausplattiert. Die Platten wurden anschlielfend 30 min lang zum Abdampfen des

toxischen DMF unter der Sterilbank getrocknet.

2.7.16 Protoplastierung von Streptomyceten

50 ml YEME-Medium mit 0,5 % Glycin wurden mit 1 ml TSB-Vorkultur inokuliert und
fur zwei Tage wie unter 2.4.2 beschrieben kultiviert. Nach Abtrennen der Zellen (10
min, 3000 x g, 4 °C) wurde das Zellpellet zweimal mit 25 ml 10,3 %iger
Saccharoselésung gewaschen. Zur Protoplastierung wurden die Zellen in
lysozymhaltigem P-Puffer (4 mg Lysozym/ml P-Puffer; 2 - 4 ml P-Puffer/g Zellen)
resuspendiert und bei 30 °C im Brutschrank fur 15 - 60 min inkubiert. Die
fortschreitende Protoplastierung wurde in Zeitintervallen von 10 min mikroskopisch
kontrolliert und die Reaktion bei Erreichen des gewlinschten Protoplastierungsgrades
durch Kihlen auf Eis gestoppt. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis
durchgefuhrt um eine Lyse der Zellen zu vermeiden. Zum Abtrennen groRerer
Mycelreste wurde die Losung mit 5 ml eiskaltem P-Puffer versetzt, durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren gemischt und anschlieBend durch sterile Glaswolle filtriert.
Die Protoplasten wurden abzentrifugiert (5 min, 3000 x g, 4 °C) und das Pellet in 1 ml

P-Puffer resuspendiert und aliquotiert. Zur Lagerung wurden die Protoplasten auf Eis
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bei -70 °C tiefgefroren. Zur Uberpriifung der Protoplastierungseffizienz wurden 10 pl
der Protoplastensuspension mit 200 pl H,O gemischt und auf R2YE-Platten
ausplattiert. Zur Bestimmung der Anzahl regenerierungsfahiger Protoplasten wurde
eine Verdunnungsreihe der Suspension mit P-Puffer hergestellt und ausplattiert. Die
Inkubation der Platten erfolgte bei 30 °C fir 5 - 10 Tage.

Fur die Protoplastierung von S. rishiriensis erfolgte die Kultivierung in CRM-Medium
mit 0,4 % Glycin. Alle weiteren Schritte wurden wie beschrieben durchgefuhrt.

2.7.17 PEG-vermittelte Protoplastentransformation

Die Transformation von Streptomyceten-Protoplasten erfolgte mittels der
Polyethylenglykol (PEG)-Methode nach Kieser et al. (2000). Hierfir wurden 10 - 20
Mg nichtmethylierte DNA, die zuvor aus dem E. coli Stamm ET12567 isoliert wurde,
mit 200 pl (ca. 10°) Protoplasten gemischt. Im Anschluss wurden 500 pl T-Puffer
zugegeben und die Losung durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt.
Verschiedene Volumina des Transformationsansatzes wurden auf R2YE-Platten
ausplattiert und UN bei 30 °C inkubiert. Fir die Selektion der Mutanten wurden die
Platten nach 16 - 18 Stunden mit je 1 ml H,O und den entsprechenden Antibiotika
uberschichtet (,flooding“) und bis zur Sporulation 5 - 10 Tage bei 30 °C inkubiert. Fur
weitere Untersuchungen der Transformanten wurden Einzelkolonien mit einem
Zahnstocher auf MS-Platten mit den erforderlichen Antibiotika ausgestrichen und

nach Sporulation erneut konfluent zur Sporengewinnung ausplattiert.

2.7.18 Konjugation in Streptomyceten

Das Einbringen von Cosmiden in Streptomyceten erfolgte neben der PEG-
vermittelten Protoplastentransformation auch Uber bakterielle Konjugation (Kieser et
al.,, 2000). Fur die triparentale Konjugation wurden 10 ml LB-Medium mit einer
Einzelkolonie von E. coli ET1256/pUB307 beimpft. Weitere 10 ml LB-Medium wurden
mit einer Einzelkolonie von E. coli ET12567 und dem zu transformierenden Cosmid
(enthalt oriT) inokuliert und unter Schitteln (175 rpm) Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Die UN-Kultur wurde anschlieBend in frischem LB-Medium 1:100 verdiinnt und bei
37 °C bis zu einer ODgp=0,4-0,6 kultiviert. Nach Zentrifugation (6800 x g, 5 min, 4
°C) wurde das Zellpelett zweimal mit einem &aquivalentem Volumen LB-Medium
gewaschen und anschlieRend in 0,1 VT LB-Medium resuspendiert. Ca. 10°

Streptomyces-Sporen wurden zeitgleich mit 500 pl 2 x YT-Medium gewaschen und
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anschlieend in 500 pl 2 x YT-Medium zur Germination fur 10 min bei 50 °C
inkubiert. Die gekeimten Sporen wurden bis zur Konjugation unter Schutteln bei 37
°C inkubiert. Fur die Konjugation wurden je 500 ul der zwei E. coli Kulturen und der
gekeimten Sporen durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt, kurz
abzentrifugiert und in verschiedenen Verdinnungen auf MS-Platten (+10 mM MgCly)
ausplattiert. Die Platten wurden UN bei 30 °C inkubiert und anschlieRend mit je 1 ml
H,0 und den entsprechenden Antibiotika sowie 0,5 mg/ml Nalidixinsaure
uberschichtet (,flooding“). Die Platten wurden flur 15 min unter der Impfbank
getrocknet und bis zur Sporulation flr 5 - 10 Tage bei 30 °C inkubiert. Die Isolation
ausgewahlter Exkonjuganten erfolgte auf Festmedium unter Zusatz der
entsprechenden Antibiotika und Nalidixinsaure (0,5 mg/ml).

Fir die Ubertragung von Cosmiden aus E. coli Zellen in Streptomyceten, wurde
weiterhin die einfache Konjugation verwendet (Kieser et al., 2000). Hierflr wurde das
zu transformierende Cosmid (enthalt oriT) in den E. coli Stamm ET12567/pUZ8002
eingebracht. Dieser Stamm wurde dann wie unter den oben beschriebenen
Bedingungen kultiviert, und anschlieffend direkt mit den gekeimten Sporen gemischt.

Alle weiteren Schritte erfolgten wie bereits beschrieben.

2.7.19 Herstellung von doppel cross-over Mutanten

Die Herstellung von doppel cross-over Mutanten erfolgte Uber die Inaktivierung eines
Gens auf dem Wirtsgenom von S. coelicolor mittels homologer Rekombination und
der anschlielenden Elimination des integrierten Cosmids. Dazu wurde eine
Resistenzkassette Uber PCR amplifiziert, und das zu deletierende Gen primar auf
einem Cosmid durch PCR-targeting inaktiviert. Nach Protoplastentransformation und
Rekombination des modifizierten Cosmids mit dem Wirtsgenom, wurden
gewachsene Transformanten auf die eingebrachte Resistenzkassette und die
Resistenz des integrierten Cosmid-Vektors (Kan®) selektioniert. AnschlieRend
wurden die Transformanten auf Medium ohne Kanamycin ausgestrichen. Das
»=ausloopen® des Vektors durch homologe Rekombination wurde so durch den
Wegfall des Kanamycin-Selektionsdrucks favorisiert. Nach Replicaplating auf MS-
Platten mit und ohne Kanamycin, konnten doppel cross-over Mutanten identifiziert

werden, die das gewunschte Gen deletiert, und die Vektorsequenz eliminiert hatten.
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2.7.20 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Cosmiden und rekombinanten Plasmiden erfolgte mit der
Didesoxynucleotid-Kettenabruch-Methode auf einem automatischen LI-COR
Sequenzierer (MWG Biotech, Ebersberg). Die Komplettsequenzierung von Cosmid
couMW16 erfolgte bei der Firma GenoTech (Korea). Zur Analyse von Sequenzdaten
wurde das Sci Ed Central Programm (Clonemanager Version 6.0) verwendet.
Sequenzvergleiche und Homologiesuchen wurden mit Hilfe des ,BLAST“ Programms

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefuhrt. Zur Identifizierung moglicher open

reading frames (ORF) aus Sequenzrohdaten wurde das Programm ClustalX

verwendet.

2.7.21 PCR-Bedingungen

Far die Amplifikation von DNA-Fragmenten uber PCR wurde standardisiert folgender
PCR-Ansatz pipettiert. Fur die Amplifikation von Klonierungsfragmenten wurden die
geeigneten PCR-Parameter zuerst durch Gradienten-PCR (iCycler PCR System,

BioRad, Miinchen) ermittelt.

Komponente Volumen
10 x Polymerase-Puffer 2,5 ul
dNTPs (2,5 mM/Nucleotid) 2,5 ul
Primer A (100 pmol) 0,5 pl
Primer B (100 pmol) 0,5 ul
Template DNA 0,5-1pl
Taqg-Polymerase 2 ul
DMSO 1 ul

H.O ad 25 pl

Fir die Uberpriifung von DNA mittels PCR wurde Tag-Polymerase verwendet. Fir
die Amplifikation von PCR-Produkten, die fur weiterfihrende Experimente eingesetzt
wurden, wurde das High Fidelity PCR-Kit verwendet. Die Zusammensetzung des
PCR-Ansatzes folgte dabei den Angaben des Herstellers. Die Elongations-
Temperatur wurde an das Temperaturoptimum der verwendeten DNA-Ploymerase
angepasst. Die PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte standardisiert nach

einem 3-Stufen Reaktionsprofil:
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Phase Temperatur Dauer Zyklen
Initiations-Denaturierung 94 °C 4 min 1
Denaturierung 94 °C 1 min

Annealing TMiprimen -2 °C 45 sec 20-35
Elongation 68 °C bzw. 72 °C 1 min kb’

Terminale Elongation 68 °C bzw. 72 °C 5 min 1
Kuhlung 4°C o0 1

Zur Uberpriifung von PCR-Produkten, wurden 5 pl des Reaktionsansatzes (iber
Gelelektrophorese aufgetrennt und im Vergleich zu einem geeigneten

GroRenstandard analysiert.

2.7.22 Bestimmung der antibakteriellen Aktivitat

Die antibakterielle Aktivitat von Coumermycin A4 und den neu hergestellten Derivaten
Coumermycin LW1, MW1 und MW2 wurde in einem Agardiffusionstest gegen
Bacillus subtilis ATCC14893 ermittelt. 11,5 g Nutrient Agar wurden in 500 ml dem.
Wasser geldst und autoklaviert. Nach Abkiihlen auf ca. 40 °C wurden 2 x 10° Sporen
Bacillus subtilis zugesetzt, vorsichtig gemischt und die Platten gegossen.
Unterschiedliche Mengen der zu testenden Substanzen wurden in DMSO (100 %)
gelost, zu je 10 yl auf Filterrondelle (d=5mm) pipettiert und anschlieBend auf die
Agarplatten aufgebracht. Die Bioassay-Platten wurden UN bei 37 °C inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde DMSO (100 %) verwendet. Als Positivkontrolle wurde in
DMSO gelostes Coumermycin A; (Sigma) verwendet. Zur Ermittlung der
antibakteriellen Aktivitat wurden die resultierenden Hemmhofdurchmesser im

Vergleich zur Positivkontrolle ermittelt.

2.8 Puffer und Losungen der molekularen Zellbiologie

2.8.1 Antibiotikalosungen

Die Antibiotika wurden als Stammlésungen in den unten aufgefihrten
Konzentrationen hergestellt und bei -20 °C gelagert. Wassrige Losungen wurden mit
einem Spritzenfilter (Porengrofle 0,2 um) sterilfiltriert. Die Antibiotika wurden den
Medien nach Autoklavieren und Abkuhlen auf ca. 40 °C unter sterilen Bedingungen

zugesetzt.
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Antibiotikum Stammlosung Mediumkonz. Losungsmittel
[mg/ml] [ng/mI]
Apramycin 50 15-50 H2Obpidest.
Carbenicillin 50 50 H2Obidest.
Chloramphenicol 50 25-50 Ethanol
Kanamycin 50 25-50 H2Obidest.
Tetracyclin 25 12 Ethanol
Thiostrepton 50 8-15 DMSO
Streptomycin 50 10 - 50 H20pidest.
Spectinomycin 100 50 - 100 H20pidest.
Viomycin 30 15-30 H20pidest.

2.8.2 Puffer und Losungen zur Isolierung von Plasmiden und Cosmiden

aus E. coli

Puffer/Losung Bestandteile Endkonzentration Herstellung

S1 Tris-Base 50 mM Mit HCI auf pH 8
EDTA 10 mM einstellen; RNAseA vor
RNAseA 100 pg/mi Gebrauch zugeben

S2 NaOH 0,2M
SDS 1 % (W/v)

S3 Kaliumacetat 28M Mit Eisessig auf pH 5,1

einstellen

TE-Puffer Tris Base 10 mM Mit HCI auf pH 7,5
EDTA 1 mM einstellen

2.8.3 Puffer zur DNA-Gelelektrophorese

Puffer Bestandteile Endkonzentration Herstellung

50 x TAE Tris Base 2M Mit Eisessig auf pH 8
EDTA 0,056 M einstellen
Eisessig 57,1 ml

Ladepuffer Glycerin 30 % (w/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)

Ethidiumbromid-  Ethidiumbromid 1 mg/l

Farbeldsung
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2.8.4 Puffer zur Protoplastierung und Transformation von
Streptomyceten
Die einzelnen Bestandteile des Protoplastierungs- und Transformationspuffers

wurden getrennt angesetzt, autoklaviert und kurz vor Gebrauch unter sterilen

Bedingungen gemischt.

Puffer Zusammensetzung Menge
Protoplastierungspuffer Saccharoselosung 103 g
(P-Puffer) Spurenelementldsung 2,0ml

KzSO4 0,25 g

MgCl; x 6 H,O 2,02g

KH2PO4 (0,5 %) 1,0 ml

CaCl; x 2 H20 (3,68 %) 10,0 ml

TES (5,73 %; pH 7,2) 10,0 ml
Transformationspuffer 25 % PEG in P-Puffer bei Gebrauch 1 g PEG
(T-Puffer) aufschmelzen und mit 3

ml P-Puffer mischen.

2.8.5 Puffer und Losungen zur Isolation von genomsicher DNA aus

Streptomyceten

2 x Kirby Mix (100ml) (Kieser et al., 2000)

SDS 20g

Natrium-4-aminosalicilat (BDH) 12,0 g
2 M Tris-HCI, pH 8 5,0 ml
Phenol pH 8 6,0 mi

TE25S-Puffer (Kieser et al., 2000)

Tris-HCI 25 mM; pH 8
EDTA 25 mM; pH 8
Saccharose 0.3 M

2.8.6 Losungen zur Blau-WeiB-Selektion in E. coli

Losung Zusammensetzung Pro Platte
X-Gal 20 mg/ml in DMF 40 pl
IPTG 80 mg/ml in Hzobidest, 10 |J|
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2.9 Plasmide, Cosmide und Bakterienstamme

Tabelle 2-3: Plasmide, Cosmide und Bakterienstamme

Plasmide Genotyp/Beschreibung Referenz
plJ773 aac(3)IV (Apra") + oriT (Gust et al., 2003)
plJ778 aadA (Spec/Strep)” + ori T (Gust et al., 2003)
plJ780 vph from Q — fragment (Vio™) + oriT (Gust et al., 2003)
plJ790 A RED (gam, bet, exo), cat (CmlI7), araC, (Gust et al., 2003)
rep101"*
pUGO019 aac(3)IV (Apra") (Eustaquio et al., 2005a)
pUB307 ,Driver‘-Plasmid fur triparentale Konjugation; (Flett et al., 1997)
besitzt oriT
pUZ8002 tra, neo (Kan"), RP4 (Paget et al., 1999)
pUWL201 trs (Thio"), bla (Carb"), PermE*, colE1 (Doumith et al., 2000)
pMWO01 pUWL201 mit cloY unter Kontrolle von PermE* Diese Arbeit
pMWO02 pUWL201 mit cchK unter Kontrolle von PermE*  Diese Arbeit
pMWO03 pUWL201 mit CDA-ORFX unter Kontrolle von Diese Arbeit
PermE*
pMWO04 pUWL201 mit couY unter Kontrolle von PermE*  Diese Arbeit
pMWcloF pUWL201 mit cloF unter Kontrolle von PermE* Diese Arbeit
pAE_ha7 pUWL201 mit clo-hal unter Kontrolle von (Eustaquio et al., 2004)
PermE*
pVD1 pUWL201 mit novG unter Kontrolle von PermE* V. Dangel
Cosmide
SuperCos1 Cosmid vector; bla (Carb®), neo (Kan"), cos Stratagene, Germany
novBGO1 Integratives Cosmid mit dem vollstandigen (Eustaquio et al., 2005a)
Novobiocingencluster;
neo (Kan®), bla (Carb®), attP, int, tet, oriT
cloBGO1 Integratives Cosmid mit dem vollstandigen (Eustaquio et al., 2005a)
Clorobiocingencluster;
neo (Kan®), bla (Carb®), attP, int, tet, oriT
cloMW15 cloBGO1 Derivat; cloY ist ausgetauscht durch Diese Arbeit

aac(3)IV (Apra®)
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cloMW16 cloY in-frame Deletion in cloBG01 Diese Arbeit

StE8 S. coelicolor Cosmid mit SCO03218 (CDA- (Redenbach et al., 1996)
ORFX)

StF76 S. coelicolor Cosmid mit SCO0489 (cchK) (Redenbach et al., 1996)

StE8-vio" StE8 mit SC0O3218 ersetzt durch vph (Vio") Diese Arbeit

StF76-apra™  StF76 mit SCO0489 ersetzt durch aac(3)IV Diese Arbeit
(Apra®)

49F3 S. rishiriensis Cosmid; enthalt das rechte (3’) Diese Arbeit
Ende des Coumermycin A{-Genclusters

51D9 S. rishiriensis Cosmid; enthalt das linke (5’) Diese Arbeit
Ende des Coumermycin A{-Genclusters

couMW12 49F 3 Derivat nach Insertion der aac(3)I\V/oriT-
Kassette; (Apra®)

couMW13 51D9 Derivat nach Insertion der aadA/oriT- Diese Arbeit
Kassette; (Spec/Strep)?

couMW14 Cosmid mit dem vollstandigen Coumermycin As- Diese Arbeit
Gencluster; neo (Kan®), bla (Carb®), aadA/oriT
(Spec/Strep)t

couMW15 Cosmid mit dem vollstandigen Coumermycin As- Diese Arbeit
Gencluster, neo (Kan®), bla (Carb®), AaadA
(Spec/Strep)®

couMW16 Integratives Cosmid mit dem vollstandigen Diese Arbeit
Coumermycin A{-Gencluster,
neo (Kan®), bla (Carb®), attP, int, tet, oriT

couMW17 couMW16 Derivat; couO ist ausgetauscht gegen Diese Arbeit
aac(3)IV/oriT (Apra®)

couMW18 Integratives Cosmid mit 6 bp couO “scar’- Diese Arbeit
Sequenz im Coumermycin Aj-Gencluster

E. coli

BW25113 K12 Derivat; AaraBAD, ArhaBAD (Datsenko & Wanner,

2000)
ET12567 dam, dem, hsdS, cat (CmlY), tet (Tet") (MacNeil et al., 1992)
DH5a recA1, endA1, relA1 Stratagene, Germany

41



Material und Methoden

S. coelicolor

M512 M145 Derivat: Aactll-ORF4, AredD, SCP1’, (Bentley et al., 2002)
SCP2

S. coelicolor  M512 ASCO3218; CDA-ORFX ersetzt durch vph Diese Arbeit

MWO1 (Vio®)

S. coelicolor M512 ASC03218 und ASC0O0489; CDA-ORFX  Diese Arbeit

MWO03 ersetzt durch vph (Vio®); cchK ersetzt durch
aac(3)IV (Apra)t
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Tabelle 2-4: Primer die in dieser Arbeit verwendet wurden

Primer Sequenz (5’-3’)

cloYF_Xba CAAGACGCGTGAAATAACATCTGGGAGGTATTCGTCATGATTCCGGGGATCTCTAGAT

cloYR_Spe TCTCATATTGCCAAATCCACTTTTGAATGAGCAGATGCTAACTAGTCTGGAGCTGCTTC

cloY_fwd GCGGGATGTTCAACTGCTCG

cloY_rev CACTTTTGAATGAGCAGATGC

CDA_Spe_ F GCCCCCTGCCGGGGACGTACGGGCCGTCGTGGTCCGGTCAACTAGTTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
CDA_Xba R AGAGTCTCCAGCCCGACGCTCCCGGAAGGAATGCGACGTGTCTAGAATTCCGGGGATCCGTCGACC
CDA_fwd GCTCACCAAGACGCACTGGC

CDA_rev GTGGCCTTCCTCGACGAACG

cchK_Spe_ F TTGGGAGTTCACGGGCGACGCTTGACGGGGCTCGGCCTCAACTAGTTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
cchK_Xba_ R AGGCGAGCCTAACCTAATCCACTGGGAGGTACCGGGTATGTCTAGAATTCCGGGGATCCGTCGACC
cchK_fwd CGACCGCGGTGTCGTCAGAC

cchK_rev CTTCACCGTACGCCCCGACG

cloY_Hind_F TTTTTAAGCTTATGGCGACGAACCCGTTCGAGG

cloY_Spe_R AAAAAACTAGTTGAATGAGCAGATGCTA

couY_Hind_F AAAAAAAGCTTATGGCGACGAACCCGTTCGATGAC

couY_Spe R AAAAAACTAGTCGAGCGGTTTCTACTCGTCACCC

cchK_Hind_F AAAAAGCTTATGAGCACCAACCCCTTCGA

cchK_Spe_ R AAAACTAGTCACGGCAGTTGGGAGTTCAC

CDA_Hind_F AAAAAAGCTTGTGACCAATCCGTTCGAAGA

CDA_Spe_ R AAAAACTAGTCCGTCGTGGTCCGGTCAGTT

ermE_seq CGACCCGAGCACGCGCCGGC

couE_fwd ACTTCCGTCGGAAGCCGTCG

couE_rev ACCGTGAGGATCCTTCCGCC

gyrB_fwd GACTGGTTCGACCGCAACCC

gyrB_rev CCGTCGAGCACCATCAGGTG

couH_fwd AGGGCGTGATTCCATCACGC

couH_rev GGACGGGTGCTCATCTCTCA

fwd49F3 CGTCTTCAAGAATTCGCGGCCGCAATTAACCCTCACTAAAGCTAGCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
rev49F3 GGCCGCCAGTCCAGTGGTACGTGCGATCTTGCGGTCGGACACTAGTATTCCGGGGATCCGTCGACC
fwdSpecStrep CCGCCGCAACCGGCGCCGACCTTTTGTGGCGGGTCAAGAAGCTAGCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
revSpecStrep GTTCAAGTTCGCCGTGGGCAGTGGCAAGGTCATCAAGGGCACTAGTATTCCGGGGATCCGTCGACC
cloF_fwd TTTGAATTCGTGCACACGGCCGTGAT

cloF_rev AAATCTAGAGATGTCAGGCGTCCGCT

couO_Xba f  GATCAGTTCACTGACGCAGCACCAGGGGGGATCGAGATGTCTAGAATTCCGGGGATCCGTCGACC
couO_Xba r TCCGCCAGATCCTGAGCAGCGGGACCGAACGGCCGGTCATCTAGATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
couO_test f GAGAACTCCCTACCGCGAAC

couO test r CCGATGACTCCTTCGACGTC

In die Primer eingeflugten Restriktionserkennungssequenzen sind fett gedruckt. Homologe Sequenzen

fir A RED-vermittelte homologe Rekombination sind unterstrichen.
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2.10 Herstellung verwendeter Bakterienmutanten und DNA-

Konstrukte

2.10.1 Herstellung der AmbtH Cosmide cloMW15 und cloMW16

Fir die Inaktivierung des mbtH-homologen Gens cloY auf Cosmid cloBG01 wurde
das PCR-targeting System (Gust et al., 2004) verwendet. Das Cosmid cloBGO1
(Kan®) beinhaltet das komplette Clorobiocinbiosynthesegencluster sowie die attp/int-
Kassette des Phagen phiC31 flr die stabile Integration des Clusters in das S.
coelicolor Genom (Eustaquio et al., 2005a). Fur die Inaktivierung von cloY wurde
eine Apramycin-Resistenzkassette (aac(3)/V) mit den Primern cloYF_Xba und
cloYR_Spe (Tabelle 2-4) aus Plasmid pUG019 amplifiziert. Die Primer enthalten
jeweils 39 bp homologe Sequenz zur Sequenz upstream des cloY Start-Codons und
downstream des cloY Stop-Codons. In die Primersequenzen wurden
Restriktionsschnittstellen fur Xbal und Spel fur eine spatere Elimination der
Resistenzkassette eingeflugt. Das erhaltene 1077 bp grole PCR-Produkt wurde
verwendet, um das Gen cloY auf Cosmid cloBG01 mittels A RED-vermittelter
Rekombination (PCR-targeting) zu ersetzen (Gust et al., 2004). Das resultierende
AcloY apramycinresistente Cosmid wurde cloMW15 genannt. Restriktion von
cloMW15 mit Xbal und Spel und Religation der kompatiblen Uberhange, fiihrte zu
dem apramycinsensitive Cosmid cloMW16 (Abbildung 4). Die Uberpriifung der cloY-
Deletion erfolgte durch Restriktionsanalysen der Cosmide cloMW15 und cloMW16
sowie mittels PCR unter Verwendung der Kontrollprimer cloY_fwd und cloY_rev.

2.10.2 Deletion der mbtH-homologen Gene in S. coelicolor M512
Die Deletion der mbtH-homologen Gene SC0O3218 und SCO0489 in S. coelicolor

M512 erfolgte mittels PCR-targeting. Hierfir wurde eine Viomycin-Resistenzkassette
(vphloriT) aus Plasmid plJ780 mit den Primern CDA _Spe F und CDA Xba R
(Tabelle 2-4) amplifiziert. Das 1576 bp PCR-Produkt wurde anschlieRend fur die
Deletion von SC03218 (CDA-ORFX) auf Cosmid StE8 (Kan®) (Redenbach et al.,
1996) eingesetzt. Das entstandene Cosmid wurde als StEBACDA-ORFX bezeichnet
(Abbildung 4).

Fir die Deletion des Gens SC00489 (cchK) auf Cosmid StF76 (Kan®) (Redenbach et

al., 1996) wurde eine Apramycin-Resistenzkassette (aac(3)/V/oriT) mit den Primern
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cchK_Spe F und cchK_Xba R (Tabelle 2-4) aus Plasmid plJ773 ampilifiziert. Das
resultierende 1378 bp PCR-Produkt wurde anschlieend fur das PCR-targeting zur
Deletion von SCO0489 (cchK) auf Cosmid StF76 eingesetzt. Das entstandene
Cosmid wurde als StF76AcchK bezeichnet.

Fir das Einbringen der Cosmide in S. coelicolor M512 Uber Konjugation wurde
StEBACDA-ORFX in den E. coli Stamm ET12567/pUZ8002 elektroporiert. Die
Selektion entstandener E. coli-Transformanten erfolgte mit Viomycin (30 pg/ml) und
Chloramphenicol (25 pg/ml). Die Konjugation von StESBACDA-ORFX in S. coelicolor
M512 und anschlieRende Selektion fiir stabile doppel cross-over Mutanten (Vio";
Kan®) filhrte zur ACDA-ORFX Mutante S. coelicolor MWO01. AnschlieRend wurde
Cosmid StF76AcchK uber Konjugation in den zuvor hergestellten Stamm S.
coelicolor MWO01 eingebracht. Selektion fur stabile doppel cross-over Mutanten mit
Apramycin (50 uyg/ml) und Viomycin (30 ug/ml) fuhrten zur AmbtH-Doppelmutante
(ACDA-ORFXAcchK) die als S. coelicolor MWO03 bezeichnet wurde.

2.10.3 Herstellung der Komplementationskonstrukte fur S. coelicolor
MWO03

Fir die Komplementierung der S. coelicolor Mutanten wurden die Gene cloY,
SCO0489 (cchK), SCO3218 (CDA-ORFX) und couY uber PCR amplifiziert. Hierzu
wurden folgende Primerpaare verwendet: cloY_Hind_F/cloY_Spe R,
cchK_Hind_F/cchK_Spe R, CDA Hind_F/CDA_Spe R und
couY_Hind_F/couY_Spe R (Tabelle 2-4). Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des
Nucleospin-Kit (Macherey-Nagel) aufgereinigt und nach Restriktion mit Hindl/ll und
Spel in den ebenfalls Hindlll/Spel linearisierten Expressionsvektor pUWL201
(Doumith et al., 2000) unter Kontrolle des konstitutiven Promotors PermE™ kloniert.
Die entstandenen Plasmide wurden als pMWO01, pMW02, pMWO03 und pMWO04
bezeichnet. Sequenzierung der hergestellten Plasmide mit dem Primer ermE_seq
(Tabelle 2-4) bestatigte die erwartete Insertsequenz in allen Konstrukten. Fur die
Protoplastentransformation wurden die vier Plasmide in den nicht-methylierenden E.
coli-Stamm ET12567 elektroporiert und nach Inkubation Uber Nacht bei 37 °C die
Plasmid-DNA isoliert. Die anschlieBende Transformation erfolgte mittels PEG-
vermittelter Protoplastentransformation. Rekombinante Stamme wurden auf festem
DNA-Medium mit Thiostrepton (8 ug/ml) selektiert.
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2.11 Herstellung der Plasmide pMWcloF, pAE_ha7 und pVD1

2.11.1 Herstellung von pMWcloF

Das Gen cloF wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer cloF_fwd und
cloF_rev (Tabelle 2-4) aus Cosmid cloBGO01 amplifiziert. Die Primersequenzen
enthalten Restriktionsschnittstellen flr Xbal und EcoRI. Das 1093 bp PCR-Produkt
wurde mit Hilfe des Nucleospin 2 in 1 Kits aufgereinigt und UN bei 37 °C mit Xbal
und EcoRI verdaut. Anschliellend wurde die DNA in den ebenfalls Xbal/EcoRI
linearisierten Vektor pUWL201 unter den konstitutiven Promotor PermE™ ligiert. Das
entstandene Plasmid wurde als pMWcloF bezeichnet und die erwartete

Insertsequenz nach Sequenzierung mit dem Primer ermE_seq bestatigt.

2.11.2 Plasmide pAE_ha7 und pVD1

Plasmid pAE_ha7 wurde von A. Eustaquio hergestellt und enthalt das
Halogenasegen clo-hal des Clorobiocingenclusters unter dem konstitutiven Promotor
PermE* von pUWL201 (Eustaquio et al., 2003a). Plasmid pVD1 wurde von V. Dangel
im Arbeitskreis L. Heide hergestellt und enthalt das Regulatorgen novG unter dem

konstitutiven Promotor PermE™ von pUWL201.

2.12 Konstruktion der S. rishiriensis-Cosmidbank

Chromosomale-DNA des naturlichen Coumermycin As-Produzenten S. rishiriensis
DSM 40489 wurde aus 50 ml YMG-Kultur isoliert (Kieser et al., 2000) und
anschlie3end partiell mit Sau3A verdaut. Die DNA wurde dephosphoryliert und in den
Xbal/BamHI| linearisierten Cosmidvektor SuperCos1 ligiert. Die Ligationsprodukte
wurden mit dem Gigapack Il XL Kit (Stratagene, Heidelberg) ,verpackt und in E. coli
Sure® Zellen transformiert. Alle Schritte zur Herstellung der Cosmidbank erfolgten
hierbei nach den Angaben des Herstellers. Die Zellsuspension wurde auf 25 x 25 cm
LB-Platten mit Kanamycin und Carbenicillin (je 50 ug/ml) ausplattiert und UN bei 37
°C inkubiert. 10.000 Einzelkolonien wurden mit sterilen Zahnstochern in 96-well
Microtiterplatten mit je 1 ml LB-Flussigmedium (Kan 50 pug/ml) Gberfuhrt und bei 37
°C UN im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die Cosmidbank mittels eines

Stempels zu je 48 Einzelkolonien auf LB-Platten (Kan 50 pg/ml) ausgestempelt und
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UN bei 37 °C kultiviert. Zur Lagerung wurden alle 96 wells der Mikrotiterplatten mit
0,5 ml 60 %igem Glycerol versetzt und bei -70 °C tiefgefroren.

213 PCR-screening der Cosmidbank

Das Screening der neu hergestellten S. rishiriensis-Cosmidbank erfolgte mittels
PCR-Amplifikation ausgewahlter DNA-Fragmente. Die eingesetzten Primer
couE_fwd und couE_rev (Tabelle 2-4) amplifizieren ein 1020 bp Fragment mit Beginn
806 bp upstream des Start-Codons von couE. Dieses PCR-Produkt diente zur
Identifizierung des linken (5°) Endes des Coumermycin As-Genclusters. Das
Primerpaar gyrB_fwd und gyrB_rev (Tabelle 2-4) amplifiziert ein 1009 bp Fragment
einschlieRlich des Stop-Codons des Resistenzgens gyrB® und diente der
Identifizierung des rechten (3’) Endes des Coumermycin Aj-Genclusters. Die
Primersequenzen wurden aus der bereits annotierten Coumermycin Aj-
Genclustersequenz AF235050 abgeleitet.

Zur Durchfuhrung des PCR-screenings wurden je 48 ausgestempelte Einzelkolonien
der Cosmidbank mit 2 ml H,O von LB-Platten abgespult und die Cosmid-DNA isoliert.
Die isolierte Cosmid-DNA wurde anschlieBend zur Uberprifung mittels PCR
eingesetzt. Bei positiven PCR-Ergebnissen mit den entsprechenden Primerpaaren,
die auf einen 48er pool zurlckzufuhren waren, wurde dieser in drei Folgeschritten
(24er und 12er pools) bis zu den Einzelkolonien aufgelost. In einer zweiten PCR-
screening Runde wurden die Primer couH fwd und couH rev (Tabelle 2-4)
verwendet. Hierbei wurde ein 2014 bp Fragment amplifiziert, das einen Teil des
intergenetischen Bereichs zwischen couY und couH, als auch das Gen couH
beinhaltet. Innerhalb dieser Sequenz ist die einzige Nsil-Restriktionsschnittstelle des
Coumermycin Ai-Genclusters lokalisiert, deren Anwesenheit fur die weiterfUhrenden

Arbeitsschritte von Bedeutung war.

2.14 Identifizierung der Cosmide 49F3 und 51D9

Aus der S. rishiriensis Cosmidbank wurden zwei Cosmide isoliert, die flr
Folgeexperimente naher charakterisiert wurden. Cosmid 49F3 zeigte sowohl mit den
gyrB-Primern, als auch mit den couH-Primern, das erwartete PCR-Fragment. PCR
mt den couE-Primern fuhrte zu keinem Produkt. Das Cosmid 51D9 zeigte mit den

couH-Primern und den couE-Primern das erwartete PCR-Fragment, jedoch nicht mit
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den gyrB-Primern. Nach lIsolation von DNA wurden die Endbereiche der Cosmide
49F3 und 51D9 mit T7- und T3-Primern des SuperCos 1-Vektors ansequenziert
(MWG-Biotech, Ebersberg). Damit konnte das 5-Ende des klonierten Inserts von
49F3 im Gen couG ermittelt werden. Das 3’-Ende des Inserts von Cosmid 51D9

befindet sich in der Sequenz von coul.

2.15 Klonierung des gesamten Coumermycin As-Genclusters uber

A RED-vermittelte Rekombination

2.15.1 Herstellung von Cosmid couMW12

FiUr die Klonierung des vollstandigen Coumermycin As-Genclusters ausgehend von
zwei Uberlappenden Cosmiden, wurde eine modifizierte Strategie des PCR-targeting-
Systems (Gust et al., 2004) benutzt. Die aus der S. rishiriensis Cosmidbank isolierten
Cosmide 49F3 (Kan®) und 51D9 (Kan®) wurden dabei modifiziert. Fir die
Modifikation von Cosmid 49F3 wurde zuerst eine Apramycin-Resistenzkassette
(aac(3)IV/oriT) aus Plasmid plJ773 mit den Primern fwd49F3 und rev49F3 (Tabelle
2-4) mittels PCR amplifiziert. Die Erkennungssequenz fur die Restriktionsenzyme
Nhel und Spel fur eine spatere Elimination des Resistenzmarkers, wurden in die
Primersequenzen eingefugt. Die Primer beinhalten jeweils 40 bp Sequenzhomologie
zur Sequenz 979 bp und 868 bp upstream von couY innerhalb des Gens couG, die
gerade noch auf 49F3 vorhanden ist. Nach PCR-Amplifikation wurde die 1381 bp
groRe Resistenzkassette Uber A RED-vermittelte homologe Rekombination (Gust et
al., 2004) in Cosmid 49F3 eingebracht. Das entstandene

apramycin/kanamycinresistente Cosmid wurde als couMW12 bezeichnet.

2.15.2 Herstellung von Cosmid couMW13

Die Spectinomycin/Streptomycin-Resistenzkassette (aadA/oriT) wurde mit den
Primern fwdSpecStrep und revSpecStrep (Tabelle 2-4) aus Plasmid plJ778
amplifiziert. Die Primer beinhalten je 40 bp homologe Sequenz flr die Insertion der
Resistenzkassette 1006 bp upstream von couE in Cosmid 51D09.
Restriktionsschnittstellen fur Nhel and Spel wurden fur eine spatere Elimination der
Kassette in die Primersequenzen eingefugt. Nach PCR-targeting von Cosmid 51D9

mit dem 1461 bp PCR-Fragment und anschlieRender Selektion auf
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Spectinomycin/Streptomycin (50 pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml), wurden einzelne
Transformanten ausgewahlt und die Cosmid-DNA isoliert. AnschlieRende
Uberprifungen mittels Restriktionsanalyse und PCR bestatigten die korrekte
Insertion der Kassette in Cosmid 51D9. Das resultierende spec/strep-resistente

Cosmid wurde als couMW13 bezeichnet.

2.15.3 Herstellung von Cosmid couMW14

Die Herstellung von Cosmid couMW14 mit dem vollstandigen Coumermycin As-
Gencluster erfolgte Uber A RED-vermittelte homologe Rekombination nach dem
PCR-targeting Prinzip. In einem praparativen Ansatz wurde couMW13 Cosmid-DNA
mit Nhel und Nsil verdaut und die entstandenen Fragmente Uber Gelelektrophorese
aufgetrennt. Die Isolation des 5930 bp Fragments aus der Gelmatrix erfolgte mit Hilfe
des Nucleospin Extract 2 in 1 Kits. Das isolierte Fragment wurde anschlieRend fur
das PCR-targeting von Cosmid couMW12 eingesetzt. Hierfur wurde couMW12 in den
E. coli Stamm BW25113/plJ790 elektroporiert und gewachsene Transformanten mit
Chloramphenicol (25 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml) und Apramycin (50 pg/ml)
selektioniert. Nach Elektroporation von ET12567/plJ790/couMW12 mit dem
aufgereinigtem 5930 bp Restriktionsfragment, wurde der Transformationsansatz auf
LB-Platten (Kan 50 upg/ml; Spec/Strep 50 pg/ml) ausplattiert und UN bei 37 °C
inkubiert. Gewachsene spec/strep-resistente E. coli Transformanten wurden in
Flissigkultur (Kan 50 pg/ml; Spec/Strep 50 pg/ml) kultiviert und nach Isolation der
Cosmid-DNA, wurde die Integration des 5930 bp Fragments mittels PCR und
Restriktionsanalysen Uberpruft. Cosmide, welche die erfolgreiche Insertion des
Restriktionsfragments zeigten und damit das vollstandige Coumermycin As-

Biosynthesegencluster enthielten, wurden als couMW14 bezeichnet.

2.15.4 Herstellung von Cosmid couMW15 und couMW16

Die Elimination der Spec/Strep-Resistenzkassette aus Cosmid couMW14 erfolgte
durch NhellSpel Restriktion und anschlieBender Religation der kompatiblen
Uberhange. Hierfiir wurde Cosmid-DNA von couMW14 iber Nacht mit Nhe/ und Spel
verdaut und anschlieRend bei 16 °C UN religiert. Der Ligationsansatz wurde in
CaCly-kompetente E. coli XL-1 Zellen transformiert und entstandene Transformanten

anschlielend mit Kanamycin (50 ug/ml) selektioniert. Die erfolgreiche Elimination der
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Spec/Strep-Kassette wurde mit PCR und Restriktionsanalysen nach Isolation von
Cosmid-DNA Uberpruft. Die so entstandenen Spec/Strep-sensitiven Cosmide wurden
als couMW15 bezeichnet.

FiUr eine spatere Integration des Cosmids mit dem vollstandigen Coumermycin A;-
Genclusters in das Genom von S. coelicolor M512, wurde die bla-Sequenz des
SuperCos1 Vektors von Cosmid couMW15 durch die attp/oriT-Kassette (attP, int, tet,
oriT) aus Plasmid plJ787 ersetzt (Eustaquio et al., 2005a). Das resultierende Cosmid
couMW16 beinhaltet damit das vollstandige Coumermycin Ai-Gencluster sowie die
sequenzspezifischen Integrationsfunktionen des Phagen phiC31. Cosmid couMW16
wurde nach PCR-Uberpriifung und Restriktionsanalysen zur Komplettsequenzierung

verschickt.

2.15.5 Herstellung der AcouO Cosmide couMW17 und couMW18

Zur Herstellung neuer Coumermycin As-Derivate wurde das Methyltransferasegen
couO auf Cosmid couMW16 durch die PCR-targeting Methode deletiert. Eine
Apramycin-Resistenzkassette (aac(3)/V/oriT) wurde mit den Primern couO_Xba_f
und couO_Xba_r (Tabelle 2-4) aus Plasmid pldJ773 amplifiziert. Die verwendeten
PCR-Primer enthalten je 40 bp Homologie zur Sequenz unmittelbar vor dem Start-
und nach dem Stop-Codon von couO, sowie eine Xbal Restriktionsschnittstelle. Das
erhaltene PCR-Produkt (1439 bp) wurde fur die Inaktivierung von couO in Cosmid
couMW16 im E. coli-Stamm BW25113/plJ790/couMW16 eingesetzt. Resultierende
Transformanten welche die Resistenzkassette erfolgreich integriert hatten
(couMW17), wurden auf apramycinhaltigem Medium selektioniert und die Cosmid-
DNA ausgewahlter Klone mit Hilfe der Testprimer couO_test f und couQO_test r
(Tabelle 2-4) Uberpruft. Die Amplifikation eines 1663 bp PCR-Produkts bestatigte
dabei den Austausch von couO gegen die aac(3)IV/oriT-Kassette in Cosmid
couMW17. Um mogliche polare Effekte der inserierten Resistenzkassette auf
nachfolgende Gene zu vermeiden, wurde diese uber Restriktion und Religation aus
Cosmid couMW17 entfernt. Hierfur wurde Cosmid-DNA von couMW17 Uber Nacht
bei 37 °C mit Xbal verdaut. Nach Religation bei 16 °C fur 16 Stunden wurde der
Ligationsansatz durch CaCl,-vermittelte Transformation in E. coli DH5a-Zellen
eingebracht und auf kanamycinhaltigem Medium ausplatiert. Isolierte Cosmid-DNA
aus kanamycinresistenten Transformanten wurde durch Restriktionsanalysen und

PCR (couO _test f und couO_test r) untersucht. Das Entfernen der Apramycin-
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Resistenzkassette fiihrte zum Verbleib einer 6 bp ,scar” innerhalb der urspriinglichen
couO-Sequenz. Das resultierende Cosmid wurde als couMW18 bezeichnet. Nach
Integration von couMW18 in das Genom von S. coelicolor M512 wurde der Genotyp
der couMW18 Integrationsmutanten mit den Testprimern couO_test f und

couQ _test r Uberpruft.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Funktion des mbtH-ahnlichen Gens cloY

aus dem Clorobiocingencluster

3.1.1 mbtH-ahnliche Gene und moégliche Funktionszuordnungen

CloY ist ein 218 bp grolles Gen, das im Clorobiocingencluster downstream des
putativen Regulatorgens cloG (Eustaquio et al., 2005b) und upstream des Gens cloH
lokalisiert ist (Abbildung 3). Fur die Gruppe der downstream von cloY gelegenen
Gene cloH, I, J, und K konnte eine Beteiligung an der Biosynthese der 3-Amino-4,7-
dihydroxycoumarineinheit von Clorobiocin nachgewiesen werden (Chen & Walsh,
2001; Pacholec et al., 2005a).

OH OH OH

o
H, a | Simocyclinon D8 |

) c/@/i-O | Coumermycin A, |

H
OH H
i pZ
[ H 1 J K L Hj N
by co LMD > e H o™ No oH
(b) H3C— ]
e v " | , o« . T OH Clorobiocin
S R )< i B B LY
cou H.C
Y
H
A S B S i —
SLUEE ) S m— B B Ep
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Abbildung 3: (a) Strukturen der Aminocoumarin-Antibiotika Clorobiocin, Coumermycin A;,
Novobiocin und Simocyclinon D8. Die charakteristische 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarineinheit
ist hervorgehoben. (b) Organisation der verantwortlichen Gene fiir die Biosynthese der
Aminocoumarineinheit innerhalb der Gencluster von Clorobiocin (clo), Coumermycin A, (cou),

Novobiocin (nov) und Simocyclinon D8 (sim).
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Eine ahnliche Anordnung dieser Gene findet sich auch im Novobiocin- und
Coumermycin Ai-Gencluster. Wahrend im Coumermycin As-Gencluster das cloY
orthologe Gen couY an entsprechender Stelle wie cloY im Clorobiocingencluster
lokalisiert ist, fehlt im Novobiocingencluster ein solches Gen. Sequenzanalysen auf
Aminosdureebene ergaben eine Ahnlichkeit von CouY zu CloY von 81 %. Im
Simocyclinon D8-Gencluster sind ebenfalls Orthologe aller Gene der
Aminocoumarinbiosynthese, einschliellich des kleinen ORFs simY, vorhanden. Ein
orthologes Gen zu cloG fehlt hier jedoch. Datenbankanalysen ergaben eine
Sequenzahnlichkeit von SimY zu CloY von 59 %. CloY, couY und simY codieren fur
Proteine von 71, 71 und 70 Aminosauren und weisen groe Ahnlichkeiten zu mbtH
aus dem Mycobactingencluster von Mycobacterium tuberculosis auf. Mycobactin ist
ein nichtribosomal gebildetes Peptid-Siderophor, das fur die Komplexierung von
Eisen und die anschlieRende Aufnahme in die Zelle verantwortlich ist (Quadri et al.,
1998). Eine Funktionszuordnung flir mbtH in der Mycobactinbiosynthese konnte nicht
hergestellt werden. Da bisher nur wenige Daten Uber mogliche Funktionen der mbtH-
ahnlichen Gene vorliegen, wurde beschlossen die Bedeutung von cloY fur die

Clorobiocinbiosynthese experimentell zu untersuchen.

3.1.2 Inaktivierung von cloY im Clorobiocinbiosynthesegencluster und

heterologe Expression des AcloY Genclusters

Um festzustellen welche Auswirkung der Verlust des mbtH-ahnliche Gens cloY auf
die Clorobiocinbiosynthese hat, wurde ein Inaktivierungsexperiment durchgefihrt.
Das integrative Cosmid cloBGO1 (Abbildung 4) beinhaltet das komplette
Clorobiocingencluster und wurde bereits erfolgreich fur die heterologe Expression
von Clorobiocin in S. coelicolor M512 eingesetzt (Eustaquio et al., 2005a). Fur die
Inaktivierung von cloY mittels PCR-targeting, wurde eine Apramycin-
Resistenzkassette Uber PCR amplifiziert und anschliel3end fir die Deletion von cloY
auf Cosmid cloBGO1 verwendet. Das resultierende apramycinresistente AcloY
Cosmid wurde als cloMW15 bezeichnet (Abbildung 4). Um mdgliche polare Effekte
der integrierten Kassette zu vermeiden, wurde diese durch Xbal/Spel-Restriktion aus
dem Cosmid entfernt. Die anschlieRende Religation der kompatiblen Uberhénge

fuhrte zu Cosmid cloMW16 (Abbildung 4). In diesem Cosmid ist der gesamte open
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reading frame von cloY deletiert und durch eine 18 bp ,scar‘-Sequenz zwischen dem

cloY Start- und Stop-Codon ersetzt.

(a) cloG cloY cloH

N NN N N N N
E F I J KL M1 23 4 5 6 7 hal P Q R ST U VWZ gyrBRparY

(b)
cloG cloY cloH N
S — e e Hereee
cloBGO1 cloy_fwd B <« cloY_rev
Y4210
Spel X]al
cloG | aac3/IV cloH N
cloMW15 e ) ) Do
cloY_fwd > <« cloY_rev
L ]
) 1209bp )
cloG sc:ar cloH \
cloMW16 - ——)—}— -
cloY_fwd e cloY_rev
—
258bp

Abbildung 4: (a) Cosmid cloBG01 enthilt das intakte Clorobiocingencluster sowie die

Integrationsfunktionen des Phagen phiC31. Die Gene des Clorobiocingencluster sind grau

unterlegt. (b) Inaktivierung von cloY auf Cosmid cloBG01 und Konstruktion der Cosmi

de

cloMW15 und cloMW16. Die erwarteden PCR-Produkte bei Verwendung der Kontrollprimern

cloY_fwd und cloY_rev sind eingezeichnet.
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Fir die heterologe Expression des AcloY Cosmids wurde cloMW16 tUber Konjugation
in den heterologen Wirtsstamm S. coelicolor M512 eingebracht. Vier individuelle
Streptomyceten-Integrationsmutanten von S. coelicolor(cloMW16) wurden isoliert
und die cloY ,scar“-Version nach Isolation genomischer DNA mittels PCR Analyse
nachgewiesen (Abbildung 5). Als Kontrolle wurde cloBGO1 in das Genom von S.

coelicolor M512 integriert und das intakte cloY Gen im Genom der Mutante

nachgewiesen (Abbildungb).

Abbildung 5: PCR-Uberpriifung genomischer DNA mit den Primern cloY_fwd und cloY_rev von
verschiedenen S. coelicolor Mutanten. Vier individuelle S. coelicolor(cloMW16)
Integrationsmutanten (1-4); Vier individuelle S. coelicolor MW03(cloMW16) AmbtH
Dreifachmutanten (5-8). Als Kontrolle wurde genomische DNA von S. coelicolor(cloBGO01) (9),
sowie die Cosmide cloBG01 (10) und cloMW16 (11) verwendet. Bei dem intaktem Gen cloY ist
ein 421 bp PCR-Produkt zu erwarten. Fiir die cloY ,,scar“-Version ist ein 258 bp PCR-Produkt zu
erwarten. DNA-GroBenmarker (M). Bei allen Integrationsmutanten konnte das erwartete PCR-

Produkte von 258 bp identifiziert werden.

Fir die Analysen zur Clorobiocinproduktion wurden die beiden Stadmme S.
coelicolor(cloBG01) und S. coelicolor(cloMW16) unter den in 2.3.3 beschriebenen
Bedingungen zur Sekundarstoffproduktion kultiviert. Die Ermittlung der produzierten
Clorobiocinmengen erfolgte mittels HPLC Analyse unter Verwendung eines
Clorobiocinstandards. Fur den Stamm mit dem vollstandigen Clorobiocingencluster
S. coelicolor(cloBG01) lag die Clorobiocinproduktion bei 54 mg/l, wahrend die
durchschnittliche Produktion der AcloY Defektmutante S. coelicolor(cloMW16) nur bei
12 mg/l lag (Abbildung 6). Fruhere Inaktivierungsexperimente von Biosynthesegenen
oder Regulatorgenen der Aminocoumaring-Gencluster hatten immer zu einem
vollstandigen oder fast-vollstandigen Ausfall der Antibiotikaproduktion gefuhrt
(Eustaquio et al., 2005b; Li & Heide, 2005). Die hier erzielten Ergebnisse zeigen

jedoch, dass die Clorobiocinbiosynthese auch nach Verlust des mbtH-ahnlichen
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Gens cloY funktionsfahig bleibt und weiterhin zu einer Clorobiocinproduktion von
rund 22 % im Vergleich zum Kontrollstamm fuhrt.

Die ermittelten Produktionsmengen der AmbtH Defektmutante waren dabei aber
deutlich geringer (12 pg/ml) als die des Kontrollstamms mit intaktem Genclusters (54
pg/ml). Eine regulatorische Funktion von CloY konnte daher nicht ausgeschlossen
werden, warend eine katalytische Funktion, u.a. wegen der geringen Groe des
Proteins, weiterhin als unwahrscheinlich galt. Es wurde daher die Hypothese
aufgestellt, dass nach Inaktivierung von cloY die Funktion dieses Gens von anderen
Genen Ubernommen wird, die im Genom des heterologen Wirts S. coelicolor M512
lokalisiert sind. Fir eine experimentelle Uberpriifung dieser Annahme konnte dabei
von zwei entscheidenden Vorteilen des heterologen Expressionssystems Gebrauch
gemacht werden: Zum einen ist das Genom von S. coelicolor M145 komplett
sequenziert und liegt als annotierte Sequenz vor (Bentley et al., 2002), und zum
Anderen sind sehr effiziente Methoden fir die genetische Manipulation dieses

Stamms beschrieben.

Clorobiocin

mAU
1000 - Novclobiocin 101

900 ~
800 4 S. coelicolor(cloBG01)

Isoclorobiocin
A,

700 -
600 -
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400 -
300 -
200 -
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0 \\\\\\\\\_‘\\\-\\\
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Abbildung 6: HPLC Analyse der Clorobiocinproduktion der Streptomyces coelicolor Mutanten
S. coelicolor(cloBG01) und S. coelicolor(cloMW16). S. coelicolor(cloBG01) enthilt das intakte
Clorobiocingencluster und S. coelicolor(cloMW16) enthalt das AcloY Gencluster. Wie schon
friiher beobachtet (Eustaquio et al., 2005a), tritt Clorobiocin zusammen mit den
Strukturanaloga Novclobiocin 101 und Isoclorobiocin auf. Das Verhiltnis zwischen Clorobiocin
und dem unchlorierten Analogon Novclobiocin 101 schwankte innerhalb verschiedener

Kultivierungen derselben Mutante.
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3.1.3 Inaktivierung der mbtH-Homologen im Genom von S. coelicolor
M512 und Herstellung der AmbtH Doppelmutante S. coelicolor
MWO03

Durch eine Analyse der Genomsequenz von Streptomyces coelicolor konnten zwei
Gene identifiziert werden, die starke Sequenzahnlichkeit zu cloY zeigen. Dabei
handelt es sich bei dem Gen SCO3218 um den als CDA-ORFX bezeichneten, 216
bp kleinen open reading frame aus dem calcium-dependent antibiotic (CDA)-
Genclusters (Hopwood & Wright, 1983). Fir die Sco-Nummer SC0O0489 ist das 213
bp kleine Gen cchK aus dem Coelichelingencluster annotiert (Challis & Ravel, 2000).
Die vorhergesagten Aminosauresequenzen dieser beiden Gene zeigen eine
Sequenzahnlichkeit zu CloY von 68 % fur CDA-ORFX und 62 % fur CchK. CDA-
ORFX und cchK sind ebenfalls als mbtH-ahnliche Gene ohne bekannte Funktion in
der Datenbank hinterlegt.

Die Deletion von CDA-ORFX und cchK erfolgte zuerst auf den zwei isolierten S.
coelicolor Cosmiden StE8 und StF76 (Abbildung 7). Fur die Inaktivierung von CDA-
ORFX wurde das Gen SC03218 mittels PCR-targeting auf dem Cosmid StE8 (Kan®)
durch eine Viomycin-Resistenzkassette ersetzt. Integration des Cosmids StESACDA-
ORFX (Kan®, Vio®) in das Genom von S. coeliolor M512 und anschlieRendes
Screening auf doppel cross-over Mutanten (Kan®, Vio") filhrte zur ACDA-ORFX
Mutante S. coelicolor MWO01.

FUr die Inaktivierung des zweiten mbtH-homologen Gens cchK wurde das Gen
SC00489 auf Cosmid StF76 (Kan®) mittels PCR-targeting durch eine Apramycin-
Resistenzkassette ersetzt. AnschlieRend wurde das entstandene Cosmid
StF76AcchK (KanR, Apra®) (Abbildung 7) in S. coelicolor MW01 eingebracht und fiir
doppel cross-over Mutanten (Kan®, VioR, ApraR) selektioniert. Die resultierende
AmbtH Doppelmutante (AcchKACDA-ORFX) wurde als S. coelicolor MWO03
bezeichnet.
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(a) $C03217 CDA-ORFX $C03219
A A
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Abbildung 7: Inaktivierung der mbtH-ahnlichen Gene CDA-ORFX und cchK. Die Inaktivierung
des mbtH-ahnlichen Gens CDA-ORFX erfolgte auf Cosmid StE8 durch PCR-targeting mit einer
Viomycin-Resistenzkassette (a). Die Inaktivierung von cchK auf Cosmid StF76 erfolgte mit

einer Apramycin-Resistenzkassette (b).

3.1.4 Heterologe Expression des AcloY Genclusters cloMW16 in der S.
coelicolor mbtH Doppelmutante S. coelicolor MW03 und Analyse

der Clorobiocinproduktion

Fir die heterologe Expression des AcloY Genclusters wurde Cosmid cloMW16 Uber
triparentale Konjugation in den heterologen Stamm S. coelicolor MWO03 eingebracht.
Sequenzspezifische Integration in das Genom von S. coelicolor M512 flhrte
zurAmbtH Dreifachmutante S. coelicolor MW03(cloMW16). Diese beinhaltet damit
das AcloY Clorobiocingencluster in einem Wirtsgenom, in dem zuvor alle mbtH-
homologen Gene inaktiviert wurden. Nach Kultivierung auf Selektionsmedium

wurden drei individuelle Exkonjuganten isoliert und nach Isolation von genomischer
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DNA der Verlust aller mbtH-ahnlichen Gene mittels PCR Analyse bestatigt
(Abbildung 8; Abbildung 5).

2160 bp
1859 bp

903 bp

685 bp

Abbildung 8: PCR-Uberpriifung zum Nachweis der Deletion der mbtH-ihnlichen Gene SC03218
und SCO0489 in S. coelicolor MW03(cloMW16). Verwendete Kontrollprimern CDA_fwd und
CDA_rev (1-4) sowie cchK_fwd und cchk_rev (Tabelle 2-4) (Spur 5-8). Genomischer DNA von
drei AmbtH Dreifachmutanten S. coelicolor MW03(cloMW16) (Spur 2, 3, 4 sowie 6, 7 und 8). Als
Kontrolle wurde genomische DNA von S. coelicolor M512 verwendet (Spur 1 und 5). Fiir das
intakte Gen SC03218 wurde ein 903 bp Fragment erwartet. Bei Anwesenheit der Viomycin-
Resistenzkassette wurde ein 2160 bp PCR-Produkt. Fiir das intakte Gen SC0O0489 wurde ein
685 bp Fragment erwartet. Bei Anwesenheit der Apramycin-Resistenzkassette wurde ein 1859
bp PCR-Produkt erwartet. Die Deletion der beiden mbtH-ahnlichen Gene SC03218 und
SC00489 konnte in allen AmbtH Dreifachtmutanten nachgewiesen werden.

Nach Kultivierung in  Produktionsmedium (s. Kapitel 2.4.3) wurde die
Clorobiocinproduktion Uber HPLC Analysen ermittelt (Abbildung 9). Wahrend fur S.
coelicolor(cloBG01) mit dem  vollstdndigen  Clorobiocingencluster  eine
Clorobiocinproduktion von rund 50 ug/ml festgestellt wurde, lag die
Clorobiocinproduktion der AmbtH Dreifachmutanten nur noch bei durchschnittlich 0,3
pjg/ml. Dieser dramatische Ruckgang der Clorobiocinbiosynthese der AmbtH
Dreifachmutanten von rund 99 % im Vergleich zum Kontrollstamm hat bewiesen,
dass die Inaktivierung aller drei mbtH-ahnlichen Gene eine deutliche Auswirkung auf

die Clorobiocinproduktion hat.
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Abbildung 9: HPLC Analyse der Clorobiocinproduktion von S. coelicolor MW03(cloMW16) und
S. coelicolor(cloBGO01). S. coelicolor MW03(cloMW16) enthidlt das AcloY Clorobiocingencluster
in einem mbtH-freien Wirtsgenom. S.coelicolor(cloBG01) ist der unverdanderte heterologe

Clorobiocinproduzent (Eustaquio et al., 2005a).

3.1.5 Komplementierung der mbtH Dreifachmutante S. coelicolor
MWO03(cloMW16) mit cloY, CDA-ORFX und cchK

Um zu zeigen, dass die beobachtete Reduktion der Clorobiocinbiosynthese
tatsachlich auf die Inaktivierung der drei Gene cloY, CDA-ORFX und cchK
zuruckzufuhren war, wurde die AmbtH Dreifachmutante S. coelicolor
MWO03(cloMW16) mit jedem dieser Gene komplementiert. Hierfir wurden die
einzelnen Gene Uber PCR amplifiziert und anschlieRend unter den konstitutiven
Promotor ermE™ des replikativen Plasmids pUWL201 (Doumith et al., 2000) kloniert
(s. Kapitel 2.10.3). Sequenzierung der klonierten Gene in pUWL201 mit dem Primer
ermE_seq bestatigte die korrekte Sequenz der klonierten Inserts. Jedes der drei
hergestellten Plasmide wurde in S. coelicolor MWO03(cloMW16) eingebracht und
jeweils drei unabhangige Transformanten pro Konstrukt isoliert. Kultivierung dieser
Komplementationsmutanten in Clorobiocinproduktionsmedium und anschliel3ende
HPLC Analyse der Sekundarstoffproduktion, zeigten die Wiederherstellung der

Clorobiocinproduktion in allen Mutanten (Abbildung 10). Die Komplementierung der
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AmbtH Dreifachmutante mit cloY fuhrte zu einer Clorobiocinproduktion von 8 pg/mil.
Die Komplementierung mit cchK (4,1 ug/ml) und CDA-ORFX (5,1 pg/ml) fuhrte zu
ahnlichen Produktionsmengen. Im Gensatz dazu produzierte der Kontrollstamm mit

leerem Vektor weniger als 0,5 ug/ml.

5.oooalicalar MWD clobW g
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Abbildung 10: HPLC Analyse der Clorobiocinproduktion der AmbtH Dreifachmutante S.
coelicolor MW03(cloMW16) nach Komplementierung mit intakten Kopien von cloY, cchk, CDA-
ORFX und couY. Wie schon friiher beobachtet (Eustaquio et al., 2005a), tritt Clorobiocin
zusammen mit den Strukturanaloga Novclobiocin 101 und Isoclorobiocin auf (s. Abbildung 6).
Das Verhiltnis zwischen Clorobiocin und dem unchlorierten Analogon Novclobiocin 101

schwankte innerhalb verschiedener Kultivierungen derselben Mutante.

Damit wurde gezeigt, dass die Komplementierung der AmbtH Dreifachmutante mit
jedem der drei mbtH-homologen Gene cloY, CDA-ORFX und cchK mindestens zu
einer Verzehnfachung der Clorobiocinproduktion fuhrt. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass sich mbtH-ahnliche Gene verschiedener Gencluster gegenseitig in
ihrer Funktion ersetzten kdénnen. Es st jedoch anzumerken, dass die
Komplementierungen der AmbtH Dreifachmutante nicht zur vollen Wiederherstellung
der urspringliche Produktionslevel flhrte. Eine Ursache hierfir kdnnte sein, dass die
einzelnen Gene nicht unter ihren eigenen Promotoren, sonder unter der Kontrolle
des konstitutiven Promotors ermE* exprimiert wurden. Moglicherweise spielt auch die

Anzahl der Genprodukte des Multicopyplasmids pUWL201 hierbei eine Rolle.
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3.1.6 Komplementierung der mbtH Dreifachmutante S. coelicolor

MWO03(cloMW16) mit couY aus dem Coumermycin A;-Gencluster

Das 216 bp groRe Gen couY ist im Coumermycin A-Cluster zwischen den Genen
couG und couH lokalisiert. Ahnlich wie cloY im Clorobiocingencluster codiert cou fir
ein MbtH-Protein welches eine Sequenzahnlichkeit von 81 % zu CloY aufweist. Um
zu Uberprufen ob couY ebenfalls die AmbtH Dreifachmutante komplementieren kann,
wurde couY in den Expressionsvektor pUWL201 kloniert und anschliefend in S.
coelicolor MWO03(cloMW16) eingebracht. Drei unabhangige Transformanten wurden
isoliert und fir die Analyse zur Clorobiocinproduktion angezogen. Anschliel3ende
HPLC Analysen zeigten, dass die Inaktivierung von cloY durch das orthologe Gen
couY aus dem Coumermycin Ajs-Gencluster komplementiert, und die
Clorobiocinproduktion in der AmbtH Dreifachmutante wieder hergestellt werden kann.
Die ermittelte Clorobiocinproduktion nach Komplementierung mit couY lag bei 5,3
Mg/ml und war damit vergleichbar mit den Produktionen nach Komplementierung mit
den Genen cchK, CDA-ORFX und cloY (Abbildung 10).

3.1.7 Nachweis des Einflusses von cloY auf die Bildung der 3-Amino-
4,7-dihydroxycoumarineinheit

Die oben beschriebenen Experimente haben gezeigt, dass verschiedene mbtH-
ahnliche Gene unterschiedlicher Gencluster sich gegenseitig in ihrer Funktion
ersetzen konnen. Erst der Wegfall aller mbtH-ahnlichen Gene im hetreologen
Clorobiocinproduzenten fuhrte zu einem Produktionsrickgang von 99 %. Es stellte
sich daher die Frage, ob cloY als Regulator in der Clorobiocinbiosynthese fungiert,
oder ob es an katalytischen, regulatorischen oder anderen Funktionen bei der
Bildung des Clorobiocinmolekuls beteiligt ist. Da im Clorobiocin-, im Coumermycin
A+- und im Simocyclinon D8-Gencluster die cloY-Homologen in enger Nachbarschaft
zu den Genen fur die Bildung des 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarinrings lokalisiert
sind (Abbildung 3), konnte vermutet werden, dass cloY in die Biosynthese dieser
spezifischen Struktur involviert ist. Um diese Theorie zu prufen, wurde die AmbtH
Dreifachmutante S. coelicolor MWO03(cloMW16) mit der Aminocoumarineinheit aus
Novobiocin gefuttert. Dieses Molekll besitzt an Position C-8 des 3-Amino-4,7-
dihydroxycoumarinrings eine Methylgruppe. Clorobiocin ist an dieser Position mit

einem Chloratom halogeniert (Abbildung 3). Bereits friher durchgefuhrte
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Experimente haben gezeigt, dass die 3-Amino-4,7-dihydroxy-8-
methylcoumarineinheit von allen Enzymen der Clorobiocinbiosynthese gut akzeptiert
wurde und zur Bildung des C-8 methylierten Clorobiocinanalogons Novclobiocin 102
fuhrte (Eustaquio et al., 2003a; Eustaquio et al., 2004).

Fur Fltterungsexperimente wurden insgesamt 2 mg 3-Amino-4,7-dihydroxy-8-
methylcoumarin zu 50 ml Produktionskultur der AmbtH Dreifachmutante S. coelicolor
MWO03(cloMW16) zugefuttert (s. 2.4.3). Nach Kultivierung fur 7 Tage wurde die
Sekundarstoffproduktion mittels HPLC analysiert (Abbildung 11). Es zeigte sich dass
ohne Zufltterung weiterhin minimale Mengen an Clorobiocin produziert werden (0,3
pg/ml). Nach Zufutterung von 3-Amino-4,7-dihydroxy-8-methylcoumarin konnte die
Akkumulation von Novclobiocin 102 (5,2 pg/ml) nachgewiesen werden (Abbildung
11). Die Identitdt dieser Substanz wurde anschlieBend mittels HPLC/LC-MS
Analysen bestatigt (s. Anhang VII). Eine minimale Clorobiocinproduktion von
durchschnittlich 0,3 pg/ml wurde in der S. coelicolor MWO03(cloMW6) Mutante
identifiziert. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Deletion der mbtH-ahnlichen Gene
speziell die Biosynthese der Aminocoumarineinheit des Clorobiocinmolekuls
beeinflussen, wahrend die Biosynthese der anderen Strukturelemente und ihre

Verknupfungsreaktionen in der AmbtH Dreifachmutante weiterhin moglich waren.

....... S. coelicolor MW03(cloMW16) gefiittert

S. coelicolor MW03(cloMW16) ungefiittert

Novclobiocin 102

l

Clorobiocin

l

T T T T T T T
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Abbildung 11: HPLC Analyse der gefiitterten und ungefitterten AmbtH Dreifachmutante S.
coelicolor MWO03(cloMW16). Nach Fiitterung mit der Aminocoumarineinheit des

Novobiocinmolekiils entstand das C-8 methylierte Clorobiocinderivat Novclobiocin 102.
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3.1.8 Heterologe Expression des Novobiocingenclusters in der mbtH
Doppelmutante S. coelicolor MW03

Die mbtH-ahnlichen Gene cloY, couY und simY finden sich in den Genclustern von
Clorobiocin,  Coumermycin Ay und  Simocyclinon D8 wahrend im
Novobiocingencluster kein mbtH-ahnliches Gen vorhanden ist (Abbildung 3). Das
integrative Cosmid novBGO01 beinhaltet das vollstandige Novobiocingencluster und
wurde bereits erfolgreich fur die heterologe Novobiocinbiosynthese in S. coelicolor
M512 eingesetzt (Eustaquio et al., 2005a). Die vorangegangenen Experimente
haben gezeigt, dass cloY flr die Clorobiocinbiosynthese in einem mbtH-freien
Wirtsgenom bendtigt wird. Damit stellt sich die Frage, ob die Biosynthese von
Novobiocin ohne mbtH-ahnliche Gene auskommt, oder ob die Abwesenheit eines
mbtH-ahnlichen Gens im Novobiocingencluster durch die im Wirtsgenom codierten
mbtH-homologen Gene kompensiert wird. Um diese Fragestellung zu klaren, wurde
das Novobiocingencluster in das Genom der AmbtH Doppelmutante S. coelicolor
MWO3 integriert (Eustaquio et al., 2005a). Vier unabhangige Integrationsmutanten
wurden anschlieend selektiert und nach Isolation genomischer DNA die
Anwesenheit des Novobiocingenclusters in S. coelicolor MW03(novBG01) mittels
PCR verifiziert. Der Kontrollstamm S. coelicolor(novBG01) und die AmbtH
Doppelmutanten S. coelicolor MWO03(novBG01) wurden in Produktionsmedium
kultiviert und die Novobiocinproduktion anschlieRend mittels HPLC Analyse ermittelt.
Die AmbtH Doppelmutanten S. coelicolor MWO03(novBG01) produzierte im
Durchschnitt 33 ug/ml Novobiocin, wahrend die Produktion der parallel angezogenen
Kontrollstamme durchschnittlich bei 58 ug/ml lag. Dieses Ergebnis zeigt, dass die
Biosynthese von Novobiocin auch ohne mbtH-ahnliche Gene erfolgen kann. Jedoch
scheint es, dass die intakten Gene CDA-ORFX und cchK des heterologen

Wirtsgenoms S. coelicolor M512 die Novobiocinproduktion verstarken.
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3.2 Untersuchungen zur heterologen Expression des
Coumermycin A;-Genclusters und zur Herstellung neuer

Coumermycin As-Derivate

3.2.1 Herstellung einer S. rishiriensis Cosmidbank und Konstruktion
des Cosmids couMW16 mit dem vollstandigen Coumermycin A;-

Gencluster

Um Untersuchungen zur heterologen Produktion von Coumermycin A durchflhren
zu kénnen und die Herstellung von modifizierten Coumermycin Aq-Derivaten zu
erleichtern, sollte ein Cosmid welches das vollstandige Coumermycin As-Gencluster
beinhaltet hergestellt werden. Dazu wurde eine auf SuperCos1 basierende
Cosmidbank des naturlichen Coumermycin Ajs-Produzenten S. rishiriensis
DSM40489 angelegt und rund 10.000 Klone dieser Genbank uber PCR mit zwei
unterschiedlichen Primerpaaren gescreent. Die Primer couE fwd und couE_rev
(Tabelle 2-4) amplifizieren dabei ein 1020 bp Fragment mit Beginn 806 bp upstream
des Start-Codons von couE. Dieses PCR-Produkt diente zur Identifizierung des
linken (5’) Endes des Coumermycin A{-Genclusters. Das Primerpaar gyrB_fwd und
gyrB rev (Tabelle 2-4) amplifiziert ein 1009 bp Fragment innerhalb des
Resistenzgens gyrB® und diente der Identifizierung des rechten (3') Endes des
Coumermycin As-Genclusters (Abbildung 12). Die Primersequenzen wurden aus der
bereits bekannten Genclustersequenz AF235050 abgeleitet. Bereits friher
durchgefiihrte Experimente haben gezeigt, dass die Anwesenheit von gyrB® alleine
ausreicht, um eine Resistenz gegen Coumermycin A4 in Streptomyces zu vermitteln
(Schmutz et al., 2004). Es erschien daher nicht notwendig, das zweite Resistenzgen
des Coumermycin As-Genclusters, parY®, in dem PCR-Screening zu
beriicksichtigen. Das Screening auf die Anwesenheit von gyrBR reduzierte somit die
bendtigte Insertgrole des gewunschten Cosmids von 38,6 kb auf 36,6 kb und
erhohte die Wahrscheinlichkeit, einen Klon mit dem vollstdndigen Coumermycin A4-
Gencluster isolieren zu kénnen. Innerhalb der S. rishiriensis Cosmidbank konnten 28
Cosmide identifiziert werden, die nach PCR mit den couE-Primern zur Amplifikation
des gewunschten 1020 bp Fragments fuhrten. Nach PCR mit den gyrB-Primern
zeigten 32 Cosmide die Amplifikation des erwarteden 1009 bp Fragments. Das

Screening der Cosmidbank fuhrte jedoch zu keinem Cosmid, welches mit beiden
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Primerpaaren zu den gewtinschten PCR-Produkten flihrte und damit die Sequenz
von couE bis gyrB® beinhaltete.

Daraufhin wurden fiinf zufallig ausgewéhlte Cosmide die das Gen gyrB® enthielten
isoliert und mittels PCR auf die Anwesenheit von couH Uberprift. Das Gen couH ist
im Coumermycin As-Gencluster 3624 bp downstream des Start-Codons von couE
lokalisiert (Abbildung 12). Die beiden Cosmide 49F3 und 97D3 fuhrten dabei zu dem
gewunschten PCR-Produkt von 2014 bp. Cosmid 49F3 wurde fur weitere Analysen
verwendet. DNA-Sequenzierung der Enden des klonierten Inserts von 49F3 mit T3-
und T7-Primern des SuperCos1-Vektors, zeigten das 5’-Ende des klonierten Inserts
innerhalb des Gens couG, 353 bp downstream des Start-Codons von couG
(Abbildung 12).

a)

g °x /@\%

LD LA L
/_\ /_\ cou 38.6 kb

couEfwd couErev  couHfwd  couHrev gyrBfwd gyrBrev

b) NN N N NNN RRRR RR

rBR parYR
G)YH | JKL M123 4567 OP1234 565TUuvwY™ P

49F3

4037
037bp |

E GYHUQ(

Wﬁ 51D9

Abbildung 12: Coumermycin A;-Gencluster und Organisation der Gene im liberlapppenden
Bereich der verwendeten Cosmide 49F3 und 51D9. (a) Die fiir das Screening der Cosmidbank
verwendeten Primerpaare sind im Coumermycin A;-Gencluster eingezeichnet. Das in die
Experimente zur Herstellung neuer Coumermycin A;-Derivate miteinbezogene Gen couO,
sowie die beteilige C-8 Methylgruppe des Aminocoumarinrings sind hervorgehoben. (b) Die
beiden terminal ansequenzierten Cosmide 49F3 und 51D9 der S. rishiriensis Cosmidbank

beinhalten einen liberlappenden Bereich von 4037 bp.
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Das 3-Ende konnte 7,1 kb downstream des Resistenzgens gyrB ermittelt werden.
Cosmid 49F3 beinhaltete damit auch das zweite Resistenzgen parYR, sowie eine
weitere Sequenz von 4983 bp downstream des Stop-Codons von parYR (Tabelle 5).
Obwohl Cosmid 49F3 damit den Grofteil des Coumermycin Aj-Genclusters
beinhaltet, waren die putativen Regulatorgene couE und couG in der klonierten
Sequenz nicht, oder nicht vollstandig vorhanden. Es wurden daraufhin funf zufallig
ausgewahlte Cosmide, die zuvor mit den couE-Primern zu dem erwarteten PCR-
Produkt fuhrten, auf die Anwesenheit von couH hin untersucht. Das Cosmid 51D9,
welches mit den couE- und den couH-Primern zu den erwarteten PCR-Produkten
fuhrte, wurde isoliert und fur weitere Analysen verwendet. Endsequenzierung des
klonierten Inserts von 51D9 mit T3- und T7-Primern zeigte, dass das 3’-Ende der
klonierten Sequenz innerhalb des Gens coul, 698 bp downstream des coul Start-
Codons liegt. Die zwei Cosmide 49F3 und 51D9 beinhalteten damit eine
uberlappende DNA-Sequenz von 4037 bp und decken zusammmen das vollstandige
Coumermycin As-Gencluster ab (Abbildung 12).

FUr die Zusammenflihrung des vollstandigen Coumermycin As-Genclusters auf
einem Cosmid wurde das A RED System verwendet. Dieses System erfordert die
Anwesenheit von zwei identischen DNA-Sequenzen innerhalb der zu verbindenden
DNA-Fragmente. Durch die Uberlappenden Bereiche der beiden Cosmide war bereits
ein identischer DNA-Abschnitt gegeben. Das Einbringen einer weiteren homologen
Sequenz erfolgte durch die Insertion von Resistenzkassetten die ihrerseits
untereinander identische Sequenzen von 500 bp und 106 bp enthalten. Hierzu wurde
eine Spectinomycin/Streptomycin-Resistenzkassette Uuber PCR aus dem Plasmid
plJ787 (Gust et al., 2004) amplifiziert. Die verwendeten Primer beinhalteten jeweils
eine 40 bp grol’e Sequenz, welche die Insertion der Kassette Uber A RED-vermittelte
homologe Rekombination 1006 bp upstream des couE Start-Codons in Cosmid 51D9
erlaubte. Zusatzlich wurde eine Nhel-Restriktionsschnittstelle in die forward-Primer
eingebaut. Das resultierende spec/strep-resistente Cosmid wurde als couMW13
bezeichnet. Restriktion von couMW13 an der nativen Nsil-Restriktionsschnittstelle im
intergenetischen Bereich zwischen couY und couH, sowie an der Uber die Primer
eingebrachten Nhel-Restriktionsschnittstelle fihrte zur Freilegung eines 5930 bp
Restriktionsfragments, welches neben der aadA/oriT Kassette auch die Gene couE,
couG und couY beinhaltet (Abbildung 13). Weiterhin wurde eine Apramycin-
Resistenzkassette (aac(3)/V/oriT) aus Plasmid plJ773 (Gust et al., 2004) amplifiziert
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und Uber homologe Rekombination in die noch vorhandene Teilsequenz von couG
auf Cosmid 49F3 inseriert. Das resultierende apramycinresistente Cosmid wurde als
couMW12 bezeichnet. Beide Resistenzkassetten waren von den
Restriktionsschnittstellen Nhel und Spel flankiert, um eine spatere Elimination der
Kassetten durch Restriktion (Nhel/Spel) und Religation der kompatiblen Uberhange
zu ermoglichen. Wie Abbildung 13 zeigt, war die homologe Rekombination zwischen
couMW12 und dem 5930 bp Nhel/Nsil Restriktionsfragment innerhalb von drei
Regionen moglich: (1) die 1295 bp Region die aus der urspringlich Uberlappenden
Sequenz der beiden Cosmide resultierte, (2) eine 500 bp Region mit oriT und einer
priming site (ps) fur die Amplifikation der Resistenzkassette und (3) eine 106 bp
grol3e Sequenz, die downstream der Stop-Codons der eingebauten Resistenzmarker
lag. Die A RED-vermittelte Rekombination zwischen Cosmid couMW12 und dem
5930 bp Nhel/Nsil Restriktionsfragment fuhrt nur dann zu
spectinomycin/streptomycin-resistenten Transformanten, wenn die homologe
Rekombination zwischen der 106 bp Region und einer der beiden anderen
Regionen, d.h. 1295 bp versus 500 bp, stattfindet (Abbildung 13). Da die Effizienz
von A RED von der GrofRe der identischen Sequenzen die an der Rekombination
beteiligt sind abhangig ist (Yu et al., 2000), konnte erwartet werden, dass die meisten
spectinomycin/streptomycin-resistenten Klone, welche das vollstandige
Coumermycin As-Gencluster beinhalten, aus dem Rekombinationsereignis der
Regionen 106 bp und 1295 bp resultieren.

CouMW12 wurde hierfir in den fur A RED erforderlichen E. coli Stamm
BW25113/plJ790 (Datsenko & Wanner, 2000; Gust et al., 2004) eingebracht.
Elektroporationskompetente BW25113/plJ790/couMW12 Zellen wurden
anschliefend mit dem aus dem Gel isolieten 5930 bp Nhel/Nsil-
Restriktionsfragment  transformiert.  EIf  spectinomycin/streptomycin-resistente
Transformanten wurden ausgewahlt und isolierte Cosmid-DNA mittels PCR Analyse
uberpruft. Bei der Verwendung der couE-Primern zeigten acht Klone das erwartete
PCR Fragment von 1020 bp (Abbildung 14). Das resultierende Cosmid wurde als
couMW14 bezeichnet (Abbildung 13). Zur Entfernung der aadA/oriT Kassette aus
Cosmid couMW14 wurde ein Nhel/Spel Restriktionsverdau und eine anschlielende
Religation der kompatiblen Uberhdnge durchgefiihrt. Das resultierende Cosmid
wurde als couMW15 bezeichnet. Das bla Gen innerhalb des SuperCos1 Vektors von

Cosmid couMW15 wurde anschliellend durch die attp/int/tet Kassette aus Plasmid
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plJ787 ersetzt (Eustaquio et al., 2005a). Das gewtnschte integrative Cosmid mit

dem vollstandigen Coumermycin Ai-Gencluster wurde als couMW16 bezeichnet
(Abbildung 13).

5930 bp Nsil/Nhel Restriktionsfragment aus couMW13
a) Nhel Spel Nssil

h@ml—c[ E ) E}—E}—'
ps oriTps 1020 bp

s,
‘0

"‘3:::,\ A RED Rekombination

106 bp 500 bp ™.,

"f—:.%r ~ 1kb
COUMW12 =eisuns G__) EV'\ ....... —_—
ps oriT ps
Nhel Spel Nsil

b)

l Nhel/Spel Restriktion und Religation

E GY H I JKL MNN,N; N,N;N;N,O PR, R, R; R; R;R; STUVWgyrBRparYR

Austausch der bla-Sequenz gegen die Integrationskassette
durch A RED-vermittelte Rekombination

E GY H I JKL MNN,N; NN,N;N,O PR, R, R; R, R;R; STUVWgyrBRparYR

l Sequenzspezifische Integration

attL cou-cluster attR
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Abbildung 13: (a) Strategie fiir den Zusammenbau des volistindigen Coumermycin A,
Genclusters. Das Restriktionsfragment, welches die aadA/oriT Kassette sowie die Gene couE,
couG, und couY sowie die 1020 bp upstream Region vor couE enthilt, stammt aus der
NhellNsil Restriktion von Cosmid couMW13. Cosmid couMW12 entstand nach Insertion der
Apramycin-Resistenzkassette (aac(3)IV/oriT) in die noch vorhandene Teilsequenz von couG in
Cosmid 49F3. Die daraus resultierenden homologen Bereiche von 106 bp, 525 bp und 1296 bp
fuir die A RED-vermittelte homologe Rekombination sind eingezeichnet. Das
Rekombinationsereignis fiir die Herstellung von Cosmid couMW14 ist durch fette Linien
gekennzeichnet. ps: priming sites; oriT: Replikationsursprung. (b) Konstruktion von Cosmid
couMW14, couMW15 und couMW16 und sequenzspezifische Integration von Cosmid couMW16

in das Wirtsgenom von S. coelicolor M512.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1

«—1020bp

Abbildung 14: PCR-Uberpriifung von couMW14 Cosmid DNA von elf
spectinomycin/streptomycinresistenten E. coli-Transformanten (1-11) nach PCR-targeting von
Cosmid couMW12 mit dem 5930 bp Restriktionsfragment aus Cosmid couMW13. Mit den
Kontrollprimern couE_fwd und couE_rev wurde das erwartete 1020 bp PCR-Produkt in acht

Mutanten nachgewiesen.

3.2.2 Sequenzierung von Cosmid couMW16

Restriktions- und PCR Analysen haben die erfolgreiche Insertion des 5930 bp
Restriktionsfragments in Cosmid couMW12 gezeigt. Weitere Modifikationen des so
hergestellten Cosmids couMW14 fihrten zu dem integrativen Cosmid couMW16,
welches das vollstandige Coumermycin As-Gencluster beinhaltet.

Um die gesamte Sequenz von couMW16 verfugbar zu machen, wurde das Cosmid
zur Komplettsequenzierung verschickt. Dabei ergab sich eine Cosmidgrofie von
54.789 bp mit einem klonierten Insert von 43.868 bp. In der nachstehenden Tabelle

sind alle identifizierten Gene des klonierten Inserts von couMW16 aufgelistet.
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Tabelle 5: Identifizierte Gene im Cosmidinsert von couMW16

Name Start (in Stop (in bp AS Accession Beschreibung
couMW1 couMW16) Nr.
6)
Orf1 218 721 503 167 AAR11884  Hypothetisch AF435444_3
COuE 1052 1705 653 217 AAR11885 Putativer Regulator
couG 2859 3818 959 319 AAG29778 Putativer Regulator
couY 4155 4370 215 71 AAG29779 mbtH-homologes Gen
couH 4676 6475 1799 599 AAG29780 Acyl-CoA-Synthase
coul 6479 7702 1223 407 AAG29781 Cytochrom P45, Enzym
coud 7862 8638 776 258 AAG29782 Could [S. rishiriensis]
couK 8635 9372 737 245 AAG29783 Putative Reduktase
coulL 9379 10968 1589 529 AAG29784  Putative Ligase
couM 10982 12190 1208 402 AAG29785 Glycosyltransferase
couN1 12271 12558 287 95 AAG29786 Unbekannt [S. rishiriensis]
couN2 12569 13636 1067 355 AAG29787  3-Ketoacyl-[ACP]-Synthase
couN3 13626 14756 1130 376 AANG65232  Acyl-CoA-Dehydrogenase
couN4 14875 16380 1505 501 AAG29789  Acyl-CoA-Synthetase
couN5 16384 16653 269 89 AAG29790 CouNS5 [S. rishiriensis]
couN6 16711 18393 1682 560 AAG29791  C-Methyltransferase
couN7 18442 19287 845 281 AAG29792 Putative Hydrolase
couO 19637 20329 692 230 AAG29793 C-Methyltransferase
couP 20729 21559 830 276 AAG29794  O-Methyltransferase
couR1 21656 23080 1424 474 AAG29795 Unbekannt [S. rishiriensis]
couR2a 23080 23598 519 172 (AAG29796) Decarboxylase alpha subunit
couR2b 23595 24212 618 205 (AAG29796) Decarboxylase beta subunit
couR3 24245 25153 908 302 AAG29797 CouRa3 [S. rishiriensis]
couR4 25208 26377 1169 389 AAG29798 Dehydrogenase
couR5[c] 27906 26431 1475 491 AAG29799 Putatives Resistenzprotein
couR6 28041 28916 875 291 AAG29800 Put. transkriptioneller Regulator
couS 29170 30036 866 288 AAG29801 dTDP-4-Keto-6-
desoxyhexosereduktase
couT 30070 31080 1010 336 AAG29802 dTDP-Glucose-4,6-dehydratase
coul 31306 32568 1262 420 AAG29803 C-Methyltransferase
couV 32627 33517 890 296 AAG29804 dTDP-Glucosesynthase
couW 33514 34110 596 198 AAG29805 dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose-
3,5-epimerase [S. rishiriensis]

gyrBR 34662 36695 2033 677 AAO47225 DNA-Gyrase Untereinheit B
parYR 36774 38885 2111 703 AAO047226 DNA-Gyrase Untereinheit B
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Hyp. 39300 39896 404 134 NP_627878 Hypothetisches Protein SCO3686
Prot. | [S. coelicolor A3(2)]

Hyp. 39983 40981 998 332 YP_871815 Mg2+ Transportprotein, Protein
Prot. Il der CorA-Familie

Hyp. 42735 41868 380 126 NP_825628 Hypothetisches Protein SAV4451
Prot. Ill [S. avermitilis MA-4680]

3.2.3 Heterologe Expression von Cosmid couMW16 und Coumermycin
A4-Produktion in S. coelicolor M512

Um die Funktionalitat des klonierten Coumermycin A;-Genclusters auf Cosmid
couMW16 zu Uberprifen, und um zu testen ob S. coelicolor M512 (AredD, Aactll-
ORF4, SCP1, SCP2) als Wirtstsamm fur die heterologe Coumermycin As-
Produktion geeignet ist, wurde couMW16 uber PEG-vermittelte
Protoplastentransformation in S. coelicolor M512 eingebracht. Nach Integration in
das Wirtsgenom, wurden gewachsene Mutanten aufgrund ihrer Kanamycinresistenz
identifiziert und als S. coelicolor(couMW16) bezeichnet. Sieben unabhangige
Mutanten wurden fur weitere Untersuchungen isoliert und nach Kultivierung in
Produktionsmedium die Sekundarstoffbildung mittels HPLC/LC-MS Analysen
untersucht (Abbildung 15). HPLC-Messungen zeigten dabei die Akkumulation einer
Substanz bei einer Retentionszeit, die identisch zu der des Coumermycin A;-
Standards (9,8 min) war (Abbildung 15). Das UV Absorptionsspektrum dieser
Verbindung besitzt zwei charakteristische Maxima bei 275 nm und 345 nm und war
damit ebenfalls identisch zu dem von Coumermycin A; (Abbildung 15). Die
Fragmentierung von Coumermycin A; wahrend negativer Elektronengasionisierung
((-)-ESI) erfolgte an der Glykosid-, der Amid- und der Esterbindung und fuhrte dabei
zu lonen mit den Massen m/z 1108, 1001, 620, 487 und 206 (s. Anhang | und Il). Die
Coumermycin  As-Produktion des heterologen Produzenten konnte Dbei
durchschnittlich 7 ug/ml ermittelt werden und war damit leicht groRer als die des
naturlichen Produzenten S. rishiriensis (2 - 5 pg/ml) (Li et al., 2002). Jedoch ist zu
vermerken, dass durch auftretende Produktionsschwankungen innerhalb
verschiedener Kultivierungsexperimente, auch Coumermycin As-Produktionen von
maximal 22 pg/ml ermittelt werden konnten. Damit wurde die Funktionalitat des
klonierten Coumermycin As-Genclusters auf Cosmid couMW16 experimentell
bewiesen und S. coelicolor M512 als geeigneter heterologer Antibiotikaproduzent

erneut bestatigt.
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Abbildung 15: Analyse der Coumermycin A;-Produktion nach heterologer Expression von
Cosmid couMW16 in S. coelicolor M512. (a) HPLC Analyse von S. coelicolor(couMW16) Extrakt.
Als Standard wurde Coumermycin A; eingesetzt. Die Detektion erfolgte bei 345 nm. Die UV
Spektren der resultierenden Peaks bei einer Retentionszeit von 9,8 min sind rechts der HPLC-
Chromatogramme abgebildet. (b) Theoretisches Fragmentierungsschema von Coumermycin A,

und ESI-CID Fragementierungsmuster des Peaks mit einer Retentionszeit bei 9,8 min.

3.2.4 Inaktivierung des C-Methyltransferasegens couO und Expression

des resultierenden Cosmids couMW18 in S. coelicolor M512

Nach erfolgreicher heterologer Expression des Coumermycin A-Genclusters, sollten
nun strukturell veranderte Antibiotika durch ,genetic engineering®“ hergestellt werden.
Ziel war dabei der Austausch der Methylgruppen durch Chloratome an Position C-8
der zwei Aminocoumarineinheiten im Coumermycin As-Molekul. Bereits fruher konnte
gezeigt werden, dass die C-Methyltransferase CouO fur die Methylierung an Position
8 der Aminocoumarinringe verantwortlich ist (Li et al., 2002). Die Inaktivierung von

couO erfolgte mittels PCR-targeting (Gust et al., 2004). Dabei wurde die couO-
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Sequenz vom Ende des Start-Codons bis zum Anfang des Stop-Codons in Cosmid
couMW16 durch eine Apramycin-Resistenzkassette ersetzt. Diese Kassette wurde
von zwei Xbal-Restriktionsschnittstellen flankiert, um eine spatere Eliminierung des
Resistenzmarkers zu ermdglichen. Das apramycinresistente AcouO Cosmid wurde
als couMW17 bezeichnet. Um mdgliche polare Effekte der integrierten
Resistenzkassetten auf nachfolgende Gene zu vermeiden, wurde die
Resistenzkassette Uber Xbal-Restriktion und Religation aus Cosmid couMW17
entfernt. Das resultierende apramycinsensitive AcouO Cosmid wurde als couMW18
bezeichnet und beinhaltet eine 6 bp grolRe ,scar‘-Sequenz anstelle des Gens couO.
Cosmid couMW18 wurde Uber PEG-vermittelte Protoplastentransformation in S.
coelicolor M512 eingebracht und resultierende Mutanten nach sequenzspezifischer
Integration in das Wirtsgenom aufgrund ihrer Kanamycinresistenz selektioniert.
Anschlie®end wurden acht Mutanten isoliert und nach Isolation genomischer DNA
die couO ,scar‘-Sequenz mittels PCR im Genom des heterologen Stamms S.
coelicolor(couMW18) nachgewiesen (Abbildung 16). Die verwendeten Testprimer
banden dabei 125 bp upstream und 158 bp downstream der verbliebenen ,scar”-
Sequenz und fuhrten bei allen Transformanten zu dem erwarteten PCR-Produkt von

289 bp. Das Wildtypgen couO (969 bp) konnte nicht identifiziert werden konnte.

969 bp

=
3

289 bp

Abbildung 16: PCR-Uberpriifung von acht S. coelicolor(couMW18) Mutanten. Genomische DNA
von S. coelicolor(couMW18) Mutante 1 — Mutante 8 (Spur 1-8). (-) Negativkontrolle Cosmid
couMW?16; (+) Positivkontrolle Cosmid couMW18. (M) DNA GroRenmarker. Die GroBen der PCR
Fragmente des couO Wildtyps (969 bp) und der couO ,scar“-Version (289 bp) sind

eingezeichnet.
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3.2.5 Identifizierung von Coumermycin LW1 aus S.
coelicolor(couMW18)

Acht unabhangige S. coelicolor(couMW18) Transformanten und der Kontrollstamm
S. coelicolor(couMW16) wurden in Produktionsmedium kultiviert und die
Sekundarstoffproduktion anschlieRend mittels HPLC/LC-MS Analysen untersucht
(Abbildung 17). Wie erwartet konnte die Produktion von Coumermycin A4
(Retentionszeit 9,8 min) in der S. coelicolor(couMW16) Mutante nachgewiesen
werden. Bei der AcouO Defektmutante S. coelicolor(couMW18) wurde nach HPLC
Analysen kein Peak bei dieser Retentionszeit beobachtet. Stattdessen zeigten die
Extrakte der Mutante einen dominanten Peak bei einer Retentionszeit bei 8,1 min mit
einem zu Coumermycin A, identischen UV Spektrum. Diese Substanz wurde uber
HPLC isoliert und fur weitere Analysen verwendet.

Anschlie®end durchgefiuhrte LC-MS Analysen (Anhang lll) fihrten nach ESI-CID
Fragmentierung u. a. zu folgenden lonen (m/z, rel. Int.): 1080 (51), 973 (19) 606 (44),
473 (100), 192 (80). Das lon mit einer Masse von m/z 1080, entspricht dem Verlust
von zwei Methylgruppen im Coumermycin Ai-Molekul relativ zu Coumermycin A4 (M,
1109; [M-H] bei m/z 1108) (Abbildung 17). Das lon mit der Masse m/z 206 ((-)-ESI)
reprasentiert den methylierten Aminocoumarinring und wurde als Hauptfragment (rel.
Int. 100) bei der Fragmentierung von Coumermycin A beobachtet (Abbildung 15). Im
Gegensatz hierzu wurde bei der Analyse des S. coelicolor(couMW18) Extrakts ein
lon mit einer Masse von m/z 192 (rel. Int. 80) identifiziert (Abbildung 17), was auf
einen Verlust der Methylgruppe an Position 8 der Aminocoumarineinheit schlie3en
lasst. Alle weiteren genannten lonen konnten ebenfalls dem theoretischen
Fragmentierungsschema von C-8 unsubstituierten Coumermycin A; zugeordnet
werden (Abbildung 17). Diese Substanz wurde bereits friher identifiziert und als
Coumermycin  LW1 beschrieben (Li et al, 2002). Die durchschnittliche
Produktionsmenge von Coumermycin LW1 (7,8 ug/ml) war dabei ahnlich zur
Coumermycin A¢-Produktion von S. coelicolor mit dem integrierten intakten

Coumermycin Ai-Gencluster.
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Abbildung 17: Analyse der Coumermycin A;- und Coumermycin LW1-Produktion nach
heterologer Expression von Cosmid couMW16 und couMW18 in S. coelicolor M512. (a) HPLC
Analyse der Coumermycin A;-Produktion (9,8 min) von S. coelicolor(couMW16) und
Coumermycin LW1-Produktion (8,1 min) von S. coelicolor(couMW18). (b) Theoretisches
Fragmentierungsschema von Coumermycin LW1 und ESI-CID Fragementierungsmuster des

Peaks mit einer Retentionszeit bei 8,1 min.

3.2.6 Heterologe Expression des Halogenasegens clo-hal in S.
coelicolor(couMW18)

Um neue chlorierte Coumermycin As-Derivate herzustellen, wurde das Gen clo-hal
aus dem Clorobiocingencluster in die S. coelicolor(couMW18) Mutante eingebracht.
Es konnte bereits in friheren Experimenten gezeigt werden, dass die Halogenase
Clo-hal fur die Chlorierung an Position C-8 der Aminocoumarineinheit im
Clorobiocinmolekul verantwortlich ist (Eustaquio et al., 2003a). Das Gen clo-hal
wurde hierzu in den replikativen thiostreptonresistenten Vektor pUWL201 unter die

Kontrolle des konstitutiven Promotors ermEp* kloniert. Das so hergestellte Konstrukt
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pAE _ha7  (Eustaquio et al, 2004) wurde Uber PEG-vermittelte
Protoplastentransformation in S. coelicolor(couMW18) eingebracht und fuhrte zur S.
coelicolor(couMW18)/pAE_ha7 Mutante. Acht individuelle thiostreptonresistente
Transformanten wurden isoliert und die Anwesenheit von pAE _ha7 nach
Retransformation chromosomaler DNA in E. coli Zellen und der anschlieRenden
Isolation von pAE_ha7 Plasmid-DNA Uber Restriktionsanalysen bestatigt. Wie im
HPLC-Chromatogramm abgebildet (Abbildung 18), produzierten die clo-hal
Tansformanten zwei neue Substanzen mit Retentionszeiten von 8,8 min und 9,6 min.
Ein weiterer dritter Peak mit einer Retentionszeit bei 8,2 min konnte nach LC-MS
Analysen dem nicht-methylierten Coumermycin As-Derivat Coumermycin LW1
zugeordnet werden (Anhang IV). Das negative ESI-CID Fragmentierungsmuster
(Anhang V) der Substanz mit einer Retentionszeit von 8,8 min (Abbildung 18) zeigte
ein lon mit der Masse m/z 1114 ((-)-ESI), was auf ein Coumermycin A;-Derivat
schlielen lasst, bei dem zwar zwei Methylgruppen fehlen, jedoch nur ein Chloratom
vorhanden ist. Dementsprechend konnten zwei weitere lonen mit den Massen m/z
192 und m/z 226 identifiziert werden, die mit den erwarteten Massen eines nicht-
substituierten und eines chlorierten Aminocoumarinrings korrelieren (Abbildung 18).
Das weitere Auftreten der lonen mit den Massen m/z 507 und m/z 473, die einen
chlorierten und einen nicht-substituierten Aminocoumarinring reprasentieren, der mit
dem substituierten Desoxyzucker verbunden ist, bestatigten die Annahme, dass nur
eine der C-8 Methylgruppen durch ein Chloratom ersetzt wurde. Diese Substanz
wurde als Coumermycin MW1 bezeichnet und in Mengen (10,8 pug/ml) ahnlich denen
von Coumermycin A4 produziert.

Flr die zweite neue Substanz mit einer Retentionszeit bei 9,6 min konnte nach LC-
MS Analysen (Anhang VI) ein lon mit der Masse m/z 1148 ([M-H]) nachgewiesen
werden. Dies entspricht der erwarteten Masse von Coumermycin A; nach dem
Austausch von zwei Methylgruppen gegen Chloratome (Abbildung 18). Negative ESI-
CID Fragmentierung zeigte weiterhin ein lon mit der Masse m/z 226 (rel. Int. 100; (-)-
ESI), was mit der erwarteten Masse nach einem Austausch der Methylgruppen
gegen Chloratome in der Aminocoumarineinheit korreliert. Demgegentber konnte
das lon des C-8 unsubstituierten Aminocoumarinrings, m/z 192, nicht nachgewiesen
werden. Der Austausch der zwei C-8 Methylgruppen gegen zwei Chloratome wurde
durch das Auftreten des lons mit der Masse m/z 586 bestatigt. Die Masse entspricht

hierbei zwei chlorierten Aminocoumarineinheiten, die mit der zentralen 3-
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Methylpyrrol-2,4-dicarboxylsaureeinheit verbunden sind. Diese Verbindung wurde als

Coumermycin MW2 bezeichnet und durchschnittlich in Mengen von 5,6 pg/ml
produziert (Abbildung 18).
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Abbildung 18: HPLC/LC-MS Analyse von Kulturextrakten des heterologen Coumermycin MW1
und MW2-Produzenten S. coelicolor(couMW18)/pAE_ha7. (a) HPLC-Diagramm von S.
coelicolor(couMW18)/pAE_ha7. Die Retentionszeiten der neuen Coumermycin A;-Derivate
Coumermycin MW1 und Coumermycin MW2 sind den korrespondierenden Peaks zugeordnet.
Die Detektion erfolgte bei 345 nm. (b) MS-Fragmentierungsmuster von Coumermycin MW1
(HPLC Retentionszeit 8,8 min) und (c¢) Coumermycin MW2 (Retentionszeit 9,6 min). Das
erwartete Fragmentierungsschema von Coumermycin MW1 (R1 = H; R2 = Cl) und

Coumermycin MW2 durch negative Elektronengasionisierung ((-)-ESI) ist separat abgebildet.

3.2.7 Antibakterielle Aktivitat der neuen Coumermycin A;-Derivate

Alle drei Coumermycin Aj-Derivate wurden mittels HPLC isoliert und auf ihre
antibakteriellen Eigenschaften gegen Bacillus subtilis in einem Agar-Diffussionstest
untersucht. Wie frihere Experimente erwarten lieRen (Eustaquio et al., 2003b;
Flatman et al., 2006; Li et al., 2002) zeigte Coumermycin LW1 eine geringere

antibakterielle Aktivitat als die Referenzsubstanz Coumermycin A; (Abbildung 19).
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Der Austausch einer Methylgruppe an Position C-8 des Aminocoumarinrings gegen
ein Chloratom in Coumermycin MW1 flhrte dagegen zur Wiederherstellung der
antibakteriellen Aktivitat wie sie fur Coumermycin A; beobachtet wurde.
Uberraschenderweise resultierte der Austausch beider Methylgruppen gegen
Chloratome bei Coumermycin MW2 in einer verschlechterten antibakteriellen

Wirkung.

Standard  LW1  MW1  MwW2

Abbildung 19: Antibakterielle Aktivitit von Coumermycin A, (Standard), Coumermycin LW1
(LW1), Coumermycin MW1 (MW1) und Coumermycin MW2 (MW2) gegen Bacillus subtilis. Fiir
den Agar-Diffusionstest wurden von jedem Antibiotikum identische Mengen von 0.75 nmol

eingesetzt.

3.2.8 Expression der putativen Prephenat-Dehydrogenase cloF im

heterologen Coumermycin A;-Produzenten

Die Sequenzierung von Cosmid couMW16 zeigte das Vorhandensein eines
intergenetischen Bereichs von 1153 bp zwischen den Genen couE und couG. Im
Clorobiocin- und Novobiocingencluster befindet sich an dieser Stelle das 1092 bp
bzw. 1088 bp grolke Gen cloF bzw. novF. CloF und NovF zeigen grol3e
Sequenzahnlichkeiten zu Prephenat-Dehydrogenasen, welche die Umsetzung von
Prephenat zu 4-Hydroxyphenylpyruvat (4HPP) katalysieren (Abbildung 20). 4HPP ist
das Substrat fur die Prenyltransferase CloQ in der Clorobiocinbiosynthese (Pojer et
al., 2003b). Das Produkt dieser Reaktion, 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenylpyruvat
(3DMA-4HPP), wird anschlielend durch die nicht-Hdm-abhangige Eisenoxygenase
CloR zu 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesaure (3DMA-4HB) umgesetzt (Pojer et al.,
2003b).
Sequenzanalysen des intergenetischen Bereichs zwischen couE und couG im
Coumermycin As-Gencluster zeigten zwei ORFs, die Homologien zu Teilsequenzen
der Gene cloF bzw. novF aufweisen. Diese kdnnen aber aufgrund ihrer geringen
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Grofle von 378 bp und 339 bp und ihrer unterschiedlichen Determination in
verschiedenen Leserahmen nicht zur Bildung eines funktionsfahigen Prephenat-

Dehydrogenase Proteins fuhren.

o
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HO o 0
OH R

Tyrosin 3-Amino-4,7-dihydroxycoumarineinheit

Transaminierung H

HO. o HO. ) HO. o
o ] o o Ho. )
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CloF CloQ CloR
—_— — —
X X
OH OH OH OH

Prephenat 4HPP 3DMA-4HPP 3DMA-4HB

Abbildung 20: Ausschnitt aus dem postulierten Biosyntheseweg der Aminocoumarineinheit

und der prenylierte 4-Hydroxybenzoesaureeinheit von Clorobiocin.

Um zu priufen, welche Auswirkung eine intakte Kopie eines Prephenat-
Dehydrogenasegens auf die Coumermycin As-Biosynthese hat, wurde das Gen cloF
unter den konstitutiven Promotor ermEp* des replikativen, thiostreptonresistenten
Plasmids pUWL201 kloniert. Das entstandene Konstrukt wurde als pMWcloF
bezeichnet und tUber PEG-vermittelte Protoplastentransformation in den heterologen
Coumermycin  As-Produzenten S. coelicolor(couMW16) eingebracht. Sechs
individuelle S. coelicolor(couMW16)/pMWcloF Mutanten wurden aufgrund ihrer
Thiostreptonresistenz isoliert und die Anwesenheit von pMWcloF nach Isolation von
Plasmid-DNA aus den Mutanten bestatigt. Nach Kultivierung in Produktionsmedium
wurde die Coumermycin A1-Produktion mittels HPLC Analysen ermittelt. Im Vergleich
zum Kontrollstamm S. coelicolor(couMW16) (2,9 - 5,3 pg/ml) konnte fur die Mutanten
mit pMWcloF (2,6 - 3,3 ug/ml) keine gesteigerte Coumermycin Aj-Produktion
nachgewiesen werden. Es scheint, dass die zusatzliche Expression des Prephenat-

Dehydrogenasegens cloF keinen Einflufd auf die Coumermycin As-Produktion ausubt.
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3.2.9 Expression des Regulatorgens novG im heterologen

Coumermycin A;-Produzenten

Fur das Gen novG konnte gezeigt werden, dass es ein positiver Regulator der
Novobiocinbiosynthese darstellt (Eustaquio et al., 2005b). Die Inaktivierung von
novG im heterologen Novobiocinproduzenten S. coelicolor(novBG01) flhrte zu
einem deutlichen Riickgang der Novobiocinproduktion, wahrend die Uberexpression
von novG zu einer um 300 % gesteigerten Novobiocinproduktion fuhrte (Eustaquio et
al., 2005). Im Coumermycin A¢-Gencluster findet sich das novG orthologe Gen couG
und im Clorobiocingencluster das orthologe Gen cloG. Sequenzanalysen auf
Aminosaureebene zeigten eine Ubereinstimmung von CouG zu NovG von 77 % und
zu CloG von 86 %. Es wurde daher angenommen, dass sowohl CouG als auch CloG
regulatorischen Einfluss auf die Biosynthese der entsprechenden Antibiotika
ausuben. Bereits vorangegangene Versuche haben gezeigt, dass einzelne Gene der
unterschiedlichen Aminocoumarin-Gencluster (cloYlcouY) untereinander
austauschbar sind und sich in ihrer Funktion ersetzen konnen. Aufgrund der
Sequenzhomologie von couG zu novG sollte daher untersucht werden, ob die
Expression des Regulatorgens novG im heterologen Coumermycin A{-Produzenten
zu einer erhéhten Coumermycin A4-Biosynthese flhrt.

Hierzu wurde das Plasmid pVD1 benutzt, das das Gen novG unter Kontrolle des
konstitutiven Promotors ermEp™ in dem replikativen Plasmids pUWL201 enthalt (V.
Dangel, personliche Mitteilung). Nach Transformation von S. coelicolor(couMW16)
mit pVD1 wurden sechs S. coelicolor(couMW16)/pVD1 Transformanten isoliert und
zur Coumermycin A4-Produktion angezogen. Die Coumermycin A4-Produktion wurde
anschlie3end mittels HPLC Analysen ermittelt. Es zeigte sich, dass die Coexpression
des Coumermycin A1-Genclusters mit dem Regulatorgen novG nicht zur Steigerung

der Coumermycin A4-Biosynthese fuhrte.
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4 Diskussion

4.1 mbtH-Projekt

Das Gen cloY des Clorobiocingenclusters gehoért zur Familie der mbtH-ahnlichen
Gene, fur die mehr als 106 Datenbankeintrage hinterlegt sind (Stegmann et al.,
2006). Diese  mbtH-ahnlichen Gene finden sich sowohl in den
Biosynthesegenclustern von Peptid- und Aminocoumarin-Antibiotika, als auch in
Siderophorgenclustern verschiedenster Bakterienarten. Abbildung 21 zeigt ein
Alignment von 24 MbtH-ahnlichen Proteinen, die alle den Genclustern von gut
untersuchten Substanzen entstammen. Dabei sind Peptid- und Glycopeptid-
Antibiotika, Phosphinotricin, Enterochelin, Mycobactin und Aminocoumarine
enthalten. Wahrend die mbtH-ahnlichen Gene gewdhnlich als eigenstandige open
reading frames auftreten, gibt es drei nennenswerte Ausnahmen: der N-Terminus
des NikP1-Proteins der Nikkomycinbiosynthese zeigt hohe Sequenzhomologie zu
MbtH-ahnlichen Proteinen. Fur NikP1 wurde gezeigt, dass es die Aktivierung von
Histidin durch Bildung eines B-OH-His-S-NikP1 Intermediats katalysiert (Chen et al.,
2002). Die anschlielfende B-Hydroxylierung der Aminosaure erfolgt dann durch das
Cytochrom P4s0 Enzym NikQ (Chen et al., 2002). Die Reaktionsabfolge, die damit
von den Enzymen NiP1 und NikQ katalysiert wird, d.h. Aktivierung und
anschlieRende B-Hydroxylierung von Histidin, weist starke Ahnlichkeit zu den von
CloH und Clol katalysierten Reaktionen in der Clorobiocinbiosynthese auf. Hierbei
wird Tyrosin durch die Bildung eines Thioesters mit CloH aktiviert und anschlieRend
durch das Cytochrom P50 Enzym Clol B-hydroxyliert (Chen & Walsh, 2001). Der
zweite Fall, in dem der N-terminale Rest eines gréReren Proteins hohe
Sequenzahnlichkeit zu MbtH zeigt, ist das Gen /txB aus dem Lyngbyatoxingencluster
(Edwards & Gerwick, 2004). Die vorhergesagte Aminosauresequenz von LixB zeigt
bei Datenbankvergleichen groRe Ahnlichkeit zu Cytochrom P45 Enzymen. Fiir LtxB
wird angenommen, dass es die Epoxidbildung von Tryptophan wahrend der
nichtribosomalen Biosynthese des Dipeptids Lyngbyatoxins katalysiert. Im dritten Fall
konnte eine 65 As grol3e MbtH-ahnliche Sequenz in einem deutlich groReren Protein
(187 As) der Bleomycinbiosynthese identifiziert werden (Du et al, 2000).
Experimentelle Daten oder Spekulationen zur Funktion dieses Gens oder Proteins

liegen bislang nicht vor.
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Das in Abbildung 21 gezeigte Alignment der postulierten Aminosauresequenzen von
24 mbtH-ahnlichen Genen lasst fur viele Proteine eine Konservierung der Sequenz
Xo.
4sNPF(D/E)(D/N)X2GX(F/Y)LVLVNXEXQHSLWPXFAXVPXGW(T/R)X7RX(D/E)CLX(Y
IF)V(E/N)X;WTDXRPXSLX2.12 erkennen. Die deutliche Konservierung von drei
Tryptophanresten (W) in allen MbtH-ahnlichen Proteinen ist fett gedruckt.

Name Aminosauren
B0
cloy : o Gf LN ;) iz ] e =10 Dl AR T O RAMGGE———————— 71
cou¥ : P G § =l AT A0 E[S s e T A O PAMGDE - ——————— 71
simy 5 2] E Gf VAE RS LA il Bl 4T\ LA ASIHA AP ST DAT D P S ———————— 70
cchk : P G LG BE! T NEACTE AT R AR T ADA————————— 70
ORFX : P G LG =l BT AT A R T EAM S TGN - —————— 71
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Abbildung 21: Alignment der vorhergesagten Aminosauresequenz der mbtH-ahnlichen Gene
die in den Biosynthesegenclustern verschiedener Anibiotika und Siderophore identifiziert
wurden. cloY, Clorobiocin (Pojer et al., 2002); couY, Coumermycin A, (Wang et al., 2000); simY,
Simocyclinone (Galm et al., 2002); cchk, Coelichelin (Challis & Ravel, 2000); ORFX, calcium
dependent antibiotic (Bentley et al., 2002); ORF1/van, Vancomycin (Zerbe et al., 2002);
ORF1/bal, Balhimycin (Stegmann et al., 2006); ORF7/comE, Complestatin (Chiu et al., 2001);
tcp13, Teicoplanin (Sosio et al., 2000); tcp17, Teicoplanin (Sosio et al., 2000); dbv15, Glycolipid
Antibiotikum A40926 (Sosio et al., 2003); dptG, Daptomycin (Miao et al., 2005); mppT,
Mannopeptimycin (Magarvey et al., 2006); IptG, Lipopeptid Antibiotikum A54145 (Miao et al.,
2006); mbtH/myc, Mycobactin (Cole et al., 1998); nikP1*, Nikkomycin (Wang et al., 2003); ItxB*,
Lyngbyatoxin (Edwards & Gerwick, 2004); bleo*, Bleomycin (Shen et al., 2002); nocl, Nocardicin
(Gunsior et al., 2004); vbsG, Vicibactin (Carter et al., 2002); phpA, Phosphinotricintripeptid
(Blodgett et al., 2005); vioN, Viomycin (Thomas et al., 2003); ybdZ/ent, Enterobactin (Bentley et
al., 2002); tioT, Thiocoraline (Lombo et al., 2006).

*) Fiir die Proteine NikP1 (677 as), LtxB (460 as) und Bleo (187 as), sind nur die mbtH-dhnlichen

Regionen gezeigt.
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Diese Tatsache lasst einen evolutionaren Druck vermuten, der eine solche
Sequenzkonservierung favorisiert, und MbtH-Proteine mit bestimmter Funktion
determiniert. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit lieRen weder Datenbankvergleiche
noch experimentelle Untersuchungen auf eine Funktion der mbtH-ahnlichen Gene
schlielen. Ebenso wie fiur die Aminocoumarinbiosynthese sind die unterschiedlichen
Schritte  der  Enterochelinbiosynthese (Crosa & Walsh, 2002), der
Phosphinotricinbiosynthese (Schwartz et al, 2004) und der Glycopeptid-
Antibiotikabiosynthese (Sosio et al., 2003) in in vitro Untersuchungen detailliert
beschrieben worden. Dabei konnte den MbtH-Proteinen der jeweiligen Gencluster
keine essentielle katalytische Funktion zugeordnet werden. Es wurde daher
spekuliert, dass MbtH-ahnliche Proteine in Regulations- oder Transportprozesse
(Yeats et al., 2003), oder an anderen Protein-Protein Interaktionen beteiligt sein
konnten(Stegmann et al., 2006). Experimentelle Daten fehlen jedoch bislang. Die
Biosynthese aller in Abbildung 21 genannten Substanzen beinhaltet die Aktivierung
von Aminosauren oder aromatischen Sauren durch Bildung einer Thioesterbindung
uber den 4’-Phosphopantethein-Cofaktor eines spezifischen Enzyms. Haufig folgen
chemische Modifikationen der aktivierten Aminosaure und der anschlieRende
Transfer auf Amino- oder Hydroxygruppen zur Bildung von Peptid- oder
Esterbindungen. In der Biosynthese von Clorobiocin treten 2zwei solche
Reaktionssequenzen auf. Die Aktivierung und B-Hydroxylierung von Tyrosin durch
die Enzyme CloH und Clol sind die ersten Schritte in der Synthese
Aminocoumarineinheit von Clorobiocin (Chen et al., 2002; Pacholec et al., 2005a). In
die Biosynthese der terminalen Pyrolleinheit sind die Proteine CloN3, CloN4 und
CloN5 involviert, welche die Aktivierung von Prolin und dessen anschlieRende
Oxidation zu Pyrrol-2-carboxyl-S-cloN5 katalysieren (Garneau et al., 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Zufltterung einer intakten
Aminocoumarineinheit zu einem heterologen Clorobiocinproduzenten bei dem alle
mbtH-ahnlichen  Gene  deletiet  wurden, zur  Wiederherstellung  der
Antibiotikabiosynthese fuhrte. Die dabei erzielten Produktionsmengen waren ahnlich
zu denen, die durch die Komplementierung der AmbtH Dreifachmutante mit cloY
oder den anderen mbtH-Orthologen cchK, CDA-ORFX und couY erhalten wurden.
Dies legt nahe, dass in der AmbtH Dreifachmutante alle Biosyntheseschritte mit
Ausnahme der Aminocoumarinringbiosynthese funktionsfahig sind. Fruhere

Inaktivierungsexperimente mit Genen die an der Bildung der Pyrrol-2-carboxyleinheit
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beteiligt sind, haben zu Mutanten geflihrt, die das Clorobiocin-Derivat Novclobiocin
104 akkumulierten. Dieses Strukturanalogon ist durch das Fehlen der Pyrrol-2-
carboxyleinheit gekennzeichnet (Freitag et al., 2005b; Xu et al, 2003). Die
Akkumulation von Novclobiocin 104 konnte bei den hier durchgefuhrten
Experimenten nicht beobachtet werden. Es wird daher angenommen, dass cloY fur
die effiziente Bildung der Aminocoumarineinheit von Clorobiocin und nicht fur die
Synthese oder den Transfer der Pyrrol-2-carboxyleinheit bendtigt wird. Ob CloY
dabei an Protein-Protein Interaktionen, an katalytischen oder an regulatorischen
Prozessen fur Translation oder Transkription beteiligt ist, kann derzeit nicht gesagt
werden. Die Inaktivierung von cloY und zwei weiteren mbtH-ahnlichen Genen im
heterologen Clorobiocinproduzenten fihrte zu einem dramatischen Ruckgang der
Clorobiocinbiosynthese. Im Gegensatz hierzu wurde von Stegmann und Kollegen
(2006) Dberichtet, dass die Inaktivierung des mbtH-ahnlichen ORF1 im
Balhimycingencluster keine Auswirkung auf die Balhimycinproduktion hatte. Jedoch
vermerkten die Autoren, dass im Genom des naturlichen Produzenten mindestens
zwei weitere mbtH-ahnliche Gene vorhanden sind, und es nicht ausgeschlossen
werden kann, dass diese Gene die Funktion von ORF1 Ubernehmen. Die hier
gezeigten Ergebnisse zur Clorobiocinbiosynthese beweisen, dass verschiedene
mbtH-ahnliche Gene sich gegenseitig in ihrer Funktion ersetzten konnen. Bei
weiterfuhrenden Untersuchungen zur in vivo Funktion von mbtH-ahnlichen Genen
muss daher die Beteiligung weiterer Genkopien im Produzentengenom beachtet
werden. Um eine detaillierte Aussage Uber die Notwendigkeit der mbtH-ahnlichen
Gene fur die Balhimycinbiosynthese treffen zu kdnnen, mussen zuvor alle mbtH-
ahnlichen Gene des naturlichen Balhimycinproduzenten inaktiviert werden.
WeiterfUhrende Untersuchungen zur in vivo Funktion von mbtH-ahnlichen Genen

sollten daher nur in komplettsequenzierten Stammen durchgefihrt werden.

85



Diskussion

4.2 Coumermycin-Projekt

Coumermycin A ist durch seine hohe Affinitat zur bakteriellen Gyrase und seiner
ausgepragten antibakteriellen Eigenschaften von pharmazeutischem Interesse
(Maxwell & Lawson, 2003). Die schwierige genetische Manipulation des naturlichen
Produzenten S. rishiriensis DSM40489 sowie dessen geringe Coumermycin Aj-
Produktion machten ein heterologes Expressionssystem flr das Coumermycin As-
Biosynthesegencluster aulerst winschenswert. Die Gencluster von Clorobiocin und
Novobiocin wurden bereits erfolgreich in S. coelicolor M512 heterolog exprimiert und
resultierten in der Produktion der entsprechenden Antibiotika in GroRenordnungen,
die denen der natlrlichen Produzenten entsprachen (Eustaquio et al., 2005a). Fur
das Coumermycin Ai-Gencluster (38.6 kb) war eine heterologe Expression bisher
nicht madglich, da kein Cosmid zur VerfUgung stand, welches das vollstandige
Gencluster beinhaltete. Die betrachtliche GroéfRe vieler Biosynthesegenclustern ist ein
weithin verbreitetes Problem bei der Gewinnung von Cosmiden oder BAC-Klonen,
die ein vollstandiges Gencluster enthalten.

In der vorliegenden Arbeit wurde das A RED Rekombinationssystem verwendet, um
das komplette Coumermycin Ai-Biosynthesegencluster aus zwei Uberlappenden
Cosmidinserts zusammenzufthren. Alle hierflir notwendigen Schritte wurden zuerst
in E. coli durchgefuhrt, bevor das gesamte, auf einem Cosmid vorliegende
Gencluster, in das Genom des gut untersuchten Streptomyceten S. coelicolor M512
integriert wurde. FUr die Klonierung des Genclusters wurde in jedes der beiden
Ursprungscosmide eine Resistenzkassette uber A RED-vermittelte homologe
Rekombination eingebracht. Beide Resistenzkassetten wurden dabei von den
Restriktionsschnittstellen Nhel und Spel flankiert, die in den Original-Cosmiden nicht
vorhanden waren. Die Restriktion von Cosmid couMW13 mit Nhel und einem
weiteren Enzym im Uberlappenden Bereich des Cosmidinserts (Nsil), resultierte in
einem ca. 6 kb groRen Fragment welches eine rund 4 kb groRe Sequenz des linken
(5’) Endes des Coumermycin Ai-Genclusters beinhaltet. Aufgrund der Tatsache,
dass beide Resistenzkassetten identische Sequenzen enthalten, konnte uber A RED-
vermittelte homologe Rekombination die Resistenzkassette des Zielcosmids
couMW12 durch das Nsil/Nhel Restriktionsfragment aus Cosmid couMW13 ersetzt
werden. Das daraus resultierende Cosmid couMW14 beinhaltete damit das

vollstandige Coumermycin As-Gencluster. Die heterologe Expression des klonierten
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Genclusters in S. coelicolor M512 fuhrte anschlieBend zur Produktion von
Coumermycin A1. Das Zusammenfugen eines Genclusters auf einem Cosmid durch A
RED-vermittelte homologe Rekombination wurde bereits durch die Arbeiten von
Perlova und Kollegen (2006) demonstriert. Dabei wurde das komplette
Myxothiazolgencluster mittels gangiger Klonierungstechniken sowie dem A RED/ET-
Rekombinationssystem auf einem Cosmid kloniert (Perlova et al., 2006). Im
Gegensatz dazu ist die hier beschriebene Strategie unabhangig von
Klonierungsschritten. Durch eine konsequente Eliminierung der Resistenzkassetten
aus dem entsprechenden Zielcosmid, kdnnte diese Methode auch flr Klonierungen
groler DNA-Abschnitte aus mehr als zwei Uberlappenden Cosmiden verwendet
werden.

Die erfolgreiche heterologe Expression des Coumermycin As-Biosynthesegenclusters
in S. coelicolor M512 erdffnete neue Madoglichkeiten flr die Veranderung des
Coumermycin As-Moleklls durch genetische Manipulation. Diese Mdglichkeit wurde
durch die Herstellung der drei Coumermycin As-Derivate Coumermycin LW1, MW1
und MW2 demonstriert. Jede dieser Substanzen wurde in Mengen produziert, die
ahnlich denen der Coumermycin Aq-Produktion des natlrlichen Produzenten S.
rishiriensis DSM40489 waren. Coumermycin MW1 und MW2 beinhalten dabei ein
oder zwei Chloratome anstelle der Methylgruppe an Position 8 der
Aminocoumarineinheit. Die Halogenierung erfolgte durch die heterologe
Coexpression eines methyltransferase-defekten Coumermycin As-Genclusters mit
dem Halogenasegen clo-hal aus dem Clorobiocingencluster. Unklar ist dabei, in
welchem Schritt der Coumermycin MW1- und MW2-Biosynthese die Chloratome
eingefugt werden. Walsh und Kollegen haben gezeigt, dass in der
Novobiocinbiosythese die SAM-abhangige C-Methyltransferase NovO
Desmethylnovobiocinsaure, d.h. die Uber eine Amidbindung mit der 3-Dimethylally-4-
hydroxybenzoesaure verbundene  3-Amino-4,7-dihydroxycoumarineinheit, als
Substrat verwendet (Pacholec et al., 2005b). In der Coumermycin As-Biosynthese
substituiert die Methyltransferase couO die korespondierenden Mono- und Bisamide
welche eine oder zwei Aminocoumarineinheiten enthalten. In beiden Fallen erfolgt
die Methylierung an Position 8 der Aminocoumarineinheit (Pacholec et al., 2005b).
Es erscheint plausibel, dass in der Clorobiocinbiosynthese die Halogenase Clo-hal
Desmethylnovobiocinsaure als Substrat flir die Halogenierung verwendet. Das

Auftreten der mono- und di-chlorierten Coumermycin A{-Derivate Coumermycin MW1
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und MW?2 ladt vermuten, dass Clo-hal sowohl die Mono- als auch die Bisamide der 3-
Methyl-2,4-dicarbonsaureeinheit als  Substrat akzeptiert, was auf eine
aulergewohnlich breite Substrattoleranz dieses Enzyms hindeutet. Es kann z. Zt.
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Halogenierung zu einem friheren
Zeitpunkt der Biosynthese stattfindet. Die Coumermycin As-Derivate Coumermycin
LW1, MW1 und MW2 wurden isoliert und auf ihre antibakterielle Aktivitat getestet.
Wie frihere Studien erwarten lieRen (Eustaquio et al., 2003a; Flatman et al., 2006; Li
et al, 2002), fuhrte die Entfernung der Methylgruppe an Position 8 der
Aminocoumarineinheit zu einer verminderten antibakteriellen Aktivitat. Die folgende
EinflUhrung eines Chloratoms an dieser Position fluhrte zur Wiederherstellung der
antibakteriellen Aktivitat. Auf den ersten Blick erscheint es uUberraschend, dass die
Halogenierung von nur einer Aminocoumarineinheit fur die optimale Aktivitat
ausreichend war, und dass die Halogenierung der zweiten Aminocoumarineinheit die
antibakterielle  Aktivitat nicht verbesserte, sondern eher verschlechterte.
Rontgenstrukturanalysen haben gezeigt, dass nur eine Aminocoumarineinheit und
der gebundene Desoxyzucker mit seinen Substituenten die Aminocoumarin-
Antibiotika Bindungstasche der Gyrase B Untereinheit besetzten (Lafitte et al., 2002;
Lewis et al., 1996). Die Substituenten der 3-Aminogruppe der Aminocoumarineinheit
fuhrten im Gegensatz dazu nur zu einer schwachen Interaktion mit dem Zielenzym
(Maxwell & Lawson, 2003).

Die Sequenzierung des vollstandigen Coumermycin Aj-Genclusters zeigte im
intergenetischen Bereich von couE und couG das Vorhandensein von zwei kleinen
open reading frames, die nach Sequenzanalyse hohe Ahnlichkeit zu Teilsequenzen
der putativen Prephenat-Dehydrogenasen CloF und NovF aufweisen. Um zu
untersuchen welchen Einfluss eine intakte Kopie eines Prephenat-
Dehydrogenasegens auf die Coumermycin As-Produktion hat, wurde das Gen cloF
im heterologen Coumermycin Ai-Produzenten exprimiert. Nach HPLC Analysen
konnte dabei keine gesteigerte Coumermycin As-Produktion nachgewiesen werden.
Das Auftreten von redundanten DNA-Sequenzen, die nach Sequenzanalysen zwar
noch Ahnlichkeiten zu Proteinen bekannter Funktion aufweisen, jedoch nicht mehr
zur Bildung eines funktionsfahigen Proteins fiihren, steht in Ubereinstimmung mit
dem Verlust des 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesaurerests im Coumermycin As-
Molekil. Es ist anzunehmen, dass wahrend der natlrlichen Evolution des

Aminocoumarin-Antibiotikums Coumermycin A; der evolutionare Druck, der die
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Aufrechterhaltung einer Prephenat-Dehydrogenase-codierenden Sequenz
favorisierte, verloren ging und eben damit zur Weiterentwicklung der Aminocoumarin-
Antibiotika beitrug.

Die drei Gencluster von Clorobiocin, Novobiocin und Coumermycin A beinhalten die
putativen Regulatorgene cloG, novG und couG. Fir NovG konnte ein positiver
regulatorischer Effekt in der Novobiocinbiosynthese nachgewiesen werden
(Eustaquio et al., 2005b). Die Uberexpression von novG im heterologen
Novobiocinproduzenten fuhrte zu einer Verdreifachung der Novobiocinproduktion.
Um zu prufen, ob NovG einen positiven regulatorischen Effekt auf die Coumermycin
As-Biosynthese ausubt, wurde das Gen novG im heterologen Coumermycin Aj-
Produzenten exprimiert. Nach anschlieRender HPLC Analyse von Kulturextrakten
konnte dabei keine Zunahme der Coumermycin As-Produktion nachgewiesen
werden. Trotz der auffallend starken Sequenzahnlichkeiten von couG und novG
scheint die Uberexpression von novG keinen EinfluR auf die Coumermycin A-
Biosynthese zu nehmen. Fir NovG konnte gezeigt werden, dass es DNA-bindende
Funktionen besitzt und als positiver Regulator in der Novobiocinbiosynthese wirkt
(Eustaquio et al., 2005b). Moglicherweise sind die geringen Sequenzunterschiede
von NovG und CouG dafur verantwortlich, dass keine spezifische DNA-Protein
Interaktion zwischen NovG und dem Coumermycin Ai-Gencluster stattfindet. Es
bleibt jedoch auch zu vermerken, dass ein positiver regulatorischer Effekt von couG

bisher nicht gezeigt wurde.

&9



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Aminocoumarin-Antibiotika Clorobiocin, Novobiocin und Coumermycin A werden
von unterschiedlichen Streptomyceten Stammen gebildet und sind Hemmstoffe der
bakteriellen DNA-Gyrase. Molekularbiologische und biochemische Untersuchungen
der Aminocoumarinbiosynthesegencluster haben zu einem detaillierten Verstandnis
der Biosynthese dieser Antibiotika gefuhrt. So konnte fUr nahezu alle Gene des
Clorobiocingenclusters eine katalytische, regulatorische oder an
Resistenzmechanismen beteiligte Funktion bewiesen werden. Lediglich flr das Gen
cloY fehlte eine Funktionszuordnung. cloY gehért zur Gruppe der sog. mbtH-
ahnlichen Gene, die in einer grollen Zahl von bakteriellen Antibiotika- und
Siderophor-Biosynthesgenclustern vorkommen. Heute liegen mehr als 106
Datenbankeintrage solcher mbtH-ahnlichen Gene vor, jedoch ist deren Funktion noch
vollig unbekannt.

Zur Untersuchung der Funktion von cloY in der Clorobiocinbiosynthese wurde ein
Inaktivierungsexperiment  durchgefuhrt. Dabei wurde das Gen cloY im
Clorobiocingencluster deletiert und das entstandene AcloY Cosmid im heterologen
Produzenten S. coelicolor M512 exprimiert. Im Vergleich zu einem Kontrollstamm mit
intaktem Clorobiocingencluster (54 pg/ml) lag die Clorobiocinproduktion der AcloY
Mutante bei 12 pg/ml. Friher durchgefuhrte Inaktivierungsexperimente mit
Biosynthese- oder Regulatorgenen der Aminocoumarin-Gencluster hatten
demgegenuber immer zu einem vollstandigen oder fast vollstandigem Ausfall der
Antibiotikaproduktion gefuhrt. Die Analyse des sequenzierten Genoms von S.
coelicolor zeigte das Vorhandensein von zwei weiteren mbtH-homologen Genen,
cchK aus dem Coelichelingencluster und CDA-ORFX aus dem Gencluster des
,calcium dependent antibiotic“. Inaktivierung beider Gene im S. coelicolor M512
Genom und eine anschliel3iende heterologe Expression des AcloY Cosmids in dieser
Mutante, fuhrte zu einer Clorobiocinproduktion von nur 0,3 pg/ml. Die
Komplementierungen dieser AmbtH Dreifachmutante mit jedem der zuvor deletierten
Gene fluhrte zur Wiederherstellung der Clorobiocinproduktion in Mengen bis zu 8
pMg/ml. Komplementierung der AmbtH Dreifachmutante mit dem mbtH-homologen
Gen couY aus dem Coumermycin Ai-Gencluster fuhrte zu einer ahnlichen
Clorobiocinproduktion. Das beweist, dass unterschiedliche mbtH-ahnliche Gene sich

in ihrer Funktion ersetzen konnen. AnschlieBende Futterungen der AmbtH
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Dreifachmutante mit der Aminocoumarineinheit aus Novobiocin flhrten zur Bildung
des Clorobiocin-Derivats Novclobiocin 102, in Produktionsmengen vergleichbar zu
denen, die bei den Komplementierungsexperimenten ermittelt wurden. Somit konnte
erstmals gezeigt werden, dass cloY eine spezielle Funktion bei der Biosynthese der
3-Amino-4,7-dihydroxycoumarineinheit des Clorobiocinmolekils besitzt.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der heterologen Wxpression
des Biosynthesegenclusters von Coumermycin As. Die Biosynthesegencluster der
Aminocoumarin-Antibiotika Clorobiocin und Novobiocin waren bereits erfolgreich
kloniert und im Genom des heterologen Produzenten S. coelicolor M512 exprimiert
worden. Da jedoch kein Cosmid mit dem vollstandigen Coumermycin A;-Gencluster
zur Verfiugung stand, war die heterologe Expression von Coumermycin A bisher
nicht moglich. Fur die heterologe Expression des Coumermycin A;-Genclusters und
fur die Herstellung neuer Coumermycin As-Derivaten mittels genetic engineering,
sollte daher ein Cosmid mit dem vollstandigen Coumermycin Ajs-Gencluster
hergestellt werden. Dafur wurde eine auf SuperCos1 basierende Cosmidbank des
naturlichen Produzenten S. rishiriensis DSM40489 angelegt. Durch das PCR-
Screening von rund 10.000 Klonen dieser Cosmidbank konnte kein Cosmid
identifiziert werden, das in seiner Sequenz das vollstdndige Coumermycin Aj-
Gencluster abdeckte. Es wurde daraufhin eine auf dem A RED-System basierende
Strategie entwickelt, um zwei Uberlappende Cosmidinserts zusammenzufuhren und
das komplette Coumermycin A{-Gencluster auf einem Cosmid zu konstruieren. Nach
heterologer Expression des resultierenden Konstruktes in S. coelicolor M512 konnte
tatsachlich die erfolgreiche Coumermycin A;-Produktion mittels HPLC/LC-MS
Analysen nachgewiesen werden. Die durchschnittliche Produktionsmenge von ~7
Mg/ml lag dabei leicht Uber der des naturlichen Produzenten S. rishiriensis (2 - 5
Mg/ml). Das vorliegende integrative Cosmid erlaubt gentechnische Modifikationen
des Biosynthesegenclusters und damit die Produktion von Strukturanaloga von
Coumermycin A4. Die Herstellung solcher neuer Coumermycin As-Derivate wurde
durch die Inaktivierung des C-Methyltransferasegens couO und die darauffolgende
Expression des Halogenasegens clo-hal aus dem Clorobiocingencluster im
heterologen Coumermycin As-Produzenten demonstriert. Dabei konnte die Bildung
eines mono- und eines di-chlorierten Coumermycin As-Derivats mittels HPLC/LC-MS
Analysen nachgewiesen werden. Die antibakteriellen Eigenschaften dieser neuen

Substanzen wurden in einem Agar-Diffusionstest gegen B. subtilis ermittelt. Dabei
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zeigte sich eine in etwa gleich starke antibakterielle Wirkungen des mono-chlorierten
Derivates Coumermycin MW1 und Coumermycin As. Im Gengensatz dazu war das
di-chlorierte Derivat Coumermycin MW2 etwas schlechter wirksam.

Die hier verwendete Methode flr die Klonierung des Coumermycin As-Genclusters
zeigt eine neue Moglichkeit flir das Zusammenfihren groler DNA-
Sequenzabschnitte mittels A RED-vermittelter Rekombination. Die durchgefuhrten
Modifikationen des Genclusters und die Herstellung der beiden neuen
Hybridantibiotika haben die Moglichkeit der kombinatorischen Biosynthese von

neuen Aminocoumarin-Antibiotika weiter belegt.
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> 7
£ 80000 —| 1080.42
£ ]
7] 606.21
60000 —|
] 366.24 973.76
40000 ] 499.10
] 431.96
20000 —| 580.54
4 13486 20893 S2318  lags g0 510.19 645.63 75532 799.42
] 134 218.23 28073 | ‘ | Ll L o T2795 ] | 866,52 92054 1079.34 10!
L R e e e e s e e e D T T e e e R e e e e L e e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

wavelength (nm)
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Anhang

V)

LC-MS/MS Analyse eines S. coelicolor{couMW18)/pAE_ha7 Extrakts

D:Xcalibur_data\...\02_04_07\couMW 18hal 02/04/2007 08:47:30 PM couMW 18hal
RT: 0.00 - 32.04 a) b) ¢
1840 25.76 NL: 6.41E5
15.41 - 0.00 Total Scan PDA couMW 18hal
265 24.27 2623
3.98 1497 0.00 0.00 208 232 %0, 0.00

00000 3 0.00 ¢00 0.00
g - 000 000
EREN A

100 0.21 299
308.15 345.21
0

2885 3124 NL:4.65E8
o567 2835 60752 59151 TICF:-csid=10.00 Q3MS [

1721 1831 1940 2189
1080.61 60752 300.00-1200.00] MS couMW 18hal

327.19 32920 51533 42517

2562 NL: 7.13E5
100 191.94 TIC F: - ¢ 5id=10.00 Full ms2
1080.30@45.00 [ 100.00-1155.00]
a) MS couMW 18hal
0 26.03 NL: 1.89E6
100 225.98 TIC F: - ¢ 5id=10.00 Full ms2
1114.30@45.00 [ 100.00-1120.00]
b MS couMW 18hal
) o
26.55 NL: 6.11E5
100 226.00 TIC F: - ¢ sid=10.00 Full ms2
1148.30@45.00 [ 100.00-1150.00]
c) MS couMW 18hal
LI T T LA B e o o o o o e e I o o M R I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
couMW18hal #1571 RT:26.03 AV:1 NL: 4.98E5 :
F: - ¢5sid=10.00 Full ms2 1114.30@45.00 [ 100.00-1120.00] b) Coumermycin MW1
225.98
450000 g 507.16
400000
350000 —|
300000 —|
2z E
B50000 —
i) 4
£ E
200000 —|
150000 —
100000 640.18
3 473.21
E 1114.50
50000 = 191.98 7 53326 606.43 1070.48
E 37221 ) 43184 66309 789.46 3795 100751
E T el | |546.14 | 697.30 | o= 900.67  963.37 ) 1117.56
0~y [N AR AR DRI RAR) EE AR RN REA R BRI RAA) AR IRAL LA LR RN LA R R A R RAR) AR AR RO EAR R AR RASN LM A RN NN AN AL RAAN RAAN MARN AN
100 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
wavelength (nm)
LC-MS/MS Analyse eines S. coelicolor{couMW18)/pAE ha7 Extrakts
D:WXcalibur_data\...\02_04_07\couMW 18hal 02/04/2007 08:47:30 PM couMw 18hal
RT: 0.00 - 32.04 a) b) ¢
1840 25.76 NL: 6.41E5
15.41 - 0.00 Total Scan PDA couMW 18hal
265 0.00 24.27 26.23
500000 0.00 g-gg 1497 0.00 22,08 2:-0302 0.00 ¢ 0.00
E - 000 000
0

2885 3124 NL:4.65E8

100 5 021 o 1721 1831 1940 2189 2567 2835 60752 59151 TICF:-csid=10.00 Q3MS [
5 34521 32719 32920 51533 42517 108061 60752 300.00-1200.00] MS couMW 18hal
0 2562 NL: 7.13E5
100 191.94 TIC F: - ¢ 5id=10.00 Full ms2
1080.30@45.00 [ 100.00-1155.00]
a) MS couMW 18hal
0 26.03 NL: 1.89E6
00 225.98 TIC F: - ¢ 5id=10.00 Full ms2
1114.30@45.00 [ 100.00-1120.00]
b) MS couMW 18hal
° 26.55 NL: 6.11E5
00 226.00 TIC F: - ¢ 5id=10.00 Full ms2
1148.30@45.00 [ 100.00-1150.00]
c) MS couMW 18hal
L o e e O A B At B B et et e e T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
couMW 18hal #1602 RT: 2655 AV:1 NL: 1.81E5 ¢) Coumermycin MW2
F: - csid=10.00 Full ms2 1148.30@45.00 [ 100.00-1150.00]
226.00
180000 —
160000
140000
120000 507.09
2100000 -
3 ] 1148.56
5 1
£ 80000 | 640.31
60000
40000
3 823.14
20000 —| 22512 416.08 541.75 586.38 697.37 867.61
1 358.80 I 1104.74
J11177 19574 195175 33354 0 ) 465.73 H [611.22 |648.86 760.07 | 896.81 087,84 104175 j
LS e L L L LA L R L R e B L) M L Ly L R L R A A L L L L LA Ly L By ) LA R ) LS S LA LA LA LA AL A AL
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

wavelength (nm) 1 04



Anhang

VII)

LC-MS/MS Analyse von Novclobiocin 102

D:\Xcalibur_datal..\dd16 gef 14/08/2006 05:00:17 PM dd16gef
RT: 0.00 - 33.02
11.29 NL: 1.72E6
13.51
. 0.00 0.00 Total Scan PDA dd16
1500000 | 10.81 1441 1574 gef
E 0.00 p : .
00000 ool 000 000  oan 2084 2228 2438
3 279 - i
3 500000 3 27 749 0.00 0.00 0.00
03 A s
1328 1490 NL: 8.07E8
100 — 11.45 Jop 19493 TIC F: - ¢ 5id=10.00
] 244.95 15.94 Q3Ms
] 478 10.66 20492 655 32.84  100.00-1200.00] MS
50 105.69 Bes 20592 20704 1928 2097 2459 2790 3007 1058T adt6gel
] 11276 623.23 637.25 675.29 112.80 383.26
0 2454 NL: 1.32E7
B 205.96 TIC F: - ¢ 5id=10.00
100
| Full ms2
31 25.04 675.20@35.00 [
50 1831 205.95 23.1060-&:0.001 Ms
1 289.02 e
L0 o e s s e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
dd16 gef #2055 RT:24.57 AV:1 NL: 8.57E6
F:-csid=10.00 Full ms2 675.20@35.00 [ 50.00-680.00]
05.98 W R
2000000 — &
1800000 — 568 (t) [o]]
1600000 —|
1400000 —| [9) L
i Novclobiocin 102; M, = 675
51200000 — (t=terminales Fragment; i=internes Fragment) 568.26
2 ] H
£1000000 o 487.15
800000 |
600000 —|
400000 20496 | 23191
B 244.04 307.03 35019 379.94
200000 16203 0 394.10 675.30
10474 134.97 | ) 278.60 337.95 \|4°§-19 42244 46747 513.06  550.34 614.29 638.26
L B e o L B o e e L T e e e e e e A A e e e e e e T A Lo s e e e A B
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

wavelength (nm)
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