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Zusammenfassung

Streptomyces hawaiiensitNRRL 15010ist der natlrliche Produzentenstamm des
Sekundarmetabolitkomplexes AS85 einemExtrakt mit bishesechsstrukturell aufgeklarten
antibiatisch wirksamen Acyldepsipepiittrivaten (ADEPs)FUr diese neue Antibiotikaklasse
konnte eine vielversprechende Aktivitdt gegen verschiedenste guamitiveBakterien gezeigt
und ein vollkommen neutiger Wirkmechanismus beschriebearden.Das ADEFarget ist die
proteolytischeKernkomponenteClpP derakteriellencaseinolytischen Protease, einer ATP
abhangigen Serinprotease, die eine wichtige Rolle fir die Proteinhomdostase
und -qualtatskontrollesowie dieregulatorische Proteolyspielt. Durch seine Bindurma ClpP
verdrangtADERJie mit ClpPassoziierten CidTPasen von ihren Bindestellen und unterbindet
dadurch samtliche natirlieim ClpFFunktionen. Des Weiterenduziert die ADEBindung eine
Konformationséanderungler ClpPFassstruktur, welchalie Eintrittspore zum kataligchen
Zentrumerweitert, so dass essentielle, insbesondeaserende Zellproteinehineingelangen
und abgebaut werdenpwas einen lethalen Effekt auf die bakterielle Zelte h

Im Rahmerdieser Arbeit wurdesin Protdoll zurAufreinigung von ADEP1, der aktiveren der
beiden Hauptkomponenten des A545&6mplexesaus dem Kulturiiberstand v& hawaiiensis
etabliert, so dass das Antibiotikufiir Experimenteim weiteren Verlaufdieser Arbeitin
ausreichender Menge zur Verfigung stand.

Des Weiteren sollte dasbhisher unbekannte ADHRosynthesegencluster i8. hawaiiensis
identifiziert und analysiert werdeMit Hilfe der Softward oolsantiSMASHInd BLASWurde

ein Gencluster gfundenund annotiert welchesputative Gene flrBiosyntheseeinheiten zur
Bereitstellung vo2S4R)-4-Methylprolin, zur Generierung dADEFAlkerseitenkettesowie zur
Biosynthee des Hexadepsipeptidrickgraied damit der vollstandigen ADBPBRmarstruktur,
aufwies. Weiterflhrende Analysen und Experimente zur biochemischen Charakterisierung
lieferten deutliche Hinweise auf die Identitat des Clusters und bestéatigten aul3erdem ein
zusatzlicheslpRPHomologclpPoeg als Resistenzfaktor.

Die Funktionalitat vonClpRper sowie der durch diesesClpPHomolog vermittelte
Resistenzmechanismus konnten nicht durchiveExperimentam Produzentenstamm selbst
untersucht werden, da dsotz einer Vielzahl angewandter Varfennicht gelang, den Stamm
genetisch zu modifizieredllerdings konnte das Resistenzprinzip erfolgreich in den genetisch
gut zuganglichenModellorganismussS.lividans Gbertragen und dort untersucht werden.
Vorteilhalft war weiterhindassin S.lividansbereits Vorarbeitenzur komplexen Multige+Clp
Maschinerian Streptomycetemurchgefihrt worden waren.

Knockoutund anschlieende Komplementierungtsr verschiedenenlpRGene inS. lividans
TK24sowie dieAnalyse der Mutanten in Bioassays umdr Proteinzellextrakten Western Blots
brachten neue Erkenntnisse (Ube ADEFSensitivitdt, Prozessierurgn, Interaktionen,
Komplexbildung und Funktiortatider einzelnen ClpHomologe

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wuethenfallsclpPaperin S.lividansTK24eingebrachtund
seine Funktionalitdt untersuchBioassay und Western BlefAnalysen ergam deutliche
Hinweise auf einen neuartigen, dualen Resistenzmechanksukonnte gezeigt werden, dass
der Resistenzfaktor zum einen durch ADE&Yaktvierte ClpFKomplexedetoxifiziert als auch
selbst an der Bildung von funktionalen, AlédistentenKomplexen beteiligt ist®mit ist
ClpRoerin der Lagedlie verlorene,essentielle proteolytische Clgiktivitatwiederherzustellen
und dem Organismusas Uberlebezusichern.

VI



Abstract

Streptomyces hawaiienddRRL 15010 is the natural producer of the secondary metabolite
complex A54556which comprises at least siglosely related congenersf antibiotic
acyldepsipeptides (ADEPs). This new class of antibiotics showed promising activity against a
variety of Gam-positive bacteria and exhibigg urprecedented mode of actio®DEP targest

the proteolytic core ClpP of the bacterial caseinolptiotease, an ATFBependent serin
protease, which playa crucial role in protein haustasis quality controland regulatory
proteolysis

ADEP binding to ClpP displacesa$mnciated CHaTPases from their binding sites, which results
in the inhibition of natural substrate degradation. Furthermore, it induces a conformational shift
in the ClpP tetradecamer, whislidensthe entrance pores to the catdic sites and allows &y
anduncontrolled degradation of essential cell proteins.

Within the scope of this thesaspurification protocol was established, tfi@éntly purify ADEP1,
the most active of the two main congenarshe A54556 extract, from tH& hawaiiensigulture
supernatant The purified compound wasentral to many of the experiments detailedtlis
thesis.

A further aim of this study was the identification and characterizationeoADEP biosynthetic
gene clustewhichhad remained elusiveso far Using he software tools antiSMASH and BLAST,
a cluster was found and annotated which comprigedputative biosynthetic genes necessary
for the generation of (254R-4-methylprolire, the ADEP alkensidechain and the
hexadepsipeptide backbone, accounting &tirthe structuralelements present irthe ADEP
primary structure.

Further analyss and experiments to charactexithe biosynthetic gene cluster biochemically
provided strong evidence for the identity of the cluster and also confirmed an adddipRal
homolog clpRper as resistance factor.

The functionalities of Clpkmas a peptidaseas well as thenode of resistance mediated by this
protein, could not be investigated iim vivoexperiments witithe producerS. hawaiiensiisself,
asdespitesubstantial effortsthe strain was not genetically tractaileour handsHowever, the
resistance factor could be transferred and was functional also in the genetically well tractable
model organisn®. lividanswhich was used for mechanistic studiesctpPoer By cloosingS.
lividans as a model preceding informationon the complex multigene Clp machinery in
streptomycetesould be used that had been published for this strain

Knockouts and subsequent complementasiohthe differentclpPgenes inS.lividansTK24as

well as analyses of the mutants in bioassays and their protein extracts in Western Blots provided
new insights about ADEP sensitivity, processing, interactions, complex formation and
functionalityof the individual ClpP homoleg

Based orthese experimentclpPaoervas introduced ints. lividang K24andits functionality

was characterizedBioassay and Wesh Blot analyses yieldevidence for a novel, dual mode

of resistanceThe resistance factor was abledetoxify by ADEP overaetted ClpP complexes,
while simultaneously being involved in the formation of functional, ADEP resistant complexes,
which restorel the essential proteolytic ClpP activity andhat way securé survival of the
organism.



1 Einleitung

1.1 Antibiotikabrschung und das Resistenzproblem unserer Zeit

a! YOASERRAGANBYNSYda dzyR at N2Pof SY1TSAYSa aAyR . S3aN
Fachgruppen wie Arzten, Apothekern und Wissenschaftlern gelaudigssindern von den

Medien auch immer hdiger an die Gesellschaft hegetragen werden. Wir haben einen
%BSAGLIzy 1 G SNNBAOKGI RSN J2aftibivtiscofied®KNEya 200KR2GK NJE $10
wird.

Laut dem Robert Koch Institut (RKI) erleiden i@hrt00.000 bis 600.000 Patienteémn
Deutschlad eine nosokomialedas heif3t im Krankenhaus erworbeh&gktion. 30.000 bis

35.000 dieser Patienten simdit multiresistenten Erregerinfiziert und von diesen wiederum

1.500 mit Bakterien, gegen die kaum noch ein Antibiotikum wirksar(Gastmeier and
Fatkenheuer, 2015) Abzushatzen, wie viele Menschen aufgd der im Krankenhaus
erworbenen Infektionen sterben ist nahezu unmdglich, da die Patienten fir gewdhnlich an
schweren Primarerkrankungen leiden und duraferihschlechten Immunstatus anfallig fur
Infektionen sind, so dass unklar bleibt, ob die Todesursache schlussendlich die eigentliche
Erkrankung oder die im Krankenhaus erworbene Infektion ist.

Im Gegensatz zur allgemmen Annahme, dass Antibiotiksistenze ein neuzeitliches

Phanomen darstellen, wurde kirzlich in Studien mit Permafrostproben gezeigt, dass
Resistenzgene schon vor mindestens 30.000 Jahren existiert haben. Erst der steigende und vor
allem unbedachte Einsatz von Antibiotika in der Hunoad Veterindrmedizin sowie in der
Massenterhaltung seit Beginn des 20. Jahrhunderts bewirkte einen Anstieg der Haufigkeit von
resistenten Bakterien durch den permanenten SelektionsdéugkQ/ 2 a Gl .SG F f ®X WA M

Im Prinzip haben Bakterien evotutir gesehen zwei Mdoglichkeitesich gegen eine
Antibiotikatherapie zu schiitzen. Zum einen konhutationen dazdihren, dass sie gegen die
eingesetzte Substanz unempfindlich werdelyrch a) direkte Mutation des Targets, b)
Mutationen, die dazu fuhren, dass die Substanz vermindert aufgenommen oder c) vermehrt
ausgeschieden wird (Effldumpen) Eine weitere Moglichkeit besteht dariturch torizontalen

Gentransfer von anderen Bakteridie Fahigkezuerwerben Resistenzfaktoren zu exprimieren.

9AY (1flraaralOkKksSa . SAaLAPE OKASNASNEARASRRS ¢gEOQKE
LactamRing in Penicillinen, Cephalosporinen und/oder Carbapenemen hydrolysieren und das
Antibiotikum unwirksam mache{Blair et al., 2015; Munita and Arias, 20 HB®sorgniserregend

in diesem Kontext ist seit einigen Jahren das Auftreten von Bakterienstammen, die sogenannte
extendedspectrumi -lacamaseso 9 { . [ O-Daktamésa@nz2mit einem erweiterten Spektrum,
exprimieren. Diese sind in der Lade Mehrheit der Antibiotikdkl & 8 Sy = -lRd&aSringA y Sy |
besitzen (Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme, Monobactarme) hydrolysieren

(Bradford, 2001)Als Folge stéhgegen ESB&tdmmedurch eine solche Kreuzresistenz ein

ganzes Panel von Antibiotika nicht mehr zur VerfagRatgerson and Bonomo, 2005)

Betrachtet man die sogenanntdBSKAREBathogene(Enterococcus faeciupBaphylococcus
aureus Kebsiella pneumoniaeAcinetobacter baum@nii, Pseudomonas aeruginosand
verschieden&nterobacterSpezies)eine Auswahl an muiisistenten Erregern, die weltweit fir

die Mehrheit der nosokomialen Infektionen verantwortlich sind, wird schnellddas nahezu

alle Antibiotikalassen von einer &hnlichen Entwicklung betroffen sind und der Bedarf an neuen

1



Substanzen sowie neuen Targets immens und dringli¢Rague et al., 2015; Scheld et al.,
2008)

Zellwandsynthese DNA-Gyrase RNA-Elongation DNA-abhéngige

; I e + : RNA-Polymerase
Syclosenn. Chinolone N;Ildlxmsaqre Actinomycin . .
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Abbildungl: Angriffsorte von Antibiotika an und in der bakteriellen Zpliedigan and Martinko, 2013)HF: Tetrahydrofolsaure,

DHF: Dihydrofolsaure; PABA: Paraaminobenzoesaure

In Abbildung 1 sind die Zielstrukturen der gangigsten Antibiotika aufgezeigt. Die absolute
Mehrheit aller verwendeten Substanzen greift insgesamt in lediglich finf verschiedene
Stoffwechselwege inhibierendein: DNA und RNASynthese, Proteinbiosynthese,
Zellwandsynthese und Folsaurestoffwechsel. So bleibt die Hoffnung, dass in Zukunft
antimikrobielle Substanzen gefunden werden, die noch weitere bakterielle Strukturen und
Stoffwechselwege angreifen und soRésistenzbrecher sind.

Neben einer potenten, in der Regel inhibitorischen Wirkung am Target muss ein gutes
Antibiotikumauch physikochemische, pharmakologische und toxikologische Voraussetzungen
erfillen. Bei intrazelluldren Targets ist aul3erdem eine uutnahme in die Bakterienzellen
erforderlich.

Die Cytoplasmaembran dient sowohl in Grapositiven als auch in Granegativen Bakterien

der Kontrolle, was passiv oder durch aktiven Transport in die Zelle gelangt. So kdnnen nur
ungeladene, lipophile Molelel hireindiffundieren, wahrend alle anderen einen spezifischen,
energi@bhangigen Transporter bendtigen. In Giaositiven Bakterien besteht dieuf der
Cytoplasmarmmbran aufliegende, festigende Zellwand hauptsachlich aus Peptidoglykan,
wéhrend sie bei Gra-negativen Bakterien lediglich aus einer diinnen Schicht Peptidoglykan
besteht, auf die allerdings eine weitere Membran gelagert ist, die den Eintritt von Molekilen
wiederum streng kontrolliert und als Resistenzfaktor gegen viele Antibiotika fuAdpieittiing

2). So sind wesentlich mehr antibiotische Substanzen bekannt, die gegerp@iave
Bakterien wirksam sind als gegen Graggative, da viel&ubstanzen bei diesen ihr Target im
Inneren der Zke durch die doppelte Membraabriere @r nicht erst erreichen kdnnen.



- T T e P
P s J',{y"‘_““?l‘_-“ffd

aulere

Zellwand Membran

Zellwand {Peptidoglykan

Peptidoglykan

hense

L A Cytoplasma- RN

iemban (NN s ﬁ membran DR
LR, bttt ORI,

Gram-positiv Gram-negativ

Cytoplasma- DIOHN L Al

Abbildung2: Aufbau der Zellwand von Grepositiven und Gramegativen Bakterie(Campbell et al., 2010)

Die klassischen Breitbandantibiotik@nnengleichermalfien in Grajositive wie Granmegative
Bakterien aufgenommen werden unthachen eine Antibiose durcheine kalkulierte
Initialtherapie mdoglich, wenn noch nicht bekannt ist, welches Bakterium die zu therapierende
Infektion hervorruft.

Allerdings stellt die Suche nach neuen antibakteriellen Wirkstoffen mit innovativen
Wirkmechanismen an bisher unbekannten Taggselbst mit nur einem schmalen Spektrum,
Wissenschaft und Pharmaindustrie seit Jahren vor eine grof3e Hirde.

2 NKNBYR T 6A&40KSYy wmdopnn dzyR mopcn y20K RIFE aD2f RS
kam es nach 1962 nur noch zu wenigarideckungen neueAntibiotikakassen(Silver, 2011)

(Abbildung3). Zwar kommen bis heute jedes Jaheue Antibiotika als Medikamente auf den

Markt, jedoch handelt es sich in der Regel optimierte Vertreter einer bereits bekannten

Klasse sowie Wirkst&@imbinationen und Substanzen zur ausschlief3lich topischen Anwendung

(Butler et al., 2016; Lewis, 2013uch werdenbereits seit langan bekannte Substanzen
weiterentwickelt die nach vielen Jahren der Optimierung und klinischen Studien schlief3lich
zugelassemverden (Daptomycin z. B. wurde 1986 als erstes LipopAptidiotikum entdeckt,

erlangte seine Zulassung als Medikament allerdings erst im Jahr 2003).

£ S oFNNK Sagsenwirdén, abydsehénivont Zufalistl von Penicillin durch Sir
Alexander Eiming im Jahre 1928, durch einfacBereening von Naturstoffetrakten oder
Chemikalien als antibakteriell erkannt und zeigten in weiteren Untersuchungen gute
pharmakologische und toxikologische Eigenschaften. Leider scheint der Erfolg dieser Art des
Screaings limitiert zu sein, da mittlerweile zwar viele neue Bakterienstamme gefunden werden,
die bekannte Substanzen produzieren, aber die Anzahl der neuen antibakteriellen Strukturen,
die zudem adaquate pharmakologische und toxikologische Eigenschaftam stigginimal

(Lewis, 2013)

Auch die Sucheach neuen synthetischen Leitstrukturen mittels Talgstierter Ansatze durch
Hochdurchsatfcreenings von Substanzbibliotheken Inhibierung isolierter Enzynbeachte

bisher nur maRigen Erfolg. In einem solchen Ansatz kdnnen zwar die physikochemischen
Eigenschaften gesteuert werden, aber die notwendige Aufnahme in die bakterielle Zelle sowie
pharmakologische Aspekte werden nicht bericksic{figyne et al., 2007)

Daher gehen die aktuellen Anséatze wieder in Richtung Naturstoffe, z. B. durch die Suche in bisher
weniger berlcksichtigten Lebensrdumeie den Ozeanen. Ebenso liegen die kofgen auf
sogenannten stillen Biosyntheseglustern, die 2z. B. nur unter bestimmten
Wachstumsbedingungen, durch Quorum Sensing loei€@oKultivierungn zur Produktion von



antimikrobiellenSubstanzen angeschalteerdenund auch durch bioinformatische Screenings
von sequenzierten Genomen gefunden werden koribewis, 2013)
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Abbildung3: Zeitstrahl Uber @ Entdeckung neuer Antibiotikaksen. Angegeben sind die Zeitpunkte der ersten Verdéffentlichung

oder PatentierungSilver 201,1modifizier}.

Da viele Mikroorganismen unter Laborbedingungaicht kultivierbar sind, werden
metagenomische Ansatze verwendet, die dentifizierung von Genclusternelinabhangig,

allein aus DNA ermdglichen. Dazu wird aus Umweltproben isolierte DNA entweder
bioinformatisch analysiert oder in Wirtsorganismen eingebracht, so dass metagenomische Klone
auf interessante Phanotypen und neue Sekundarmetabolite untersuctiemwkbnnenKatz et

al., 2016; Milshteyn et al., 2014)

Ein weitererAnsatz ist die gezielte Suche nach Substanzen gegen bestimmte Pathogene, wie z.
B. den TuberkulosErreger Mycobacterium tuberculosisoder Methicillinresistente
Staphylococcus aure@amme (MRSA). So wurde Kkirzlich mit dem MRE&8amen
Antibiotikum Ludunin eine neuartige Struktur mit noch unbekanntem Wirkmechanismus
beschrieben, digon einem im Mikrobiom des Menschen angesiedeBEphylococcuStamm
produziert wird(Zipperer et al., 2016)

Trotz innovativer Ansatze besteht auf mehreren Ebenen ein akuter Handlurmjisbetder
generellen Hygiendsation in deutschen Krankenhausern, beim unbedachtemsaka
insbesondere von Reservediotika und bei der Suche nach neuen antibakteriellen Wirkstoffen.



Letztere werden bis heute mehrheitlich als Sekundarmetabolite von BakterienPdzen
entdeckt oder davon abgeleitet. Die GattuStreptomycesstellt dabei die prominenteste
Bakteriemgattungdar und wird infolgenden Kapitel vorgestellt.

1.2 Streptomyceten als Naturstoffproduzenten

Grampositive Bakterien lassen sich grundsatzlich in zwei Gruppen unterteilen, in Bakterien,
deren Genom einen niedrigen Gehalt an Guanitd CytosirBasen aufweist und solche mit
einem hohen Gehalt. Letztere bilden die Abteilung der Actinobacteria,lchevdie Gattung
Streptomycesingegliedert ist. Hierbei handelt es sich hauptséchiiclaerobe, saprophytische
Bodenlakterien mit einer groRen Ahnlichkeit zu filamentdsen Pilzen, da ihnen ein komplexer,
multizellularer Lebenszyklus gemein {gbbildung 4). Aus einer Spore, einer ruhenden
Dauerform, bildet sich unter geeigneten Bedingungen ein Keimfaden, der durch
Langenwachstum zu Hyphen auswéchstcbuausétzliche Verzweigungen wéchst ein dght
vegetatives Myel heran, welcheg das Substrat eindringtm Néhrstoffe aus der Umgebung
aufzunehmen. Eine Erschopfung des Nahrsthofédots dient neben anderdraktorerals Signal

fur das Auswachsemines Luftmyels. Lufthyphen werden durch eine spezielle Form der
Zellteilung in Kompartimente gegliedert und wachsen durch Verdickung der Sporenwénde und
weitere Entwicklungsschritte zu reifen Sporen hétzimater, 1993; Flardh and Buttn2009)

o
Freie Spore\ Substratmycel

18 Stunden

N

730 Stunden

Luftmycel

2 Tage

Sporenentwicklung
Abbildung4: Der Lebenszyklus von Streptomycet@ngert 2005, modifiziert) Aus einer keimenden Spore wachst eine vegetative
Hyphe aus, die sich durch Zelltedwerzweigt und ein Substratneybildet. Werden Nahrstoffe rar, induziert dies die Bildung eines
Luftmycels. Durch Zeditung der Enden von Substratrafftamenten entstehen schlielich Sporenketten.
Neben enem hohen G&Gehalt von rund 7 (Wright and Bib, 1992)weisen Streptomyceten
aulRerdem mit rund 8 Mb ein fast doppelt so groRes Genonisgteerichiacoliauf, das zudem

als lineares Chromosom vorli¢iieser et al., 1992; Leblond et al., 1993)

Wie bereits erwahnt umfasst die GattuSgreptomyceslie meisten Antibiotikajpduzenten
unter den Mikroorganismen. Rund zwei Drittel aller antimikrobiellen Wirkstwfte auch
bioaktiver Metabolite mit anderer Wirkur{@. B. Zytostatika oder Antimykotikagrden von
Actinomyceén produziert, von diesen wiederum rund%0von Streptomyceten, wie z. B.
Chloramphenicol auStreptomyces venezueldggaptomycin auStreptomyce roseosporusnd
Kanamycin auStreptomyces kanamycetioji§eser et al., 2000)

Nicht zu Unrecht wurd&treptomycesm Jahr 2016 von der Vengjung fur Allgemeine und
Angewandte Mikrobiologie in Deutschland zur Mikrobe des Jahres gawiéattachgesellschaft
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fuhrt in ihrer Laudatio auf diese Gattung gW¥ereinigung fur Allgemeine und Angewandte
Mikrobiologie, 2016)dassStreptomyceéndirekt bereits zwei Mal mit dem Nobelpreis geehrt
wurde¢ als Produzent des Antibiotikums Streptomycin (1952) und des gegen Wurminfektionen
wirkenden Ivermectins (201%)und dassStreptomyceterviele weitere Talentdesitzen Sie
spielen eine wesentliche Rolle beim Recycling abgestorbener Pflanzen, fir débittiumg und
sorgen nebenbei fur definischen Duft von Waldboden.

Streptomycetenwie auch andere Mikroorganismen, produzieren eine Vielfalt an bioaktiven
Sekundarmetaboliten und machenfsdabei verschiedene Syntheseohinerien zu Nutze. Hier
werden diefur diese Arbeit widigen Systeme zur Synthese von peptiald polyketidhaltigen
Naturstoffen beschrieben.

Peptidische Vé&indungen werden hauptséchliduf zwei verschiedene Arten synthetisiert,
entweder wie Peptide des Primarstoffwechsels durch ribas®i8ynthese und anschlieRende
posttranslationale  Modifikatioen oder durch grof3e Multienzymiplexe, die
nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS). Letztere haben den Vorteil Peptide grofRer
struktureller Diversitat synthetisieren zu kénnen, da sie becligler Substrate nicht wie das
Ribosom auf 20rpteinogene Aminosauren beschréaiskid.

NRPS bestehen aidulen, wobei jedes Modul fiir den Einbau einer bestimmten Aminosaure
verantwortlich ist und die Reihenfolge der Aminosauren im Produkt abhangig von der
Reihenfolge der Module ist. Jedes Modul besteht aus wenigstens drei Do(Aabédung5):

eine Adenylierungsinéne (A) zur Substraterkennung, die die Aminosaure unteyYébiPauch

zu AminoacyPAdenylat aktiviert und diese kovalent als Thioester an @®Cl { G4 2 NJ n W
Phosphopanthetha der PeptidyCarrierProteirDomane (PCP) bindet urgthlie3lich eine
Kondensationsaimane (C), die dien zwei benachbarten PLC®manergebundenen Aminoagcy!
Substrate mit einer Peptidbindung verknipft. Ausgenommen hiaindrdas initiale Modul, das
lediglich aus einer-Aind einer PGP omaéane bestet und das terminale Modul, ddg Synthese

in der Regel mittels einer zusatzlichen Thioesterase (TE) beendet und das Produkt, haufig unter
Zyklisierung, freisetzt. Weitere Don@ konnen in den jeweiligen Modulen weitere
Modifikationen bewien, wie z. B. EpimeraB®mmanen(E) oder MethjgransferaseDomanen
(MT)(Dickschat, 2011; Finking and Marahiel, 2004; Fischbach and Walsh, 2006)

Modul 1 M Modul 3
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3 3
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HN HN R R R
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Rq R—
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NH, O,~— ~_ © R, y O
Hs;N HoN
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Abbildung5: Schematische Darstellung der Bidbese eines Peptids durch eine NRPS. Nach Auswahl und Aktivierung eines
Substrats durch die -Boméane wird dieses an die PO&mane gebunden. Bei der Verknlpfung der Aminosduren an zwei
benachbarten PGBoméanen durch die-Doméane kommt es zumukleophilenAngriff der Aminogippe der bereits eingeb&en
Aminoséaure an der Carboxylgpe der neueintretenden Aminoséure und sdblleh zur Ausbildung einer Amiddung.

Ahnlich modular aufgebaut sifblyketidgnthasen(PKS), welche AcetgbA und MalonyCoA
zu Polyketiderbindungen verknipfen. Analog zu NRPS verkntipft eine Acyltrandienasame
6! ¢0 Rl & @2y AKNJ | dziPHoSphdp&hihethehG dupmed deriAsCairierl y RA S



ProteinDoméne (ACP), so dass eine KetosyniDaseéne (KS) die Erweiterunged Poly

i -Ketothioestekette katalysieren kann. DéAeiteren findet sichbei PKS wie bei NRR8
initialen Modul keine KS und eine-D&méane im letzten Modul beendet die Synthese. Weiter
modifizierende Domé&nekodnnen vorhanden sein, wi€etoreduktasédoménen (KR), die ie
i-YSG 21 Oét 3 NHzAHyd®xydcydmheRt feguSidddn,i Dehydratas@omanen(DH), die
durch den Verlust von Wasser eine Doppelbindein§ihren sowie Enoylreduktafsmmanen
(ER), die diese Doppelbindung zu einer geséttigten Einfachiginelduzieren. Die beschriebene
Form der PKS wird als modularer Typ | bezeidrismthbach and Walsh, 2006; Smith and Tsai,
2007) Typ HPKS bestehen aus einigen wenigen atigfieniden Enzymen, die wiederholt
gerutzt werden, um eine Polyketieibindung zu synthetisieren. Die minimale THRKI$ besteht
aus einer ACPomare, die die wachsende Polyketide tragt sowie einem Dimer aus einer
funktionalen K®omane (K$ und einerKSDoméne (K$, deren katalytische Triade durch das
Fehlen des Cysteins nicht funktional ist. Diese &haln length factor (CLF) genannt&S-
Doméane bestimmt zum einen die Kettenlange der wachsenden Polyketidkettést zum
anderenhochstwahrscheinlicam Laden von Malon@loAEinheiten auf die AGPomane und
ihrer anschlieRenden Decarboxylierung zu-K&/beteiligtProdukte von Typ-RKS sind in der
Regel groRRe, aromatische Polyketidverbindur{gtartweck et al., 2007Yyp IHPKS bestehen
lediglich aus einer K3omaéane, die samtliche Reaktionen, zuntatie Kondensation von
Startereinheiten zu einer Polyketatie und anschlieRend eine intramolekulare Zyklisierung,
alleine ausfuhr{Fischbach and Walsh, 2006; Shimizu et al., 2017)

NRPS und PKS konnen eigenstandig vorkommen, aber auch kombiniert aihNRIyBriekS
Systeme vorliegen und ermdglichen somit die Syntheser ainglaublichen Vielfalt an
Naturstoffen(Fisch, 2013)

Im Rahmen dieser Arbeit sollte dim®/nthese der antibiotisch wirksamen Acyldepsipeptide
beleuchtet werden, die alpeptid und polyketidhaltigeSekundarmetabolite von einem
Streptomycestamm produziert werden und im folgenden Kapitel ndher beschrieben werden.

1.3 AcyldepsipeptieAntibiotika

1985 wurde erstmals der antibiotisch wirksame Exthdd556aus Streptomycesawaiiensis
NRRL 1501@vird im Folgenden abgekiirzt &shawaiiensisezeichnetbeschrieben und sechs
darin enthaltene, eng verwandte Komponenten wurden neben der Aufkldhreg Struktur
beziglich ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften charaktéh&hrel and
Kastner, 1985Abbildungb).
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Abbildung6: Naturliche EnopeptiDepsipeptieDerivate.Faktor AB, C, D, E und H wurd@f85aus dem Acyldepsipeptixtrakt
A54556 aus. hawaiiensiSIRRL 15010 isoliarhd strukturell aufgeklaiiHinzen et al., 2006; Michel and Kastner, 1988 1991
isolierten Enopeptine A und B sind SekundarmetabolitSaaptomycesp. RKL051(Koshino et al., 1991)



Obwohl auch bereits eine Aktivitat gegen Penigiigistente Staphylokokken und
Streptokokken gezeigt werden konnte, wurde die Forschung an diesem Extrakt erst 20 Jahre
spater durch die Ber AG wieder aufgenommen. NMad/ollsynthese der wirksamsten
Hauptlomponente ADE1 {ormalsfactor A sowie der Synthese von strukturoptimierten
Derivaten, wurde die antibiotische Aktivitat untersuchtl utie neuartige Targetstruktuter
Acyldepsipeptidé ADEPsdentifiziert (BrotzOesterhelt et al., 2005Bis heute sid ADEP&n

Fokus vieler Wissenschaftler und sowohl die Substanzen selbst, als au@hsitnuk@ir werden
intensiv erforscht.

ADEPs gehdren strukturell gesehen zur Familie der Enopeapttr@inem Lactonring aus finf
Skonfigurierten Aminosaure an den utber die Aminagppe eines Serins ein Phenylalanin mit
einer lipophilen Seitenkette verlipft ist (Hinzen et al., 200&)sada et al., 1991¥%ie sind eng
verwandt mit den 1991 isolierten Enopeptinen A und B, fur die erstmals die richtige
Konfiguration dieseBubstanziasse publiziert wurd@bbildung6) (Koshino et al., 1991)

Biosynthetisch interessant ist dasS@R-4-Methylprolin in ADEP1 und Enopeptin A. Hierbei
handelt es sich um eine ahit-proteinogene Aminosaure, deren Vorkommen bisher nur fir
wenige Naturstofféerichtet wurde(Hibi et al., 2013; Liu et al., 2014b; Luesch et al., 2003; Lukat
etal., 2017)

Um sowohl die physikochemischen als auch die pharmakokivetigigenschaften (schlechte
Wasserl6slichkeit, Licht und Hitzeempfindthkeit der konjugierten Alkenstruktur
Hydrdyseempfindlichkeit des Lactamgs sowie der Seitenkette) der natirlichen Derivate zu
optimieren, wurden durch Totalsynthese verschieddderivate hergestellf{Abbildung 7)
(Hinzen et al., 2006)
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Abbildung7: Strukturen verschieden&DEFDerivate. Chiralitatszentren in ADEP2 und ADEPS3 sind mit einem Stern markiert.

BrotzOesterheltet al. zeigten fir zwei dieser DerivatedDBP2 und ADEP4, im Vergleich zu dem
natirlichen Derivat ADEP1 und dem durchHRKonfiguration inaktiven ADEP3 eine
beeindruckende antibakterielle Aktivitdt gegen Giyaositive Pathogenen Tiermodellund in
vitro (Tabellel).

oo



Stamm ResistenPhanotyp ADEP1 ADEP2 ADEP3 ADEP4

Bacillus subtili$68 0,2 0,05 >100 0,01
Streptococcus pneumoniéés PRSP 16 0,05 >100 0,02
Streptococcus pyogenéacker 04 0,01 >100 0,02
Enterococcus faecaliGB 27159 0,4 Xn Z n >100 Xnzn
Enterococcus faecium4001 VRE 0,4 0,02 >100 Xnzn
Staphylococcus aureddRS 119 MRSA 6,3 04 >100 0,05

Tabellel: Minimale Hemmkonzentrationen fiir reprasentativ ausgewahlte klinische Isolate als MaR fiir die antibakteitielie
Aktivitat verschiedener ADHEFerivate (BrotzOesterhelt et al. 2005, modifiziert) PR®: Penicilliresistener Streptococcus
pneumoniageVRE: Vancomyeiasistene EntereokokkenVIRSA: MethicillinesistenterStaphylococcusureus

In weiteren Optimierungsansatzé&onnte gezeigt werden, dass durch Austausch bestimmter
Aminosauen im Lactoning eine Stabilisierung der bioaktiven Konformation und damit eine
Wirkungssteigerung erreicht werden kaf@arney et al., 2014bSo wurde ebenfalls das
N-Acyldifuorophenylalanin als kleinstmtwendige Einheit fur die Bioaktivitat bescheabund
bietet Moglichkeiten zum Desigveiterer nicht-peptidische Derivate(Carney et al., 2014a)

Durch Einbauversuche mit radioaktiv markierten Ausgangsstoffen konnte keiner der klassischen
AntibiotikaWirkmechamsmen (Biosynthese von RNA, DNA, Proteinen, Zellwandroldéure)

den ADEPaugeschrieben werden. Untersuchungen einer spontan A&idtentenEscherichia
col-Mutante (enstanden durch ADEBthandlung der EffllRumpenMutante E. coliHN818
nacrAin Gegenwart des die Membran permeabilisi@en Polymyxin B Nonapeptidsigten
NonsendMutationen in ClpP der katalytischen Kerrkomponente der bakteriellen
caseinolytischen Protease, welche damit als neuardigiisakterielleF arget identifiziert wurde
(BrétzOesterhelt et al., 2005)

1.4 Die Clp Protease

Um nichtgenutzte Proteine effizient &lauenzu kdnnen wahrend der Rest des Proteoms
unangetastet bleibtarbeiten in der bakteriellen Zelle eine Reihe von streng kontrollierten AAA+
Proteasen ATPases associated with diverse cellular act)viti¢ierbei handelt es sich um
kompartimentierte Proteasen, dieus einer Peptidase sowie einer eneligifernden AT&se
bestehenwobeierste als proteolytischer Kern fungiert uetztereSubstrate erkennt, entfaltet

und in die proteolytische Kammater Peptidaseeinfiihrt. In Bakterien gehéren hierzu die
Peptidase ClpP in ibination mit verschiedenen GirPasen (CIpAIpC, ClpX), Lon, HsIUV
(alternativer Name ClpY(FtsH sowie in Actinomyceten d2@SProteasom(Olivares et al.,
2015; Sauer and Baker, 2011)

Die caseinolytisché’rotease Clp ist eine in Prokaryoten streng konservierteabfidhgige
SerinProtease, die ihren Namen auigd ihrer Fahigkeitin in vitro-Experinenten Casein
abbauen zu kdnnerragt. Se ist mafdgeblich an d@&roteinfomoostase in der Zelle beteiligt
indem sie durch Oxidation und Hitze geschadigte Proteine, falsch gefaltete oder anderweitig
unbrauchbare Proteine sowie regulatorische Proteinez.die wichtig fur die Zelldifferenzierung
oder Virulenz sind, abba(Feng et al., 2013; Frees et al., 2014; Olivares et al.,.2015)

Das proteolytische Zentru@IpP besteht aus 14 Cipfdnomeren, die sich naclsgemblierung

von zwei Heptameimgen zu einer tetradekameren Fassstruktur zusamagarn(Abbildungg).

Diese tragt in ihrem Inneren vierzehn aktive Zentren, deren katalytische Triaden von den
Aminoséauren Serigger) Histidin(His)und Asparaginsau@sp)gebildet werden.
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Abbildung8: Zusammensetzung und Funktion der bakteriellefP@peasdBrotzOesterhelt & Sass 201@hodifizier}. CIpATPasen
forderndie Oligomerisierung von ChiMnomeren zu tetradekameren Komplexerd erkennerSubstrate, die nach Entfaltung zum
Abbau in die proteotische Kammer eingefihrt werden und dort zerschnitten werdem.der Substraterkennung kdnnen
Adapterproteine beteiligt sein.

Inin vitro-Experimentemmit isoliertem ClpRusE. colalsModellorganismusfir Gramnegative
Bakterien war das ClgPligomer peptidisch aktiv, abd&wonnte keine Proteineschneiden
(Thompson et al., 1994CIpP auB. subtilishingegen waelleinenicht in der Lage selbst kurze
Peptide abzubaue(Kirstein et al., 2006)JmB. subtilisCIpP zum Peptidund Proteinverdau
sowieE. coliClpP zum mteinabbau zu aktivieren, waen assoziierte CHATPasen bendtigt.
Diese werden anhand von spezifischen SequenzabschnittedermAnzahl und dem Abstand
ihrer Nukleotidbindestellen in Subfamilien eingetaiitahrend ClpX allen Bakterien gemein ist,
treten fir ClpA, ClpC und CIpE speziesabhangig verschiedene Kombinatidifeaesuét al.,
2007) Monomere der CHATPasen bilden hexamere Ringstrukturen und je eine dieser
Strukturen bindet Gibesechs flexible Schleifen Bpdrophobe Tasan auf den AulR3enseiten des
oberen und/oder unteren ClpReptamergGrimaud et al., 1998; Kirstein et, 2006)

Die Erkennung der Substrate erfolgt lber spezifische Erkennungssequenzen, sogenannte
Degrons,die Gterminal, Nterminal oder auch innerhalb der Proteinsequenz lokalisiert sein
kénnen. Das wohl prominenteste Beispiel ist das-Bagibestehend aus 11 klyophoben
Aminosauren, welche -8rminal an naszierende Proteine angehdngt werden, wenn die
ribosomale Proteinsynthese durch beschadigte mRNA zum Erliegen Kéeiat et al., 1996)
Abhéngig vomeweiligenOrganismus erkennen unterschiedliche-£lPasen SsrAarkierte
Proteine (ClpX und ClpA&ncoli ClpX ifB.subtilis ClpX, ClpC und ClpBtreptococcsi mutan$

und fuhren sie ClpP zum Abbau(@ottesman et al., 1998ao0 and Biswas, 2015; Wiegert and
Schumann, 2001Wahrend solche Degrons bereits einen spezifischen A8eawurch sie
markierten Proteinebewirken, kann die Substratspezifitat der -&fPasen weiter durch
Adapterproteine gesteuert werden, die aresk binden, sie aktivieren und ihre Funktion
modulieren(Kirstein et al., 2009b)

Der ersten Beschreibung von ClpP Busol(Katayamérujimura et al., 1987plgten vielfaltige
Studien Uber ClpProteine aus verschiedenen Organismewis diverse hochaufgel6ste
Rontgenkistallstrukturen, dieEinblick in die komplexe, dynamische Struktur died=unktion
der Peptidase dzen.

Das ClpfMonomer lasst sich grob in dfenktionelle Bereiche gliederaine axiale Schleitem
N-Terminus, eindHauptdomanesowie einadynamische Henkelregig¢Abbildung9).
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E. coli ClpP

Axiale Schleife

Abbildung9: Sekundare Strukturelemente eines G\pghomers ausE. coli.Gepunktete Bereiche stellen die Aminosauren der
katalytischen Triade déBerHisAsp)(Yu & Houry 20Q7odifizier).

Nach der Oligomerisierung kontrollieren didelkminalen axialen Schleifeden Zugang von
Substréen durch die axialen Poren zum katalytischen Zentrum, indem sie verschiedene
Y2YTFT2NXEGA2YSY | YYSKYSY ¢ eudniérakiizyn QpR sigdéd 0 dzy R
assoziierten CiATPasenbeitragen (Gribun et al.,, 2005)Die Hauptdomanerder ClpP
Monomere bilden zusammen den fassartigen Korper, der die katalytischen Triaden umgibt. Fur
die dynamische Henkelregiomurden mittels Kristallstrukturen drei versetiéne Zustande
beschrieben, durch di€lpP eine elastibe Struktur erhélt Im extended statealso einem
gestreckten Zustandsind die R9sowie die EHelixstreng geordnet, was eine Konformation
erzeugt, die die Aminosauren der katalytischen Triadeinen fir die Katgbe vorteilhaften
Abstand bringt Der compact state ein kompakter Zustand, ist charakterisiert durch eine
ungeordnete Henkelregionyas zu einer Inaktivierung der Protease durch eine ungeordnete
katalytische Triade fuhrt. Ioompressed statiihrt ein Knik in der EHelix zu einer gestauchten
Anordnung, die zwamaktiv bezlglich der Peptidasdiaitat ist, aber durch entstehende
Seitenporen in der Equatorialebene vermutlich maf3geblich an der Freisetzung der
Abbauprodukte beteiligt igGersch et al., 2012; Gribun et al., 2005; Kimber et al., 2010; Liu et
al., 2014a)

In M. tuberculosis dem Erregeder Tuberkulose und einem aufgd von Multiresistenzen
weltweiten Problemkeim, sieht die Organisation derRZlitease anders aus als in den bisher
beschriebenen Modellorganismen. Im Genom von Mykobakterien finden sich Gene ifir zwe
ClpPHomologe (Gene, die von einem gemeinsamen Vorfahren abstamnuie)in einem
bicistronischen OperonclpP1clpPR liegen und beide essentieflir das Wachstum, die
proteolytischen vitro-Aktivitat undin vivofir die Infektion von M&usesind(Raju et al., 2012)
Anfanglich &nnte gezeigt werden, dasSIpP1lsich selbst und auch ClpR#2 vitro zwar
unabhangig von CGlaTPasen prozessieraber dassbeide Homologein vitro selbst in
Kombination, nur peptidolytisch inaktiitematetradekamere Komplexe bildefirst zusammen

mit einem synthetischen Aktit@apeptid (BenzyloxycarbonikbwytLeudn, kurz AL)
dissoziieremlie zun&hst inaktivernomatetradekamera Komplexeauseinander und lagern sich
zupeptidolytischaktiven Heterotetrdekameren, bestehend aus einem ChiRid einem ClpR2
Homoheptamer, zusammegpkopian et al., 2012AuRerdem entsteht in Anwesenheit beider
ClpRPHomologe, einer ClATPase (ClpCl oder ClpX) und ATP sowie einem gefalteten
Modellsubstrat wie GFBsrA ein stabiler Komplex, der proteolytisclivakt und das Substrat
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abbaut(Schmitz and Sauer, 201B¥ konnte weiterhigezeigt werden, dass sich die Affinitat der
beiden ClpHomoleptamere zu den ClpTPaserstark unterscheidet, daur fir ClpP2eine
Interaktion mit derClpATPaseRIpX undClpQ gezeigt werden konnte, dietztendlichzu einer
aktiven Konformation flihet(Leodolter et al., 2015)

Auchfur weitere BakterierGattungenwurden mehrereclpRGere beschrieben, die abaicht
zusammen in einer®peron transkribiert werderSo exprimierehisteria monocytogenesid
Chlamydia trachomatigweilszweimonocistronische ClpPs. Wahrend fir die &pkologe
ausListeriaeine Heterokomplextung gezeigt werden konntevurde fir die Chlamydie@IpR
Proteine bisher einenabhéngigélomooligomerbildung angenomméfisher et al., 2018; Zeiler
et al., 2013)Neustein vitro-Experimenteveisen abeauch flr die ClpPlomologe der Gattung
Chlamydiaauf die Bildung eines Heterotetradekameirs {stefan Parpersoénliche Mitteiluny
Pseudomanoseruginosastellt ein weiteres Pathogen dar, dass zelpRGene besitztHier
scheinen die Homologe hBngig undunabhéngig voneinandeverschiedene Funktionen
bezuglich der Matilitét, Pigmentproduktion, Eisenaufnahme und Biofiimbilduergillen(Hall
etal., 2017)

Wie bereits erwahnt, wurd€lpPalsneuartige TargeStruktur demantibiotisch wirksanmeADEPSs

in Grampositiven Bakterieidentifiziert(BrotzOesterhelt et al., 2005Krzlich wurde aber auch
eine Wirksamkeit gegen Gramegative Endobakterien der tBang Wolbachiaund Neisseria
meningitidisbeschrieben(Goodreid et al., 2014; Schiefer et al., 2018) Grarmegativen
Modellorganismug&.colikann ADEP in Ganzzellversuchen dievZedl nicht tberqueren, stellt
aberinin vitroExpe&imenten mit der isolierten Proteasin wichtiges Werkzeug zur Erforschung
der Cp-Maschinerie in Grammegativen sowie in Grampositiven Bakterien dar. Der
Wirkmechanismus wird im folgenden Kaplt&lbeschrieben.

1.5 ClpP als Target der Acyldepsipeptide

Erste Studien zum AD®Arkmechanismus wurden an isoliertem CIlpP \Bn subtilis
durchgefiihrt Durch Zugabe von aquimolaren Konzentrationen von ADEP1 oder ADEP2 konnte
ClpP proteolysch aktiviert werden und das Modeilstrat Casein, unabhéngig von den
natirlich assoziierten ATPasen, vollstandig abbg@@rétzOesterhelt et al., 2005pedVeiteren

wurde gezeigt, dass ADEPs auf mehrdedenen in Funktion und Organisatidar ClpP
Maschinerie eingreife(Abbildungl0).

Invitro triggern siedie Oligomerisierung voB. subtilisClpPMonomeren zu Tetradekameren
und stabilisieren def@pP-Tetradekamerkomplex . col(Kirstein et aJ.2009a; Li et al., 2010)
AuRBerdemverhindernsie die Interaktionvon ClpPmit den ClpATPasen durch Bindung an
dieselben Bindestellen oder verdrandetzteresogar aus bereits bestehenden Komplexen mit
ClpP. Somit werden nattrliche Substrate nichhmabgebaut, die Proteinhomdostase der
Bakterienzelle ist gestort und alle natirlichen FunktiodenProtease werden unterbunden.
Dies machaber nicht den adlinigen Wirkmechanismus awda ClpP in den meisten Bakterien
nicht essentiell isZusatzlictaktivieren ADEPs ClpP zum Abbau von naszierenden, ungefalteten
Proteinenin vitroundin vivound berauben es so seiner Substratspezifitat. Somit sind ADEPs die
ergen Antibiotika, fiir die ein€&beraktivierung der Zielstruktur im Gegensatz zu einer reinen
Inhibierung beschrieben wurd@rétzOeserhelt et al. 2005; Kirsteinet al. 2009; Brotz
Oesterhelt & Sass 2018jrukturell gesehen bewirkt die ADBiRdung an ClpP eine
Konformationsédnderung, die die axiale Pore erweitert und drrminalenSchleifenin eine
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a dzASwllung bringt, so dass die katalytischen Zentren im Inneren der Fassstruktur fir
ungefaltete Proteine erreichbar werdédalik and BrétOesterhelt, 2017)

ADEP
CIpP- H H

b)

Monomere

- ADEP + ADEP

&
)
. ® :

Abbildung 10: Modell des Wirkmechanismus von ADEPs an B)RDEPd6rdern die Oligomerisierung von Monomeren zu
TetradekameiKomplexen underdrangen die CHATPasen von ihreéBindestellen (aB)Durch eine Konformationsanderung 6ffnen
sie die Eintrittsponeund ermdglichen den Abbau von ungefalteten, naszierenden Proteinen direkt am Ribd&iz(besterhelt

& Sass 2014, modifiziert)

Ribosom

\
SN

Sas®t al.beobachteten unter ADBRonzentrationen nahe daninimalenHemmkonzentration
(MHR als auflergewohnlichefPhanotyp eine Filamentierung b@. subtilis sowie ein
Anschwellen der Kokkéh aureusind S.pneumoniaeSie identifizierten das Zellteilungsprotein
FtsZ als erstes Substrat AEdkBvierten ClpPs FtsZ polymerisiert unter physiologischen
Bedingungen GTabhangig zu einem sogenanntefRiig undist durch die Formierung des
Divisoms mafigeblich amrrdZellteilung beteiligt. Ftsdnd somit dieZellteilung scheinen ein
bevorzugtedrarget fiir durch ADEPs reprogrammiertes ClpP z(Szes ial., 2011)

In den bisher untersuchten Gramositiven Bakterien der Abteilung Firmicutes, Biesubtilis
S.aureus, E. faecalis und S. pneumariieCIpP nicht essentiell und unter AEEePandlung
lieRen sichin vitro zu Resistenz fihrendBunktmutationen mit einer Haufigkeit von 10
selektieren was fur den Einsatz in deKlinik eine Kombinationgterapie nahelegt (Brotz
Oesterhelt et al., 2005)

Interessant vor diesem Hintergrund ist aber, dass ClpP einen starken Einfluss auf die Virulenz von
Pathogenen sowie das Ansprechen auf eindanitiche Therapie hat. So verursacht ailpd?
Deletionsmutante vors. aureusm Mausmodell wesentlich geringere Gewebelasionen als der
Wildtyp undsieist auch wesentlich weniger tolerant gegeniiber oxidativem Jresss et al.,

2003) Auch die humanen Pathege Listeria monocytogenesnd Salmonella typhimurium

zeigen verminderte Virulenz gegentber Makrophagen bzw. im MausmodellchpBdeletiert

ist (Galillot et al., 2000Dies bestatigt die Protease als interessantes Target und eréffnet neue
Moglichkeiten fur Studien Ub&DEPs als mogliche Antivirulézibiotika.

Kirzlich wurde gezeigtlass ADEP4 in der Lagesslbst persistierende Bakterien zu toten.
Persister stellen eine ruhda Form von Bakterien dar, bei denen &woffwechsel sowie der
ATRGehalt in der Zelle whdie Expression der klassischen Targetstrukturen auf ein Minimum
reduziert sind. Unter Bedingungdrei denen klassische Antibiotika unwirksam sind, kann-ADEP
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aktiviertes ClpP Proteine AliIRabhéangig abbauen und so in Kombination mit Rifampicin selbst
Biofilme und schwere Infektionen rit aureugm Mausmodell ausmerzd€@onlon et al., 2013)

Mykobakterien stellen beztglich der Wirkung von ADEPSs bisher einen Sonderfall dar. Wie bereits
beschrieben, binden die GHTrPasen hier im natirlichen Komplex lediglich an das -ClpP2
Heptamer imClpP1P2Xeerotetradekamer. Auch fUADER konnte gezeigt werden, dass es
ausschlie3lich an diese Untereinheit binden. Vor dem Hintergrund, dass ClpP in Mykobakterien
essentiell ist, das Zellteilungsprotein Fi&f im Kontrastu anderen Bakterien kein Substrat fur
ADEPRaktiviertes ClpRsi unddie Aktivierungder Proteolyse durch ADERr schwach undurin
Anwesenheit des Aktivatorpeptidd Z moglich ist, kam die Moglichkeit in Betracht, dass ADEPs

in Mykobakterien keine Ubaktivierende Funktion habeinockdowrStudien, bei denen die
Expression deslpPlclpPDperons kontrolliertheruntergefahren wurde, zeigtendass eine
verringerte Menge an ClpP1 und ClpP2 die Zelle sensitiver gegeniiber ADEP macht, anstatt sie
vor einer moglichen Uberaktivierung zu schiitzen. Somit sind Mykobald@ierste bekannte
BakterienSpezieshei der die inhibierende Wirkung von ADEP ausschlaggebend fiir die Letalitat
des Antibiotikums igtAkopian et al., 2012; Famulla et al., 2016; Vass and Chien, 2016)

Nach der Vero6ffentlichung von ADEPs und ihrem Target ClpP wurdeedkessE vieler geweckt,
das maogliche Potential beider Strukturen aus verschigdlickwickeln zu beleuchtddeue
Anséatze der Strukturoptimierung resultieriecPADEPVertretern fur dieMHKWerten gegers.
pneumoniaeund E. faecalideschrieben wurdendie noch niedriger liegen als die v&iDEP4
(Carney et al., 2014b)

{ASO0SNI dzy R .1 (i OKSNJ Lldzo f A-Ladtdh BEUBd/weiteyoptimiertey  dzy R
Analogdie ersten Clpinhibitoren. Der mit diesen Substanzen erzielte chemische Knockout von
ClpP fihrt zweiner verminderterExpression wichtiger VirulenzfaktorenSnaureugBottcher

and Sieber, 2008, 2009)

Des Weiteren wurden interessante Substanzen gefunden, dietdiaktion von ClpP mit den
ClpATPasen verhindern. Cyclomarin A, ein zyklisches Heptapeptid, welckesewomarinen
StreptomyceterStamm produziert wird, bindet spezifisch an ClpC1Mortuberculosiaund
entkoppelt die ATPase somit von der Proteolyse durch(Stnitt et al., 2011Ecumicin, ein
zyklisches Tridecapeptid aus eindlomonureaStamm und Lassomycin, ein 16 Aminosauren
langes Peptid aus einer unkultivierbaren Spezies, entkoppeln beide ebenfalls durch Bindung an
CIpC1 vorM. tuberculosidie Interaktion mitClpR wéhrend die ATPagktivitdt aber stark
erhoht wird(Gao et al., 2015; Gavrish et al., 20Bhwohl der Wirkmechanismus keiner dieser
Substanzen bisher vollstandig aufgeklart ist, macht die niedrige Spontanresistenzrate und ihre
Targetspezifitdt Hoffnung auf neue Wirkstoffe im Kampf gegen multiresiskénteberculosis
Stamme.

1.6 ClpP in Streptomyceten

Im Vergleich zur Clprotease in den typischen Gramositiven und Gramegativen
Modellorganismen sind ClpP sowie seine zur Proteobiseendigen Partner in Streptomyceten
wenig erforscht. Bereits erfolgte Studien weiggioch darauf hin, dass die @lfaschinerie hier
wesentlich komplexerst und dassmehrere ClpRHomologenvorkommen,die sehr streng
reguliertsind (Abbildungl11). Die ehemalige Arbeitsgruppe um Philippe Mazodier vom Institut
Pasteur in Paris veroffentlichte zwischen 1999 und 2013 sieben Pubbkatiber ihre Arbeit
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an ClpP istreptomyces lividansd Streptomyces coelicolawelche wichtige Informationen fur
diese Dissertation lieferten.

Die meisten bis heute sequenzierten Streptomyc&demome weisen furdlpRGene auf. Fir
S.coelicolound S.lividanswurde gezeigt, dass flalpPdn zwei bicistronischerlpP1clpP2nd
clpP3clpP¥sowie einem monocistronischen OperotpPY vorliegen(De Crécyagard et al.,
1999; Viala et al., 200@piese Anordnung von gekoppelt transkribiertgyRGenen findet sich
grundsétzlich in allen bisher veréffentlichten Streptomyc&temomen. Allerdigs gibt es unter
den bishersequenziertenStreptomycestammen einige Ausnahmen (z. B. griseus, S.
pristinaespiralis, S. clavuligerus und S. roseosgGamsinet et al., 201}),)die kein zweites
bicistronisches Operon aufweisen, so dasgipR1clpPRndclpPSediglich dreclpRHomologe
vorliegen. Gominegt al.vermuten fir diese Stamme den Verlust dgd3clpP©Operons eines
gemeinsamen Vorfahrens, so dass es zu eindtv@ation von Streptomyceten mit drei bzw.
funf clpRHomologen kommen konnte. Im GegensatzlplPin den meisten anderen Gram
positiven Bakterien scheim Streptomyceterzumindest eirclpRPaar, entwedeclpP1clpP2
oderclpP3clpP4essentiell zu seffVialaet al., 2000)Beide Operons scheinen parajegrwandt
durchGenduplikation im selben Orgamigs)zu einander zu sein, da mit 5&2zwischelClpP1
und ClpP3 und 53% zwischen ClpP2 und ClpRd ldochsten Ahnlichkeiten de2lpPs irS.
coelicoloworliegen. In ClpP1, ClpP2 und ClpFs iividansind S. coelicoldiegt die katalytische
Triade streng konserviert gowvdhrend in ClpP4 das Hisrch ein GlycirfGly)ersetzt ist. Der
katalytischen Triade fehlt somit die Base zur Erh6hung der Nukleadigsiliger, wodurcBIipP4
vermutlichnicht proteolytieh aktiv is{Viala et al., 2000)

Auf clpP5wird im Fégenden wenig eingegangeks wurde gezeigt, dass es in allen bereits
sequenzierten Streptomyceten vorkommt, konstitutiv exprimiert wird und wetlech
Hitzeschock induziert noch durch einen der Regulatoren der andiéGene reguliert wird
(Gominet et al., 2011ywischen Ser und Hisr katalytiscbn Triade ist der Abstangn eine
Aminosaure verkirzallerdings ist nicht bekannt, ob dies die l&ion der Proteaseeeinflusst.
Des Weiteren kanalpP5die Funktion vorclpPlclpPdzw. clpP3clpPAicht ersetzen, da ein
Doppetknockout der beiden Operons trotz intakidpP5sicht erzeugbawvar, wahrendsich

ein clpP5Singleknockout problemlogrzeugen li (Gominet et al., 2011)

Im Genom vors. coelicolowurden Gene flr vier GIdTPasen identifiziert)pXsowie dreiclpC
Homologe. Damit istStreptomycesdie erste Gattung,in der multiple clpGHomologe
nachgewiesen werden konntéBellier and Mazodier, 2004}s wird vermutet, dass von diesen
zumindestclpClessentiell is{Bellier and Mazodier, 2004)pXfolgt direkt aufclpP1clpP2auf

dem Chromosom, ist allerdings nicht in das Operoninge®&unden undst nicht essentie{De
CrécyLagard et al., 1999; Viala and Mazodier, 200&)Iche ClpPs mit welchen @ipPasen
interagieren ist bisher nicht bekannt. Es ist zu vermuten, dass durch Interaktion mit
verschiedenen ATPasen, wie in anderegafismen, unterschiedliche &trate abgebaut
werden koénnenln Abbildungllist die bisher bekannte, sehr kompleteRGenegulation inS.
lividansund S.coelicolodargestellit.

In einemS. lividan®Vildtyp-Stamm sind ClpP1 und ClpP2 dafir verantwortlich, die notwendigen
proteolytiscten Funktionerzu tbernehmen, wahrend ClpP3 und ClpP4 nicht exprimiert werden
(Viala and Mazodier, 2002pie Expression varipPl1clpP2vird dabei von mindestens drei
verschielenenRegulatoren kontrolliert.
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Derclp andlon generegulator (CIgR) wurde als Aktivator dP1clpPEXxpression, sowie/on

clpC1, lor{codiert fir die ATHRbhangige Protease Lon) und sich sattesttifiziert (Bellier and
Mazodier, 2004)Interessanterweise wird CIgR von ClpP1CIpP2 abgebaut, so dass eine negative
FeedbaciSchleife vorliegtBellier et al.,, 2006)Fur den Abbau durch ClpP1CIpP2 ist das
Vorhandensein von zwei AlafiResten am Terminus von CIgR essentiell. Auch die Protease
Lon weist zwei AlaniReste auf und konnte als Substrat von ClpP1CIpP2 identifiziert werden.
Allerdings scheint dies nicht éignzige Erkennungssequenz fur den Abbau durch ClpP1ClpP2 zu
sein, da diese auch ClpC1 abbauen, welches kdarenfhalen AlanifReste aufweisiBellier et

al., 2006)
AdpA IO

~» oRR CIgR €=f====> PopR <=~

| prP5>
L

[C|pP5]

| prP3>( prP4>
R

[C|pP3][C|pP4]-

- =3 Proteolytischer —> Aktivierung der =P Proteinexpression
Abbau Genexpression
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Abbildung 11: Regulation derclpRGenexpression irS. lividansund S. coelicolound die daraus resultierend&en und
ProteirexpressionDiese hier zusammengetragenen Zusammenhange gehen auf vorangegangene Arbeiten der Arbeitsgruppe von
Philippe Mazodier zurtick.

Ein weiterer Aktivator der ClpElpPZExpression ist AdpAein pleiotroper Regulator der
AraC/XylS Familie. Es wurde gezeigts dadpA in Streptomyceté®Btdmmen mit einem
clpP3clpP©Dperon gleichzeitig und unabhangig von ClgR die Expression von ClpP1ClpP2
aktivieren kann, allerdings nidnt Stammendie keinclpP3clpP©Operon besitze(Guyet et al.,

2013)

ClpP1CIpP2 sind des Weiteren in die Zellantwort beighiolh R G A 3SY { iNBaa SAy:
(sigmaR) ist der wichtigste Regulator bei Verdnderung der reduktiven Bedinduingen

oxidativem DisulphiBtressm Cytoplasma von Streptomycet@Paget et al., 1998)n diesem

CLtf GANR RAS 9ELINB&aaAzZYy ®2yyRy¥owi&ikre Feisbtzu@K A SRSy
vom zugehdrigen AnsigmaFaktor RsrA aktiviert, wodurchieslerum die Expression von

ClpP1ClpP2 sowie weiter Proteasen und Thicdduzierenden Systemen induziert wird. In einer

negativen Feedbagk OKf SAFS o dzii  / £ L3t m/ ‘fWidden ab@®inSt ak,y a i 0 A f
2009)

Wie bereits erwahntst in einenS. lividan§Vildtyp-Stammkein ClpP3ClpP4 nachweisbar. Wird
allerdings die Expression von ClpP1CIpP2 durch einen Knockout verhindert, wird die Expression
von ClpP3ClIpP4 als Paralog induzied sicherdem Stamm das UberlebéNiala et al., 2000)
Allerdings scheinen ClpP3ClIpP4 nicht alle natirlichen Funktionen von ClpP1ClpP2 Gbernehmen
zu konnen, danclpPlclpP5tammein ihrer Entwicking eingeschrankt sind und z. &if
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bestimmten Medien im Vergleich zum Wildtyp kein Luéghyusbilden kdnme (De Crécy
Lagrd et al., 1999)

Induziert wird die Expssion von ClpP3ClpP4 volpP3 operon regulator(PopR, einem DNA
Bindeprotein, dessen Gen downstream \aypP4in entgegengesetzter Orientierung codiert
(Viala et al., 2000)m Wildtyp wirdwie in demclpPlclpP2utante, zwar einpopRTranskript
gebildetund dieses auch translatiedoch wird PopR hier von ClpP1ClpP2 abgebaut. Moglich
machen dies, wie auch bei ClgR, zweir@inale AlanirReste. Eine Autoregulationrv@opR

wie bei CIgR konnte aber nicht nachgewiesen werden und ebenso keine Regulation anderer Gene
alsclpP3clpPACIpP3ClIpP4 sirmdichin der Lage PopR zu einem gewissen Grad abzubauen, so
dass CIpP3ClIpP4 ihre eigene Synthese in einem negativen FdeaatiimkkntrolliererfViala and
Mazodier, 2002)

Es wurde bisher nichbeschrieben, wiedie ClpPs undClpATPasenin Streptomyceten
miteinander interagieren, um ihre proteolytischen Aufgaben in der Zelle anldigie in Kapitel

1.4 beschrieben, sindeteromere ClpRPKomplexe in Mykobakterien bekannt und eine &hnliche
Situation ist auch fir Streptomyceten denkbar. Viala und Mazodier konnten zeigen, dass ClpP1
und ClpP2 iis. lividanprozessiert werden unsievermuteten eine gegenseitige Prozessierung

mit moglichemEinfluss auf die Aktivitat der ProteinEbenso erfolgte der Abbau eines
natirlichen Substrats iim viveExperimenten nur in Anwesenheit beider Gtfgnologe(Viala

and Mazodier, 2002)Somit liegt die Bildung von heteromeren @fgnplexen auch in
Steptomyceten nahe.

1.7 ADERResistenz in Streptomyceten

Aufgund der komplexen ClpHaschinerie stellt sich die &je, welchen Einfluss ADEP auf
Streptomyceten und die verschiedenen Gifinologe hat.S. hawaiiensigst als ADEP
Produzent intrinsisch resistent gegen sein eigenes Produkt, aber es ist bisher nicht bekannt, wie
sichdieser Simmgegen ADEP schiitzt. Déedte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

Gominetet al.untersuchtenn CeKultivierungsexperimenteaten Einfluss der vd®. hawaiiensis
sekretierten Produkte gegeéhlividansund konnten eine Sensitivitat von ClpP1ClpP2 im Wildtyp
sowie eine Resistenz von ClpP3ClpP4 in gmdpR1clpPStamm zeigen. Resistenz gegen
ADEPNaturstoffkomplexvurde aber nicht allein durch die Anwesenheit von intrinsisch ADEP
resistentem CIpP3CIpP4 generiert, da die Uberexpression von ClpP3ClpP4 im- Wildtyp
Hintergrund icht zu einer Resistenz fuhif@ominet et al., 2011)

Bei der Untersuchung von spontan durch ABERktion resistent gewordened. lividans
Mutanten wurden Mutationen detektiert, die zur Expression von nicht funktionalem ClpP1
fuhrten. Neben Fram&hiftMutanten mit Downstreanfcffekt auf ClpP2 wurden auch tdnten
gefunden, fur die die Expression von intaktem ClpP2 weiterhin mdglichverays sich die
Hypothese ableiten lasstass ClpP2 vermutlich nicht ARdeRsitiv ist undADEP seine toxische
Wirkung inS. lividangdiglich arClpPlentfaltet.

Bei ihrerArbeit mit S. lividansSclAB Efik-PumpenMutanten wurdeauch diese Pumpeals
maoglicher Resisterzaktor identifiziert. Eine Mutante, in der der ABRansporter durch
Knockout des zugehdrigen Repressors konstitutiv expremiert wurde, war resistent gagen d
A54556Extrakt bei der GBultivierung miSS. hawaiiensidJnter auf ADEP selektierten, spontan
NEAAAGSY Sy saABdinteydiurdlyvurden dauReydem Stdmme mit intaktem ClpP1
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gefunden, so dass es noch weitere Mechanismen geben muss Sil&itlanseine Resistenz
gegen ADEP vermittekdnnen(Gominet et al., 2011)

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Wie bereits ausfuhrlich erlautert, stellen ADEPs ieteeessante neue Antibiotiklsse dar, die
schon vielseitig beleuchtet wurde, ob strukturell in Reisierungsprogrammen, bezlglich ihres
Wirkmechanismus in verschiedenen Bakterien oder alka&ey zur Erforschung von ClpP.

Dennoch wurdeseit der ersten Charakterisierung vB8n hawaiiensisind der Iséerung von
ADEP1 (damals nodactor A (Michel and Kastner, 198%gine weitereUntersuclung des
Produzentenstammes veroffentlichBisher ist unbekannt, wie ADEP1 biosynthetisch von
S.hawaiiensigroduziert wird und durch welchen Resistenzmechanismus sichaslemSiegen
sein Produkt schutzt.

Neben der B&blierung eines Aufreinigungspokolls fur ADEP1 aus dem Kulturtiberstand von
S.hawaiiensissollte in dieser Arbeit das ADBBsynthesgencluster (BGC)identifiziert und
analysiertwerden. Bei der Annotierunder putativen Biosynthesegeneurde einclpRGen
(clpRPoep in der Nahe de&enclusters gefunden, das durch heterologe Expressi®nlividans
TK24als ADEFResistenzermittelndes @n identifiziert werden konnte.S. hawaiiensiwar in
unseren Handen nicht genetisch modifizierbar, so dapknteArbeiten zuFunktionalitat der
ClpMaschineriestattdessenin S.lividansals Modellorganismudurchgefiihrt wurden Durch
heterologe Expression votlpPpepin S.lividans TK24sowie verschiedenerlpRKnockout
Mutantensollte aufgeklart werden, wie das zuséatzlichEP®Irotein mit dem natirlichen ClpP
Regulon interagiert und so eine Resistenz gegen ADEPs ermdglicht.
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2 Materialien
2.1 Gerate

Auf die Kennzeichnung von Marken als eingetragene WaiRiIE NJ 5 A Sy adf SAaddzy3ay

wurde im Folgenden verzichtet.

Analysenwaag®A105DU, Dual Range
ChemilumineszerBetektionsgeraMolecular Image€ChemiDoc
XRS System

Gefriertrocknund-YOVAC GT2/RC6
Geldokumentationssyste@elDoc XR+ System
Geldokumentationssyste@Quantum ST5
GelelektrophoresépparaturPerfectBlue Gel System
Homogenisator zum Zellaufschli&gcellys Evolution
HPLQ100 Series

InkubationsschraniN110/IN160

LAVS1100 Series

MagnetrihrerC Mag HS7
MetallblockthermostaEpptherm Liebisch 52526101
Metallblockthermosta’B2 Thermoblock
Mikrotiterplatten-Lesegerainfinite M200Pro
Mikrowelle

MikrozentrifugeMiniStar silverline
OrbitalschiittlefPolymax 1040
PhasenkontrasiikroskopAxio Scope.Al
pHMessgeraSevenMulti

PhotometerBiochrom WPA CO8000
RealTimePCRSystemAriaMX
ReinstwassersysteMilli-Q Advantage A10
RotationsSchittelinkubatoEcotron
RotationsSchittelinkubator kithibadew Brunswick Innova 44
SDSPPAGESelkammeMini Gel Tank
SDSPPAGESelkammeMini-PROTEATetra Cell
SicherheitswerkbanBafe 2020
SpannungsgebgreqPower E300
SpannungsgebdétowerPac Universal
ThermocyclePeqSTAR 2x Gradient
Tischzentrifuge, gekuHippendorf Centrifuge 5418R
Tischzentrifuge, ungekutppendorf Centrifuge 5418
U\WVisSpektrophotometeNanoDrop 2000c
VakuumKonzentratotUni Vapo 100H
VortexMischerREAX 2000

Waagel aboratory LC 4200S

Wasserbadvlemmert WNB 14

Western Blot ApparatuPerfectBlu&emiDry Blotter, Sedec
ZelldichteMessgeratCO 8000 cell density meter

ZentrifugeHeraeus Multifuge X1R/X3R
Tabelle2: In dieser Arbeiterwendete Gerate.

Mettler Toledo
Bio-Rad Laboratories

Steris GmbH

Bio-Rad Laboratories
Vilber Lourmat GmbH
Peqlab Biotechnologie GmbH
Bertin Technologies
Agilent Technologies
Memmert

Agilent Technologies

IKA

Liebisch Labortechnik
AnalytikJena

Tecan Group LTD
Siemens

VWR International GmbH
Heidolph Labortechnik
Zeiss

Mettler Toledo

Biochrom GmbH

Agilent Technologies
Merck Millipore

Infors HT GmbH
Eppendorf

life Technologies

Bio-Rad Laboratories
Thermo Scientific

Peglab Biotechnologie GmbH
BioRad Laboratories
Peglab Biotechnologie GmbH
Eppendorf

Eppendorf

Thermo Scientific
UniEquip GmbH
Heidolph

Satorius
MemmertVertriebsGmbH
Peqglab

WPA biowave

Thermo Scientific

2.2 Chemikalien, Antibiotika, Enzyme, Kétstikorper

2.2.1 Chemikalien
(254R)-4-Methylprolin
1,4-Dithiothreitol (DTT)
2-Mercaptoethanol
Adenosintriphosphat (ATP)
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Carl Roth GmbH
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AgarAgar

Agarose

Amberlite XAR

Ameisensaure, p.a.

Amersham ECL Prime western blotting detection reagent

Amersham Hybon&CL Nitrocellulose Blotting Membrane 0.45 p
Amersham Protan Premium 0.45 um NC Nitrocellulose Blotting

Membrane

Ammoniumheptamolybdatetrahydrat ((NkJsMo7024)
Bradford Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Bovines Serumlbumin (BSA)

Calciumcarbonat (Cag)O
CalciumchlorisMonohydrat (Cagk HO)
Casaminoacids

D(+}GlucoseMonohydrat
Dikaliumhydrogenphosphdtrihydrat (KHPQ x 3 HO)
DimethylsulfoxidDMSO)
DinatriumEthylendiamintetraessigsaure (EDDA)ydrat
Dinatriumhydrogenphosphat (d4PQ)

D-Mannitol

DesoxyNukleotidtriphosphat (ANTP) Set 100 mM Solutions
Eisen(lIFchloridHexahydrat (Feg} 6 HO)
Essigsaure, 100% (Eisessig)

Ethanol, p.a.

Ethanol, vergallt

EthidiumbromidL6sung, 1%ige Lésung in Wasser
Glycerin

Hefeextrakt

HisPulNi-NTA Resin

Hydroxylaminhydrochlorid, reinst.

Imidazol

InstantBlue Protein Stain

Isopropydi -D-thiogalactopyranosid (IPTG), DioxXesi
Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KD)

Kaliumsulfat (¥8Q)

KupferchloridDihydrat (Cu€k 6 HO)

Lab Lemco Powder

L-Alanin

L-Glycin

L-Phenylalanin

L-Pipecolinsaure

L-Prolin

L-Serin

Magermilchpulver

MagnesiumchloridtHexahydrat (Mg&k 6 HO)
Magnesiumsulfat (M&Q)

Maleinsaure

Malzextrakt

Mangan(Iichlorid Tetrahydrat (MnGIx 4 HO)
Methanol, HPLQualitat

Methanol, p.a.

Milli-Q, Reinstwass¢aus MiliQ-Reference System)
Mdiller Hinton Broth

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaPD)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
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Carl RottGmbH

Peglab Biotechnologie GmbH
Supelco

Carl Roth GmbH

GE Healthcare

GE Healthcare

GE Healthcare

Merck KgaA
Bio-Rad Laboratories
SigmaAldrich
Merck KgaA
Merck KgaA

BD Bacto
SigmaAldrich
Carl Roth GmbH
SigmaAldrich
Merck KgaA
Carl Roth GmbH
AppliChem
Thermo Scientific
Merck KgaA
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Thermo Scientific
ZCL Universitat Tabingen
AppliChem
Expedeon
ThermoScientific
Merck KgaA
Merck KgaA
Carl Roth GmbH
Merck KgaA
Oxoid
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Carl Roth GmbH
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Merck KgaA
AppliChem
Merck KgaA
VWR
SigmaAldrich
Merck KgaA
Difco
SigmaAldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH



Natriumhydroxid (NaOH)
NatriumtetraboratDecahydrat (N#4O7 x 10 HO)
Pepton,tryptisch verdaut

RNAprotect Bacteria Reagent

RNase AWAY

Salzsaure (HCI)

SDS Pellets (Natriumdodecylsulfat)

Silica Gel Orange

Sojamehl, fettarm

SigmaAldrich

ZCL Universitat Tubingen
Thermo Scientific

Qiagen

Molecular Bioproducts
ZCL Universitat Tubingen
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

W. Schoenberger GmbH

Soytone BD Bacto
Sucrose Carl Roth GmbH
Trichloressigséure Merck KgaA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) SigmaAldrich
Tris(hydroxymethyl)aminometha#Cl (TriddCl) SigmaAldrich
Tryptic Soy Broth (TSB) SigmaAldrich
Trypton SigmaAldrich
Tween 20 Carl Roth GmbH
Wasser, fur Injektionszwecke B. Braun
Wasser, HPL-Qualitat SigmaAldrich
Zinkchlorid (Zng)l Merck KgaA

Tabelle3: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

2.2.2 Antibiotika
Antibiotikum StockKonzentration; Lésungsmittel Hersteller
AmpicillinNatrium 100 mg/ml; HO Carl Roth GmbH
Apramycinsulfat 50 mg/ml; HO AppliChem
Chloramphenicol 25 mg/ml; Ethanol SigmaAldrich
Hygromycin B 100 mg/ml; HO AppliChem
Kanamycinsulfat 50 mg/ml; HO Carl Roth GmbH
Nalidixinséaure 25 mg/ml; 0,5 M NaOH Carl Roth GmbH
SpectinomycifDihydrochlorid 50 mg/ml; HO SigmaAldrich
pentahydrat
Streptomycinsulfat 50 mg/ml; HO AppliChem
Thiostrepton 50 mg/ml; DMSO AppliChem
Trimethoprim 25 mg/ml; DMSO SigmaAldrich

Tabelled: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika.

2.2.3 EnzymeKits und Antikorper

Restriktionsendonuklease
BanHIHF

Hindll-HF

Kpr-HF

Ncd-HF

Ndd

Notl-HF

Pad

Xbd

Xhd

Tabelleb: In dieser Arbeit verwendete Restriktionsendonukleasen.

Polymerasen

Dream Taqg DNA Polymerase
Phusion Higfiridelity DNA Polymerase
Q5 HighFidelity DNAPolymerase

Tabelle6: In dieser Arbeit verwendete Polymerasen.
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Hersteller
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB

Hersteller
Thermo Scientific
Thermo Scientific
NEB



Enzym

Antarctic Phosphatase

cOmpleteMini, EDTAree Protease Inhibitor Cocktail
DNase | RNadeei

Lysozym aullihnerei

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix
Proteinase K

RNase A

RQ1 RNaskeie DNase

T4 DNA Ligase

Tabelle7: Weitere in dieser Arbeiterwendete Enzyme.

Kits

AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis Kit
Brilliant Il UltraFast SYBR Green QPCR Master Mix
GeneJET Plasmid Miniprep Kit

innuPREP Bacteria DNA Kit

innuPREP DNase | Digest Kit

innuPREP DOUBLEpure Kit

innuSPEED Bacteria/Fungi RNA Kit

QuikChange Il Siteirected Mutagenesis Kit
Tabelle8: In dieser Arbeit verwendete Kits.

Antikdrper

Rabbit antiStreptomyce€IlpP1 antibody, polyclonal
Rabbit antiStreptomyce€&IpP3 antibody, polyclonal
Goat antiRabbit Ig&@econdary Antibody, HRBnjugate
Mouse anti 6xHistidine mAB

StrepMAB-classic

Rabbit antiMouse pAp HRP conjugated

Tabelle9: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper

2.3 Synthetische Oligonukleotide
Im Folgenden wird fiir synthetische

Oligonukleotidels
Polymeraseamplifizierungéndza & OKf A SGf A OK RSNJ Sy 3f A Rien#tS

Hersteller

NEB

Roche

Thermo Scientific
Thermo Scientific

NEB

Analytik Jena

Thermo Scientific
Promega
NEB/Thermo Scientific

Hersteller

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Thermo Scientific
Analytik Jena
Analytik Jena
Analytik Jena
Analytik Jena
Agilent Technologies

Hersteller/Quelle
Philippe Mazodier
Philippe Mazodier
Pierce

IBA

IBA

IBA

Startpunkte  fir

Klonierungsprimern amplifizierten Sequenzen und erzeufftenstrukte sind in Kapité.2

aufgefihrt.
Primer {SljdSgQouopQ
MbtH_for-Nco
MbtH_revHind
A-domain_forHis
tgtgcgggteg
A-Domain_reviXho

A-Domain_rev2Xho

catgccatggtgactatcgtgtccaatccc
cccaagcttctactgagttgccgtegtgge
ggaattccatatgcatcatcatcatcatcatgatccg: Expression zweier-Bomanen

ccgctcggtcaatcgaccctggaaactcccagg

Experiment
Expression zweierr-Bomanen
Expression zweier-Bomanen

Expression zweier-Boméanen
(A3)

ccgctcgagtcaatcgacccgggacatccccaag Expression zweier-Boménen

(A6)

Knockout voradeHmit
ThiostreptonMarker (pA18)
Knockout voradeHmit
ThiostreptonMarker (pA18)

ThiostreptonMarker (pA18)
Knockout vormadeHmit

linksHind-for ggaagcttatgattccgttgtcgttcgetcagce

linksXbarev ggtctagaccagcaaccgcgccagccgattcge

rechtsKpnfor aaggtaccagaaacaagagcagacaagaaaac Knockout voradeHmit
rechtsEcorev aagaattcaactgctgggagagataaggaagct
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linksXbafor-pGUS

rechtsNdekrev-pGUS

linksBamHirev-pGUS
rechtsBamHifor-pGUS

Phyt _links_for_Xbal

Phyt links_ @v_BamHI
Phyt_rechts_for_BamHlI

Phyt rechts_rev_Ndel

AlcoDe_links_for_Xbal

AlcoDe_links_rev_BamHI
AlcoDe_rechts_for_BamH

AlcoDe_rechts_rev_Ndel

MtbH_links_for_Xbal
MtbH_links_rev_BamHl
MtbH_rechts_for BamHI
MtbH_rechts_rev_Ndel
PutProt_links_for_Xbal
PutProt_links_rev_BamHI
PutProt_rechts_for BamH
PutProt_rechts_rev_Ndel
SMXba2-for

SMXba2-rev
PROL_for_Gibs
PROL_rev_Gibs

NRPSneu Fwd

aatctagaatgattccgttgtcgttcgcetcage

aacatatgaactgctgggagagataaggaagct

aaggatccccagcaaccgcgecagecgattcge

aaggatccgaaacaagagcagacaagaaaaac

aaatctagatttttcgacaccggcgctge

aaaggatccctgatccagcacgctttttg
aaaggatcctatctcgtgggecgggac

aaacatatggcttgcccacacctcctagg

aaatctagagctgcaccttggtcgaagtatg

aaaggatccgaatccctcgagtaccgec
aaaggatccgtcatcaaggccgtccttca

aaacatatgtagttgcccgcagcgcaggc

aaatctagagcatacgcgtcgaactaggc
aaaggatccgtcctcaaagggattggaca
aaaggatccgtcacgcaggccacgacgg
aaacatatgaacgctacgcccgcatgecc
aaatctagagcctcatcaaccgcatccagg
aaaggatcccaagcagtggctgacgt
aaaggatccatcgggcegcgtcegtgettc

aaacatatggccggtgctcgttgtcgagg

cccgegeccagtcecgagctctagacggegcttttce

ggc

gccaggtgaaaagcgccgtctagagctcggactg

gcggg

gtcagagaagggagcggacatatgcagtggtggt
ggtggtggtgcgceatgcatctcggcaggagaaaay
ctgcaggcatgcaagcttcatatgcagtggtggtgg

gtggtgcctgcagtgcagttatttcgattttce

gtcaggaagggagcggsatgcagtggtggtggtg

gtggtgcgcatgcccacacttcgegctgage
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Knockout voradeHohne
Marker (pGUR21, pGMGUS
Xba)

Knockout voradeHohne
Marker (pGU&21, pPGMGUS
Xba)

Knockout voradeHohne
Marker (pGU&\21)

Knockout voradeHohne
Marker (pGU&\21)

Knockout voradeAohne
Marker (pGU&21, pPGMGUS
Xba)

Knockout voradeAohne
Marker (pGU&21)

Knockout voradeAohne
Marker (pGU&21)

Knockout voradeAohne
Marker (pGU&21, pGMGUS
Xba)

Knockout voradeBohne
Marker (pGUR21, pGMGUS
Xba)

Knockout voradeBohne
Marker (pGU&21)

Knockout voradeBohne
Marker (pGU&21)

Knockout voradeBohne
Marker (pGUR21, pGMGUS
Xba)

Krockout vonadelohne Marker
(pGUSA21, pGMGUSXba)
Knockout voradelohne Marker
(pGUSA21)

Knockout voradelohne Marker
(PGUSA21)

Knockout voradelohne Marker
(PGUSA21, pGMGUSXba)
Knockout vororfAohne Marker
(pGUSA21, pGMGUSXba)
Knockout vororfAohne Marker
(pGUSA21)

Knockout vororfAohne Marker
(pGUSA21)

Knockout vororfAohne Marker
(pPGUSA21, pGMGUSXba)
Ortsspezifische Mutagenese vc
pGUSGM

Ortsspezifische Mutagenese vc
pGUSGM

Knockdown voadeAmittels
SiRNA

Knockdown voadeAmittels
SiRNA

Knockdown voadeHmittels
SiRNA



NRPSneu Rev
pldtsr_Spe_for

pldtsr_Spe_rev

siNRPS_fdterm Fwd

siNRPS_fdteriRev

ClpPADEP_for
ClpPADEP_rev
ClpP1_Sh_for
ClpP1_Sh rev
ClpP2netfor
ClpP2neuev
ClpP3_Sh_for
ClpP3_Sh_rev
ClpP4_Sh_for
ClpP4_Sh_rev
ClpP5_Sh_for
ClpP5_Sh_rev
clpP1gPCRinev
clpP2qPCRHor
clpP3for2
livqPCRclpPR&v2
livqPCRclpP#br2
clpP4gPCRinev
clpP5qPCRHor
livgPCRclpPR&ev2
linksflank_fwd
linksflank_rev
rechtsflank_fwd
rechtsflank_rev

ClpP2flankinks Fwd

ClpP2flanitinks Rev
ClpP2flankechts Fwd
ClpP2flankechts Rev

ClpP3flan#tinks Fwd
ClpP3flanitinks Rev

ClpP3flankechts Fwd
ClpP3flankechts Rev

deltal.2_left_for

deltal.2_left_rev
deltal.2_right_for
delta3.4_left_rev
delta3.4_right_for
delta3.4_right_rev

ctgcaggcatgcaagcttcatatgcagtggtggtgg Knockdown voadeHmittels

gtggtgcctgcagaccatctgaatgcegcetgte
ggactagtcggggatcgaccgcgegggte

ggactaggttatcggttggccgcgagattc

gaggttgaaaaacgctcactgtcattactggaccgc
c
gactctagttaattaatcactcgagagctgataaact
atacaattaaag
cgggaatggctatctacgac
cgctttttgacacgaatgag
aagacgagcaggtggatacg
ggggctgttgatgtacaggt
gaccgtgacatctcggtgta
ctgtacggctggtggatca
tcgccatctacgacacgat
atggtccgcttggtgaact
gtacacgattccgaacgtca
ccatgagcgaagtgaaggag
gatggatccgtactcgaagc
taccgcatcgtgtcgtagag
cgggctgttgatgtacagga
gaccgggacatctcggtcta
gccatctacgacaccatgc
gcttggtgaaatccaggttg
ggagctacacgattccgaac
ccatcagcgacgtgaacgag
gtcggacccgtactccaa
gtagcgcatcgtgtcgtaga
ctgcagacgcgtcgacgtcatatgacatcacggagcte
cgatcgtctgcacgtatccacctgeteg
tggatacgtgcagacgatcgagcagatc
ccacggcgatatcggatccatatgccagcaggaggat
g
tggctccaattgtacatcggatccatatgcctcgagaag
ctcgag
tggtgatgatctggtcgttcacgcggtcgtacag
cgaccgcgtgaacgaccagatcatcaccacce
agcttctgcagacgcgtcgacgtcatatggaatccegg
atcagc
tggctccaattgtacatcggatccatatgcgegtcgeag
ccgac
cgacctggtccacctcctcggecctgggegt
cagggccgaggaggtggaccaggtcgtgcag
agcttctgcagacgcegtcgacgtcatatggaagaactg
ggacaac
tggctccaattgtacatcggatccatatggacatcacgg
ctgaag
tggtgatgatctggtccacgtatccacctgeteg
aggtggatacgtggaccagatcatcaccaccc
cgagcacctcgtcctccteggecctgggegt
cagggccgaggaggacgaggtgctegegegg
agcttctgcagagegtcgacgtcatatgcgectgggtgg
ctecte

Nde_livCIpP1_long_for ggaattccatatgagacggcccggegecgtcg
Nde_livCIpP1_short_fo ggaattccatatgacgaatctgatgccctcag
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SiRNA

Einflhren einer Thiostrepten

Kassette in plJ10257

Einfihren einer Thiostrepten

Kassette in plJ10257

Einfihren von #pA-siRNA in

plJtsr

Einfihren von #pA-siRNA in

plJtsr

gPCRS. hawaiiensis
gPCRS. hawaiiensis

gPCRS.hawaiiensis/ S. lividans

gPCRS. hawaiiensis
gPCRS. hawaiiensis

gPCRS. hawaiiensis/ S. lividan:

gPCRS.hawaiiensis

gPCRS.
gPCRS.
gPCRS.
gPCRS.
gPCRS.
gPCRS.
gPCRS. lividans
gPCRS. lividans
gPCRS.lividans
gPCRS. lividans
gPCRS. lividans
gPCRS. lividans
gPCRS. lividans
clpP1KockoutS.
clpP1KockoutS.
clpP1KockoutS.
clpP1KockoutS.

lividans

clpP2KockoutS.

clpP2KockoutS.
clpP2KockoutS.
clpP2KockoutS.

clpP3KockoutS.
clpP3KockoutS.

clpP3KockoutS.
clpP3KockoutS.

clpPP2KockoutS. lividans

clpPP2KockoutS. lividans
clpPP2KockoutS. lividans
clpPP4KockoutS. lividans
clpPP4KockoutS. lividans
clpPP4KockoutS. lividans

hawaiiensis
hawaiiensis
hawaiiensis
hawaiiensis
hawaiiensis

lividans
lividans
lividans
lividans

lividans
lividans
lividans
lividans
lividans
lividans

lividans
lividans

clpPllangn plJ12551
clpPlkuran plJ12551



Not_livCIpP1_rev
Nde_livCIpP2_long_for
Nde_livCIpP2_short_fo
Not_livCIpP2_rev

liv-clpP2_rev_Hind
liv-clpP2His_rev_Hind

Nde_clpPA_for
Not_clpPA_rev
Nde_clpPAshort_for
Not_clpPAHis_rev
Nde_HisclpPA_for
pGMHindlll

clpPADEMis_rev_Hind
pSETHindlll

atagtttagcggccgctcaggegeccgtgecgecge
ggaattccatatgaacgacttccccggeageg
ggaattccatatgcgcgecgectcccagggec
atagtttagcggccgectagcggagagaggagttgte

cccaagcttctagcggagagaggagttgtc
cccaagcttctaatgatgatgatgatgatggcggagag;
agttgtc
ggaattccatatgaaggacattaaggaactgac

atagtttagcggccgcctacttcgctgccccgatattg

ggaattccatatgcatcgectcatggacgageg
atagtttagcggccgcctaatgatgatgatgatgatgc
ggaattccatatgcatcatcatcatcatcataag

tttaagcttctacttcgctgccccgatatt
cccaagcttctaatgatgatgatgatgatgc
tttaagcttggtaaggagttacagtgaagg

pSEIBamHI aaaggatccctacttcgctgccccgatattg

TabellelO: In dieser Arbeit verwendeterimer

2.4 Plasmide

Plasmid
pETDuet

pETFDuet_Adel
pEFDuet_Adel HisA3
pETFDuet_AdeHisA6
pRM4.3

plJ6902
plJ6902cIpRer

plJ6902cipkberHis

plJ6902PROL
plJ6902NRPS
LY 9¢mpHSN)¥O

pSET152clpBer
pGuA21l

Funktion

CoExpression zweier Genelncoli T7
Promotor, Lac Operator

Induzierbare Expression von Adel aus
S.hawaiiensisVorkonstrukt fur pET
Duet_Adel_HisA3 und HisA6
Indwzierbare Cédexpression von Adel und
Adenylierungsdoméane A3 mittBrminalem
6xHisTag aus. hawaiiensis

Indwzierbare Ceexpression von Adel und
Adenylierungsdoméne A6 mittBrminalem
6xHisTag aus. hawaiiensis
phiC3zintegrativer Shuttle/ektor fur

Streptomyceten, Expressionsplasmid mit

clpPlin plJ12551

clpP2langn plJ12551/plJ10257
clpP2kurin plJ12551/plJ10257
clpP2in plJ12551¢ipPlclpPin
plJ12551

clpP2in plJ10257

clpP2Hisin plJ10257

clpRoperAn plJ12551 und
plJ10257

clpPpern plJ12551 und
plJ10257

clpRoekurzin plJ12551
clpRpepHisin plJ12551
HisclpPoern plJ12551 und
plJ10257

clpPoern plJ10257
clpRpepHisin plJ10257
clpRperAn

pSET152ermE*l A Y RL L L
clpRperAn

pSET152ermE*l A Yy RL L L

Herkunft
Novagen
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

GuntherMuth,
Tubingen

ermE-Promotor, pSET128bkdmmlingegfp  Nicht verdffentlicht

phiC3ztintegrativer Shuttlevektor fiir

Streptomyceten, Expressionsplasmid mit

induzierbaremipA-Promotor
Induzierbare Expression von Gipd?
Induzierbare Expression von Gigdemit G
terminalemHis-Tag

Knockdown voadeA

Knockdown voadeG

phiC3ztintegrativer Shuttle/ektor fiir

Streptomyceten, Expressionsplasmid mit
ermE-Promotor, durch Eliminierung einer

John Innes Center,
Norwich

(Huang et al., 2005)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Till Schaberle, GieRRen
(Stegmann et al., 2006)

Hindll-Schnittstelle kann die verbleibende z

Klonierung genutaterden
Konstitutive Expression von Clpk?
ShuttleVektor flrStreptomyceten,
markerlose Knockouts durch Biteif%
Selektion
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Diese Arbeit
Gunther Muth,
Tlbingen

Nicht veroffentlicht



pGuA21clpP1Gibson
pGusA2d eu L
pGusA2deu LR

pGusA2iAicoDe L
pGusA23iAlcoDe LR

pGusA2INRPS2_L
pGusA2INRPS2_LR

pGusA2aMbtH_L
pGusA2iMbtH_LR
pGusA23PutProt_L

pGusA23PutProt_LR
pGM-GUS

pGM-GUSXba

pGM-GU<clpP1
pGM-GUSclpP2
pGM-GU<cIpP3
pGM-GUScIpP1clpP2
pGM-GU<cIpP3clpP4
pGM-GUSXbaleu
pGM-GUSXbaAlcoDe
pGM-GUSXbaNRPS2
pGM-GUSXbaMbtH
pGM-GUSXbaPutProt
pAl18

pA18NRPS2_L
pA18NRPS2_LR
pA18NRPS2_LRtsr

plJ12551

plJ12551clpP1kurz
plJ12551clpP1llang
plJ12551clpP2kurz
plJ12551clpP2lang
plJ12551clpPlclpP2

plJ12551clpP3
plJ12551clpP3clpP4

aac(3)1V, oriT,efhe_gusA, Opive1
Knockout vorelpP1in S. lividangerfolglos)
Vorkonstrukt flipGusA24Leu_LR
Knockout voradeAin S. hawaiiensis
(erfolglos)

Vorkonstrukt fir pGusA2AlcoDe_LR
Knockout voradeBin S. hawaiiensis
(erfolglos)

Vorkonstrukt fir pGusA24RPS2 LR
Knockout voradeHin S. hawaiiensis
(erfolglos)

Vorkonstrukt fir pGusA2¥btH_LR

Knockout voradelin S. hawaiiensi@rfolglos)

Vorkonstrukt fir pGusA2RutProt LR

Knockout vororfAin S. hawaiiensi@rfolglos)

Temperatursensitiver Shuttld/ektor fur

Streptomyceten, markerlose Knockouts dur

BlauWeilsSelektion
aac(3)IV, oriT,emhe gusA, rep
Aus pGMGUS entstandermlurch

ortsspezifische Mutagenese Einflihrung ein

XbalSchnittstelle

Knockout vortlpP1lin S. lividans
Knockout vortlpP2in S. lividangerfolglos)
Knockout vortlpP3in S. lividans
Knockout vortlpP1clpPh S. lividans
Knockout vorelpP3clpP4 S. lividans
Knockout voradeAin S. hawaiiensis
(erfolglos)

Knockout voradeBin S. hawaiiensis
(erfolglos)

Knockout voradeHin S. hawaiiensis
(erfolglos)

Knockout voradelin S. hawaiiensi@rfolglos)
Knockout vororfAin S. hawaiiensigrfolglos)

ShuttleVektor fir Streptomyceten zur
Geninaktivierung, basierend auf pkih8h
Vorkonstrukt fir pAI&IRPS2_LRtsr
Vorkonstrukt flUpA18NRPS2_LRtsr
Knockout voradeHin S. hawaiiensis
(erfolglos)

phiC3ztintegrativer Shuttlevektor fiir
Streptomyceten, Expressionsplasmid mit
ermE -Promotor

Konstitutive Expression véh lividan€lpP1
vom zweiten Startcodon, 203 AS
Konstitutive Expression v& lividan€IpP1
vom ersten Startcodon, 219 AS
Konstitutive Expression v&h lividan€IpP2
vom zweiten Startcodon, 217 AS
Konstitutive Expression véh lividan€lpP2
vom ersten Startcodon, 235 AS
Konstitutive Expression véh lividans
ClpP1ClIpP2

Konstitutive Expression vé& lividan€IpP3
Konstitutive Expression véh lividans
ClpP3ClpP4
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Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Ginther Muth,
TUbingen

Nicht veroffentlicht

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
(Weber et al., 2008)
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

John Innes Center,
Norwich

(Sherwood et al., 2013)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit



plJ12551clpkekurz

plJ12551clpkder
plJ12551clpkderHis

plJ12551HislpPoer

p1J10257

plJ10257clpP2kurz

plJ10257clpP2kuidis

plJ10257clpP2lang
plJ10257clpP2langis
plJ10257clpkepr
plJ10257clpkerHis
plJ10257HislpPoer

plJ12558tcipP1Hyp

plJ12558tcipP1Cat

plJtsr

plJtsr_sadeA
pldtsr_sadeG

KonstitutiveExpression einer-drminal um
23 AS verkirzten Form von Glgpf?
Konstitutive Expression von Clpk?
Konstitutive Expression von Clpkmit G
terminalemHis-Tag

Konstitutive Expression von Clpkmit N-
terminalemHis;-Tag

U BTzintegrativer Shuttle/ektor fur
Streptomyceten, Expressionsplasmid mit
ermE -Promotor

rep(pMB1)oriT, u BT1attP, int, ermEp, hyg
(Hyd)

Konstitutive Expression vé&h lividan€IpP2
vom zweiten Startcodon, 217 AS
Konstitutive Expression v& lividan€IpP2
vom zweiten Startcodomit Gterminalem
6xHisTag

Konstitutive Expression v& lividan€IpP2
vom ersén Startcodon, 235 AS
Konstitutive Expression v&h lividan€IpP2
vom ersten Startcodomit Gterminalem
6xHisTag

Konstitutive Expression von Clp#
Konstitutive Expression von Clpemit G
terminalemHis-Tag

Konstitutive Expression von Clpkmit N-
terminalemHis-Tag

Konstitutive Expression vé&hhawaiiensis
ClpP1 mitMutationen der hydrophoben
Taschen (Y62V, Y64V, Y84V)
Konstitutive Expression v& hawaiiensis
ClpP1 mit einer Mutation der katalytischen
Triade(S10@\)

Vorkonstrukt, Einfiihrung eing@hiostrepton
Resistenzkassette in plJ10257
Knockdown voadeA

Knockdown voadeG

Tabellell: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

2.5 Bakterienstamme
Wildtyp-Stdmme, Klonierungsstdmme, Expressionsstimme und Teststdmme

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Johnlnnes Center,
Norwich

(Hong et al., 2005)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Stamm

Bacillus subtili$68
trpC2

Bacillus subtili$68
nclpP

Bacillus subtilis
BKE01020
Escherichia colL1
Blue

Escherichia caiM109

trpC2 nrplK::ermE

Genotyp Stammherkunft
trpC2 UIf Gerth,
Greifswald

0§NLY vz pnOf Lt  UlfGerth,

Greifswald

Stock Center
recAl endAl gyrA96 thi
hsdR17 supE44 relAl lac pi
tlIOLIlj%pnamp ¢\
endAl ginv44 thi relAl

38 NI pc NBO!-m Co.KG
proAB) el4[F' traD36

proAB+ laclff  O%n a m
hsdR17(rnK+)
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Bacillus Genetic

Agilent GmbH

AiCuris GmbH &

Referenzen
(Anagnostopoulos anc
Spizizen, 1961)
(Msadek et al., 1998)

(Koo et al., 2017)

(YaniscHPerron et al.,
1985)



Thermo Fisher
Scientific

Escherichiacdi | p " p(argFlac)169

, 80dacz58M15),nphoAg
ginX44AS)<, deoR481
rfbC1, gyrA9GNalR)recAl
endAlthiEl, hsdR17
Escherichia cdliCo21 can::CBD fhuA2 [lon] ompT

New England (BolanosGarcia and

(DE3) gal <DE3) [dem] arnA::CBL Biolabs Davies, 2006;
atéesyy/ .5 34" Robichon et al., 2011)
DE3=<a. I YI L2Bk
int::(lacl::PlacUV5::T7 gene
AHM KYAYDp
Escherichia coli Fdam13::Tn9 dcé hsdM  Till Schéberle, (Bennett et al., 1977;
ET12567 pUB307 hsdR zj202::Tn10 recF143 Giel3en Flett et al., 1997)

galK2 galT22 ara4 lacY1l
xyk5 leuB6 thil tonA31
rpsL136 hisG4 ts&8 mttl
glnV44;harbours
conjugative plasmid
pUB307; Cfh Kart
Escherichia coi171 recA pro hsdR RR4TC::Mu

Gunther Muth, (Simon et al., 1983)

Km::Tn7; tmp sp&, stR Tibingen
Streptomyces Eric Cheng, (Michel and Kastner,
hawaiiensidNRRL 1501( Wisconsin 1985)
Streptomyces coelicolo Gunther Muth, (Kieser et al., 1992)
A3(2) Tubingen
Streptomyces lividans  str-6; SLP2 SLP3 Glnther Muth, (Hopwood et al.,
TK24 Tubingen 1983)
Streptomyces griseus Gunther Muth, (Waksman et al.,
Waksman TUbingen 1948)

Tabellel2: In dieser Arbeit verwendete Wildggiamme, Klonierungsstamme, Expressionsstamme und Teststamme.

Stdmme fiir Knockoutind KnockdowsBtudien irS. hawaiiensis

Stamm Genotyp Stammbherkunft
E. coliXL1 pGusA21 s.E. coliXL1Blue; pGusA21 Diese Arbeit
E. coliXL1 pGusA2lleu_ L s.E. colXL1Blue; pGusA2lLeu L Diese Arbeit
E. colXL1 pGusA2lleu LR s.E. coliXL1Blue; pGusA2leu LR DieseArbeit
E. colXL1 pGusA2AicoDe L s.E. colXL1Blue; pGusA2AlcoDe L Diese Arbeit
E. coliXL1 pGusA2AicoDe LR S.E. coliXL1Blue; pGusA2AlcoDe_LR Diese Arbeit
E. coliXL1 pGusA20RPS2_L s.E. colXL1Blue; pGusA2NRPS2_L Diese Arbeit
E.coliXL1 pGusA2MRPS2_LR S.E. coliXL1Blue; pGusA2NRPS2_LR Diese Arbeit
E. colXL1 pGusA2WbtH_L s.E. coliXL1Blue; pGusA2MbtH_L Diese Arbeit
E. colXL1 pGusA2UbtH_LR S.E. coliXL1Blue; pGusA2MbtH_LR Diese Arbeit
E. colXL1 pGusA2RutProt_L S.E. coliXL1Blue; pGusA2PutProt_L Diese Arbeit
E. colXL1 pGusA2RutProt LR S.E. coliXL1Blue; pGusA2PutProt LR Diese Arbeit
E. coliS171 pGusA21eu LR S.E. coliS171; pGusA2deu_LR Diese Arbeit
E. coliS171 pGusA2#icoDe_ LR S.E. coliS171; pGusA24AicoDe LR Diese Arbeit
E. coliS171 pGusA2INRPS2_LR S.E. colS171; pGusA2NRPS2_LR Diese Arbeit
E. coliS171 pGusA2MbtH_LR S.E. coliS171; pGusA22MbtH_LR Diese Arbeit
E. colS171 pGusA2PutProt_LR S.E. coliS171; pGusA2:PutProt LR Diese Arbeit
E. colXL1 pAINRPS2_L S.E. coliXL1Blue; pAINRPS2_L Diese Arbeit
E. colXL1 pAINRPS2 LR S.E. coliXL1Blue; pAINRPS2_LR Diese Arbeit
E. colXL1 pA1ISNRPS2_LRtsr S.E. coliXL1Blue; pA1NRPS2_LRtsr  Diese Arbeit
E. coliS171 pA18NRPS2_LRtsr S.E. coliS171; pA18NRPS2_LRtsr Diese Arbeit
E. colXL1 pGMEUSXbaleu s.E. coliXL1Blue; pGMGUSXbaleu Diese Arbeit
E. colXL1 pGMsUSXbaAlcoDe S.E. coliXL1Blue; pGMGUSXbaAlcoDe Diese Arbeit
E. colXL1 pGM5USXbaNRPS2 S.E. coliXL1Blue; pGMGUSXbaNRPS2 Diese Arbeit
E. colXL1 pGM5USXbaMbtH S.E. coliXL1Blue; pGMGUSXbaMbtH  Diese Arbeit
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E. colXL1 pGM5USXbaPutProt s.E. coliXL1Blue; pGMGUSXba Diese Arbeit
PutProt
E. colS171 pGMGUSXbal eu s.E. coliS171; pPGMGUSXbaleu Diese Arbeit
E. coliS171 pGMGUSXbaAlcoDe S.E. coliS171; pGMGUSXbaAlcoDe Diese Arbeit
E. coliS171 pGMGUSXbaNRPS2 S.E. colS171; pGM-GUSXbaNRPS2 Diese Arbeit
E. coliS171 pGMGUSXbaMbtH S.E. coliS171; pGMGUSXbaMbtH Diese Arbeit
E. colS171 pGMGUSXbaPutProt s.E. coliS171; pGMGUSXbaPutProt Diese Arbeit
E. colXL1 plJ6902PROL s.E. coliXL1Blue; plJ6902PROL Diese Arbeit
E. coliS171 plJ6902PROL s.E. coliS171; plJ6902PROL Diese Arbeit
E. colXL1 plJ6902NRPS s.E. coliXL1Blue; plJ6902NRPS Diese Arbeit
E. coliS171 plJ6902NRPS s.E. colS171; plJ6902NRPS Diese Arbeit
S. hawaiiensiglJ6902PROL Klon&1 s.S. hawaiiensiSRRL 15010; Diese Arbeit
plJ6902PROL
S. hawaiiensiglJ6902NRPS Klon® 1 s.S. hawaiiensiNRRL 15010; Diese Arbeit
plJ6902NRPS
S. hawaiiensiglJ6902 s.S. hawaiiensiSRRL 15010; plJ6902 Diese Arbeit
E. coliXL1 plJtsr s.E. coliXL1Blue; plJtsr Diese Arbeit
E. coliS171 plJtsr s.E. coliS171; plJtsr Diese Arbeit
E. coliXL1 plJtsr_sideA S.E. colXL1Blue; plJtsr_sideA Diese Arbeit
E. coliS171 pldtsr_sadeA S.E. coliS171; plJtsr_sadeA Diese Arbeit
E. colXL1 plJtsr_sideG s.E. colXL1Blue; plJtsr_sadeG Diese Arbeit
E. colS171 pldtsr_sadeG s.E. colS171; plJtsr_sadeG Diese Arbeit
S. hawaiiensiglJtsr s.S. hawaiiensiSRRL 15010; plJtsr Diese Arbeit
S. hawaiiensiglJtsr_siadeA Klone s.S. hawaiiensiSRRL 15010; plJtsr si  Diese Arbeit
1.1,1.2,6.1,6.2 adeA
S. hawaiiensiglJtsr_sadeG Klone  s.S. hawaiiensiNRRL 15010; plJtsr_si Diese Arbeit
1.1,1.2,6.1, 6.2 adeG

Tabellel3: In dieser Arbeit erzeugte Stamme fiir Knockantl KnockdowsBtudien irS. hawaiiensis.

E. coliStamme zur heterologen Expression zweiEm&lierungdomanen

Stamm Genotyp Stammbherkunft
E. colDHY pEFDuet_Adel s.E. colDH®; pETDuet_Adel DieseArbeit
E. colDHY pEFDuet_Adel_HisA3 s.E. colDH® ; pETDuet_Adel_HisA3 Diese Arbeit
E. colNiCo21 pEDuet_Adel_HisA3  s.E. colNiCo21l; pEDuet_Adel_HisA3 Diese Arbeit
E. colDH® pETFDuet Adel HisA6 s.E. colDH® ; pETDuet_Adel HisA6 DieseArbeit
E. colNiCo21 pEDuet_Adel_HisA6 s.E. colNiCo21; pEDuet_Adel_HisA6 Diese Arbeit
Tabellel4: In dieser Arbeit erzeugte Stamme zur heterologen Expression zwergfidcungsdmanen.
Stéamme fiir Knockouts verschiedenRGene irS. lividans
Stamm Genotyp Stammherkunft
E. colXL1 pGM5GUS s.E. colXL1Blue; pGMGUS Diese Arbeit
E. colXL1 pGMGUSXba s.E. colXL1Blue; pGMGUSXba Diese Arbeit
E. colXL1 pGMEUSXbaclpP1Gibson s.E. colXL1Blue; pGMGUSXba Diese Arbeit
clpP1Gibson
E. colET12567 pUB307 pGBUS s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
XbaclpP1Gibson pGM-GUSXbaclpP1Gibson
E. colXL1 pGM5USXbaclpP2Gibson s.E. colXL1Blue; Diese Arbeit
pGM-GUSXbaclpP2Gibson
E. colET12567 pUB307 pGEBIUS S.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
XbaclpP2Gibson pGM-GUSXbaclpP2Gibson
E. colXL1 pGMzUSXbaclpP3Gibson s.E. colXL1Blue; Diese Arbeit
pGM-GUSXbaclpP3Gibson
E. colET12567 pUB307 pGBUS s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
XbaclpP3Gibson pGM-GUSXbaclpP3Gibson
E. colXL1 pGM5USXbaclpP1clpP2 s.E. colXL1Blue; Diese Arbeit

pGM-GUSXbaclpP1clpP2
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E. colET12567 pUB307 pGEIUS s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit

XbaclpP1clpP2 pGM-GUSXbaclpP1clpP2

E. colXL1 pGMsUSXbaclpP3clpP4 s.E. colXL1Blue; Diese Arbeit
pGM-GUSXbaclpP3clpP4

E. colET12567 pUB307 pGEBIUS s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit

XbaclpP3clpP4 pGM-GUSXbaclpP3clpP4

S. lividangclpP1 str-6; SLP2 SLP3clpP1 Diese Arbeit

S. lividangclpP3 str-6; SLP2 SLP®clpP3 Diese Arbeit

S. lividangclpPP2 str-6; SLP2 SLPJclpP1clpP2 Diese Arbeit

S. lividangclpP3®4 str-6; SLP2 SLP3clpP3clpP4 Diese Arbeit

Tabellel5: In dieser Arbeit erzeugte Stamme fir Knockouts verschiediiGene irS. lividans

Stamme zur Konjugation und anschlieRender Expression verschiedederdBpie irS.lividans
Wildtyp und Knockodbtammen

Stamm Genotyp Stammherkunft
E. coliXL1 plJ12551 s.E. colXL1Blue; plJ12551 Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 plJ12551  s.E. colET12567 pUB307; plJ12551 Diese Arbeit
E. colXL1 plJ12551 clpbprkurz s.E. coliXL1Blue; plJ12551clpBepkurz DieseArbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpkerkurz plJ12551clpkerkurz

E. colXL1 plJ12551clpbtr s.E. colXL1Blue; plJ12551clpb:r Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpker plJ12551clpker

E. coliXL1 plJ12551clpfxeHis s.E. colXL1Blue; plJ12551clpberHis Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpkerHis plJ12551clpkerHis

E. colXL1 plJ12551HidpPper s.E. coliXL1Blue; plJ12551HidpPoep Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 plJ1255tHi: s.E. colET12567 pUB307; plJ12551His Diese Arbeit
clpPoep clpPioep

E. coliXL1 plJ12551clpP1kurz s.E. colXL1Blue; plJ12551clpP1kurz  Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpP1kurz plJ12551clpP1kurz

E. coliXL1 plJ12551clpPllang s.E. colXL1Blue; plJ12551clpPllang  Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s. E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpPllang plJ12551clpPllang

E. coliXL1 plJ12551clpP2kurz s. E. colKL1Blue; plJ12551clpP2kurz  Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s. E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpP2kurz plJ12551clpP2kurz

E. coliXL1 plJ12551clpP2lang s. E. colKL1Blue; plJ12551clpP2lang  Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s. E. coltT12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpP2lang plJ12551clpP2lang

E. colXL1 plJ12551clpP3 s. E. colKL1Blue; plJ12551clpP3 Diese Arbeit
E.coliET12567 pUB307 s. E. colET12567 pUB307; plJ12551clp Diese Arbeit
plJ12551clpP3

E. colUM109 plJ12551clpP1clpP2  s. E. coliM109; plJ12551clpP1clpP2  Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s. E. coltT12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ12551clpP1clpP2 plJ12551clpP1lclpP2

E. coliXL1 plJ10257 s. E. colKL1Blue; plJ10257 Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 plJ10257  s. E. coET12567 pUB307; plJ10257  Diese Arbeit
E. colUM109 plJ10257clpftr s. E. coliM109; plJ10257clpftp Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s. E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ10257clpker plJ10257clpker

E. colUM109 plJ10257clpfeHis s. E. coliM109; plJ10257clpbkeHis Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s. E. coltT12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ10257clpkerHis plJ10257clpkerHis

E. colUM109 plJ10257HEpPoer s. E. coliM109; plJ10257HiEpPoep Diese Arbeit
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E. colET12567 pUB307 plJ10257Hi:
clpPuoep

E. coldM109 plJ10257clpP2kurz
E. colET12567 pUB307
plJ10257clpP2kurz

E. colUM109 plJ10257clpP2lang
E. colET12567 pUB307
plJ10257clpP2lang

E. colIM109 plJ10257clpP2ktiis
E. colET12567 pUB307
plJ10257clpP2kuidis

. lividanplJ12551

. lividan®apepkurz

. lividan®apep

. lividan®apepHis

. lividan$lisPapep

. lividanglJ10257

. lividan8TXPapep

. lividangiclpP1plJ12551

. lividangiclpP1P1kurz

. lividangiclpP1P1lang

. lividangiclpP 1Papepkurz

. lividangiclpP 1Papep

. lividangiclpP1PapepHis

. lividangiclpP1HisPapep

DO LLOuOLLnmnnnmnm

. lividangiclpP1plJ10257
. lividangiclpP1BT :Papep
. lividangiclpPP2plJ12551
. lividangiclpPP2P1kurz

nuwunuunuwm

(9]

. lividangiclpPP2P1lang

S. lividangclpPP2P2kurz

S. lividangclpPP2P2lang

S. lividangclpPP2P1P20peron
S. lividangclpPP2Papep

S. lividangclpPP2PapepHis

S. lividangclpPP2HisPapep

S. lividangclpPP2plJ10257
S. lividangclpPP2BTPapep

S. lividanpclpPIP2BT tPaperHis
S. lividangclpPP2BTXHisPapepr
S. lividangclpPP2BT1P2kurz

S. lividangclpPP2BT1P2lang

s. E. colET12567 pUB307;
plJ10257HisIpPoer

s. E. coliM109; plJ10257clpP2kurz
s. E. colET12567 pUB307;
plJ10257clpP2kurz

s. E. coliM109; plJ10257clpP2lang
s. E. colET12567 pUB307;
plJ10257clpP2lang

s. E. coliM109; plJ10257clpP2ktirs
s. E. colET12567 pUB307;
plJ10257clpP2kuitdis

s.S. lividan§K24pl1J12551

s.S. lividan§K24plJ12551 clpkerkurz
s.S. lividan§K24plJ12551clpker
s.S. lividan§K24plJ12551clpkerHis
s.S. lividan§K24plJ12551HislpPiper
s.S. lividan§K24plJ10257

s.S. lividan§K24; plJ10257clpfe
s.S. lividangiclpP1;plJ12551

s.S. lividangiclpP1;plJ12551clpP1kurz
s.S. lividangiclpP1;plJ12551clpP Liey
s.S. lividangiclpP1;plJ12551clpkerkurz
s.S. lividangiclpP1;plJ12551clpker
s.S. lividangiclpP1plJ12551clpkerHis
s.S. lividangclpP1;
plJ12551Hi€IpRoep

s.S. lividangiclpP1;plJ10257

s.S. lividangiclpP1;plJ10257clpkdep
s.S. lividangiclpP1clpP1J12551
s.S. lividangiclpPLlclpP2;
plJ12551clpPlkurz

s.S. lividangiclpP1clpP2;
p1J12551clpP Liey

s.S. lividangiclpP1clpP2;
plJ12551clpP2kurz

s.S. lividangiclpP1clpP2;
plJ12551clpP2tey

s.S. lividangiclpP1clpP2;
plJ12551clpPlclpP2

s.S. lividangclpP1clpP2;
plJ12551clpier

s.S. lividangiclpP1clpP2;
plJ12551clpkerHis

s.S. lividangiclpP1clpP2)1J12551 His
clpPuoep

s.S. lividangiclpP1clpP271J10257
s.S. lividangclpP1clpP2;
plJ10257clpkder

s.S. lividangiclpP1clpP2;
plJ10257clpkerHis

s.S. lividangiclpP1clpP21J10257His
clpPuoep

s.S. lividangiclpP1clpP2;
plJ10257clpP2kurz

s.S. lividangclpP1clpP2;
plJ10257clpP ey
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S. lividangclpPP2BT:P2kurzHis s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ10257clpP2kuidis

S. lividangclpPP2BT1P2lang-His s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ10257clpP2tey-His

S. lividangclpPP2P1kurz BT-Paper  S.S. lividangiclpP1clpP2; DieseArbeit
p1J12551clpP1lkurplJ10257clpiBer

S. lividangclpPP2P1lang BT-Paper  S.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551clpPlfey, plJ10257clpBep

S. lividangclpPP2P2kurzBTt s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

ClpPuoep plJ12551clpP2kurp)J10257clpkdepr

S. lividangclpPP2P2lang BT-Paper  s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551clpP2hey, plJ10257clpBer

S. lividangiclpPP2P2kurzBT:Paper ~ S.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

His plJ12551clpP2kurplJ10257clpBerHis

S. lividangclpPP2P2kurz8BTXPaper  s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551clpP2kurplJ10257HislpPioepr

S. lividangclpPP2P2lang BT-Paper  s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

His plJ12551clpP2tey, plJ10257clpBerHis

S. lividangclpPP2 s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

P2lang BT 2HisPapep plJ12551clpP2fey-His, plJ10257His
clpPoep

S. lividangiclpP P2 Papep s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

BT1P2kurzHis plJ12551clpker plJ10257clpP2kutdis

S. lividangclpPP2Papep s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

BTtP2langHis plJ12551clpkyer plJ10257clpP2lardis

S. lividangclpPP2P1kurz BT-1 s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

P2kurz plJ12551clpP1short, plJ10257clpP2shi

S. lividangclpPP2P1kurz s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

BT1P2kurzHis plJ12551clpPlkurz, plJ10257clpP2kur.
His

S. lividangclpPP2P1kurz BT-1 s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

P2lang
S. lividangclpPP2
P1lkurBT1P2langHis

plJ12551clpP1lkurz, plJ10257clpP2lang
s.S. lividangclpP1clpP2;
plJ12551clpPlkurz, plJ10257clpP2lanc
His

Diese Arbeit

S. lividangclpP3plJ12551 s.S. lividangiclpP3;plJ12551 Diese Arbeit

S. lividangiclpP3Papep s.S. lividangiclpP3;plJ12551clpker Diese Arbeit

S. lividangclpP3R plJ12551 s.S. lividangiclpP3clpP4p1J12551 Diese Arbeit

S. lividangclpP34 Papep s.S. lividangiclpP3clpP4; Diese Arbeit
plJ12551clpkder

S. lividangclpPP2SHP1Hyp s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12558ttipP1Hyp

S. lividangclpPP2SHP1Hyp BT-1 s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

P2lang
S. lividangclpPP2SHP1HyBT:
P2langHis

plJ12558telpP1Hyp, plJ10257clpP2lan
s.S. lividangiclpP1clpP2;
plJ12558telpP1Hyppld10257clpP2lang
His

Diese Arbeit

S. lividangclpPP2SH1Cat s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12558ttipP1Cat

S. lividangclpP1R SHP1Cat BT1 s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

P2lang plJ12558ttipP1Cat, plJ10257clpP2lan:

S. lividangclpPP2SHP1CaBT: s.S. lividangiclpP1clpP2; Diese Arbeit

P2langHis

plJ12558ttipP1Cat plJ10257clpP2lang
His

Tabelle16: In dieser Arbeit erzeugt€tamme zu Konjugation und anschlieRend&xpression verschiedener Gipiteine in
S.lividansWildtyp und KnockoeBtammenBT1 im Namen verschiedener Mutanten weif3t auf das verwendestaiglf#J10257mit
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eineru BT XIntegrase) hin, im Gegensatz zu plJ12551 (mit si@&tIntegrase) ohne Namenszusatz, um differenzieren zu kénnen,
welches Vektogstem genutzt wurde, um das jeweilgpRHomolog in den jeweiligen Stamm einzubringen.

Stamme zur Konjugation und anschlieRenden Expression vepegipierschiedeneiStreptomyces

Spezies
Stamm Genotyp Stammherkunft
E. colIM109 SET152ermgHiindlll s.E. colIM109;pSET152ermHindlll  Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
pSET152ermE*HindIll pSET152ermEHindlll
E. colUM109 pSET152clpier s.E. colIM109; pSET152clpize Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
pSET152cIpBer pPSET152clpBer
S. lividanpSETermE* s. S. lividan§K24; Diese Arbeit
LY 9¢ MpHSNXYO9FNnI AYyRI
S. lividanpSETclpier s. S. lividan§K24; pSETclpizr Diese Arbeit
S. coelicolgpSETermE* S.S. coelicoloA3(2); Diese Arbeit
LY 9¢mMpHSNYOFNI AYRI
S. coelicolopSETclpRep s.S. coelicoloA3(2);pSETclpier Diese Arbeit
S. griseupSETermE* s.S. griseudVaksman; Diese Arbeit
pSET152ermEHindlll
S. griseupSETclpiep pPSETclpiep Diese Arbeit

Tabellel7: In dieser Arbeit erzeugt8tamme zur Konjugation und anschlieBenden Expression voke€iipRrerschiedenen
Streptomyces$pezies.

Stdmme zur Konjugation und anschlieenden induzieritageression von Clpi2rn S.lividans
Wildtyp und Knockodbtammen

Stamm Genotyp Stammbherkunft
E. coliXL1 plJ6902 s.E. colXL1;plJ6902 Diese Arbeit
E. colIM109 plJ6902clpB:p s.E. coliM109; plJ6902cipbtr Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ6902cipkber plJ6902ciper

E. colIM109 plJ6902clpR:FHis s.E. coliM109; plJ6902clpk:eHis Diese Arbeit
E. colET12567 pUB307 s.E. colET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ6902cipkyerHis plJ6902clpkberHis

S. lividanlJ6902 s.S. lividangK24; plJ6902 Diese Arbeit
S. lividanlJ6902clpkbep s.S. lividan§K24; plJ6902clpftr Diese Arbeit
S. lividanglJ6902clpkerHis s.S. lividan§K24; plJ6902clpkeHis Diese Arbeit
S. lividangclpP1plJ6902 s.S. lividangiclpP1 plJ6902 Diese Arbeit
S. lividangclpP1plJ6902clpfer s.S. lividangiclpP1 plJ6902clpiep Diese Arbeit
S. lividangclpP1plJ6902cipkberHis  s.S. lividangiclpP1 plJ6902cipkerHis  Diese Arbeit
S. lividangclpPP2plJ6902 s.S. lividangiclpP1clpP2plJ6902 Diese Arbeit
S. lividangclpPP2pld6902cipkber  s.S. lividangiclpP1clpP2pll6902cipker Diese Arbeit
S. lividangclpPP2plJ6902ciper  s.S. lividangiclpP1clpP2 Diese Arbeit
His plJ6902clpkberHis

Tabellel8: Stamme zur Konjugation und anschlieBenden induzierbaren Expression weed@IgHvidanswildtyp und Knockout
Stammen.
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2.6 Medien
Medien zur Anzucht von Bakterien wurden nach degefalen Rezepten hergestellt und, wenn
nicht anders angegebedurch Autoklavieren sterilisiert.

2.6.1 Flussigmedien

LBMedium(Lysogeny Brothi{Bertani, 1951, 2004)
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1L MilhQ
pH 7,3 eingestellt mit 1N oder 6N NaOH

TSBEMedium(Tryptic Soy Broth)
30 g Tryptic Soy Broth
ad 1 L MilkQ

YMMedium(Yeast Malt)
4 g Hefeextrakt
10 g Malzextrakt
4 g Gluose
ad 1 L MilhQ (YMMIlliQ-Medium) oder Leitungswasser (YidpMedium)
pH 7,3 eingestellt mit & oder 6N NaOH

Miiller-Hinton-Medium
21 g Muller Hinton Broth
ad 1L MillrQ

2xYTMMedium(2xYeasi ryptone)
32 g Trypton
20 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1L MilhQ
pH 7,0 eingestellt mit i oder 6N NaOH

TYMMedium(TryptoneYeastMagnesium)
20 gTrypton
5 g Hefeextrakt
5,84 g NaCl
2,46 g Magnesiumsulfat
ad 1L MillrQ

SAMMedium(Streptomyces Antibiotic Medium)
15 g Soytone
15 g Glucose
5 g NaCl
1 g CaCo
25 g Glycerin
ad 1L MilkQ
pH 7eingestellt mit IN oder 6N NaOH

34



2.6.2 Festmedien

FiurFestmedien wurden zunachst die bei Raumtempei@uijoslichen Bestandteile in Wasser
gel6st und wenn nétig der pWert eingestelltDie bei RThicht I6slichen Bestandteile wurdan
Schottflasche eingewogen und mit dem entsprechendéslumen des Mediusaufgefillt und
anschliel3end autoklaviert.

LBAgar
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1 L MilkQ
pH 7,3 eingestellt mit i oder 6N NaOH
Einwaage vob g Agar/333 ml Mediurim eine 500 ml Schottflasche

Muller-Hinton-Softagar
21 gMdller Hinton Broth
ad 1 L MilkQ
Einwaage von 2,5 g Agar/333 ml Medium in eine 500 ml Schottflasche

Miller-Hinton-Agar
21 g Mdller Hinton Broth
ad 1L MilhQ
Einwaage vob g Agar/333 ml Medium in eine 500 ml Schottflasche

MSAgar MannitolSojamehiCullumAgar)
20 g Mannitol
ad 1L Leitungswassser
Einwaage voje 5 g Agar und 5 g Sojame&280 ml Medium in eine 500 ml
Schottflasche

NEAgar(Nutrient extract (Murakami et al., 1989)
10 g Glucose
2 g Hefeextrakt
2 g Casaminoacids
1 g Lab Lemco Powder
ad 1 L MilkQ
pH 7,0 eingestellt mit } oder 6N NaOH
Einwaage von 5 g Agar/333 ml Medium in eine 500 hatSlasche

2.7 Puffer, LosungerGroRenstandars
Wenn nicht anders angegeben, wurden folgende Puffer und Lésungen @ kligestellt.

TFBPuffer zur Herstellung cherdmmpetenter Zellen
0,3 ml 5 MKaliumacetat
495 mg MnGl
2,5ml 2 M KCI
0,5ml 1 M CagGl
7,5 ml Glycerol
ad 50 ml MilkQ
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TFBHPuffer zur Herstellung cherkmmpetenter Zellen
2,5 ml 2M MOPS, pH 7,0 eingestellt mit 5 M KOH
3,7ml1M Cagl
250 pl 2 M KClI
7,5 ml Glycerol
ad 50 ml MilkQ

10xPBSPuffer

80 g NaCl

2 gKCl

14,4 g NeHPQ

2,4 gKHPQ

ad 1L MilkQ
Der pHWert wurde auf 7,&ingestellt und der Puffer zur Sterilisation autoklaviert. Zum
Gebrauch wurde der Puffer im Verhaltnis 1:9 mit {@illierdinnt.

PBSPuffer
1 ml Tween 20
ad 1 L1xPBS

BlockingPuffer
2,5 g Magermilchpulver
ad 50 ml PBSHuffer

50xTAEPuffer fir die Elektrophorese

121,14 g Tris

9,31 g EDT-Rinatrium

27 ml Eisessig

ad 500 ml MilkQ
Der pHWert wurde auf &ingestellt und der Puffer vor Gebrauch im Verhaltnis 1:49 miQ/illi
verdunnt.

Lyseuffer fir StreptomycetesProteinRohextraktd Gominetet al.2011, modifizier}

20 mM Tris (2,42 g/L)

5 mMEDTADinatrium (1,86 g/L)
Kurz vor Gebrauch wurden 1 mMvVercaptoethanol (0,087 ml/L) sowie eine Protease
Inhibitor-Tablette pro 10 ml Puffer zugegeben undatuschiitteln gemischizw. geldst.

Transferpffer fir Western Blots mit Nitrocelluloséembranen
3 g Tris
14,4 g Glycin
150 ml Methanol
500 4 SDS.6sung 2%
ad 1 L MilkQ

Lysepffer fiir die ProteirAufreinigungiberein His-Tag

20 mM TrisHCI (3,19)/L)

200 mM NacCl (11,68L)

10% Glycerin [V/V] (100M)
Zunachst wurde THACI in L Milli-Q gelost und mit N oder 6 N NaOH auf pH 7,8 eingestellt.
Dann wurden NaCl und Glycerin eingewogen/abgemessen und mit dddCTRsiffer auf 1 L
aufgefillt und der Puffer anschliel3end autoklaviert.
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Waschpiffer 1 fiir die ProteirAufreinigungiberein His-Tag
1 L Lysduffer
10 mM Imidazol (0,68/L)

Das Imidazonurde im autoklavierten Lyseffer gelost.

Waschpiffer 2 fiir die ProteiAufreinigung libeein His-Tag
1 L Lyséuffer
20 mM Imidazol (1,36 g/L)

Das Imidazovurde imautoklavierten Lysegfer gelost.

Elutionspiffer fur die ProteimAufreinigungibereinHis-Tag
1 L Lyséuffer
500 mM Imidazol (34 g/L)

Das Imidazowvurde im autoklavierten Lyseffer gelost.

Lagerpffer fiir Proteine

50 mM TrisHCI (7,88 g/L)

50mM NacCl (2,92 g/L)

10% Glycerin [V/V] (100ml/L)
Zunachst wurde THACI in 1L MilQ geldst und mit N oder 6 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt.
Dann wurden NaCl und Glycerin eingewogen/abgemessen und mit dddCTRsiffer auf 1 L
aufgefillt und der Hiter anschliel3end autoklaviert.

Puffer fur die ProtoplasteHerstellung
Alle benétigten Loésungen, Puffer und Medien wurden durch Autoklavieren oder Filtrieren
sterilisiert(Tabelle19).

Puffer/LésunfMedien Bemerkungur Herstellung
10,36 Sucrosédsung (103 g/L)

0,5% KHPO-Ldsung (5 g/L)

3,68% CaGiDihydratLosung (36,8 g/L)

5 M CaGiDihydratL6sung (735 g/L)

5,73 TE®uffer, pH 7,2 (57,3 g/L)

10% Hefeextrakt.dsung (100 g/L)

20%.-ProlinLdsung (200 g/L)

2,5% KSQ-Loésung (2 g/L)

1 M TrisMaleinséaurePuffer (121,1 g/L)  pH 8 einstellen mit Maleinséure
1 M TrisHCiL6sung, pH 8 (157,6 g/L)

1 MNaEDTALdsung, pH 8 (372,2 g/L)

Lysozymldsung 0,5 mg/ml Lysozym infPuffer, kurz vor Gebrauch
herstellen

TEPuffer 10 ml 1 M TrigHClL6sung, 1 ml 1 M NBDTAL6sung,
ad 1 L MillQ

T-Puffer A) 5 ml 10,%% Sucrosé&6sung, 15 ml MR, 40 ul

SurenelementLdsung, 200 ul 2% KSQ-Ldsung
B) 9,3 ml A), 0,2 ml CaCbsung 5 M, 0,5 ml T+is
MaleinséurePuffer
fertigen Puffer mischen aus 9 ml B) und 3 mi
geschmolzenem PEG 1000

P-Puffer Teil 1: 103 g Sucrose, 0,256, 2,02 g Mg@l
Hexahydrat, 2 ml SpureeghentLdsung, ad 800 ml
Milli-Q; fertiger Puffer: 80 ml Teil 1, 1 ml @BKHPQ-
Loésung, 10 ml 3,68 Ca@iDihydratLésung, 10 ml
5,730 TER uffer
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Spurenelement.dsung 40 mg Zn@) 200 mg Fe&Hexahydrat, 10 mg Cucl
Dihydrat,10 mg MnClTetrahydrat, 10 mg NB4O7-
Decahydrat, 10 mg (NJdMo70z2-Tetrahydrat ad 1 L
Milli-Q

SMedium Teil 1: 2 g Pepton, 2 g Hefeextrakt, 2igRQ, 2 g
KHPQ, 5 g Glycin, ad 400 ml Mili
Teil 2: 5 g Glucose, 0,25 g MgS(@d 100 ml MilQ
nachdem Autoklavieren vereinen

R2Agar Teil 1: 103 g Sucrose, 0,256, 10,12 g Mgl
Hexahydrat, 10 g Glucose, 0,lag&@ninoacids ad 800
ml Milli-Q.Es wurden je 200 ml mit 5,55 g Agar
autoklaviert.
Fertiges Medium: 200 ml verflussigter Tei2,5 ml 0,%6
KHPQO-Losung, 20 ml 3,68 CaGIDihydratLdsung 3,75
ml 20% tProlinLosung, 25 ml 5,28 TE® uffer, 0,5 ml
Spurenelement.dsing, 1,25 ml 1 N NaOH, 10 mP4.0

HefeextrakiLésung
Tabellel9: Puffer, Losungen uridedien fir die Protoplastenherstellung.

Lésungen un@ufferfir SubstratpezifititsAssays
AlleL6sungen und Puffevurden durch Autoklavieren oder Filtrieren sterilis{@gbelle20).

Puffer/L6sungen Bemerkung zur Herstellung

50 mM TrisHCI, pH8 (3,94 g/L)

25 mM TrisHCI, pH8 (1,97 g/L)

300 mM MgCl(61 g/L MgGlIx 6 HO) gepuffert in 25 mM TrisiCl, pH8

2 M Hydroxylaminhydrochlorid (140 g/L) in 3,5 | pH 8 einstellen mit konz. HCI

NaOH (140 g/L), pH 8

30 mM ATP (16,5 g/L)

150 mM Aminosaurelésungen in 25 mM-Hi8l 11,26 g/L Glycin; 17,27 gAProlin; 13,36 g/L-
Alanin; 24,78 g/L-Phenylalanin; 15,7¢/L -
Serin; 19,37 g/L-Pipecolinsaure; 24,84 g/L
(254R-4-Methylprolin

StopLésung 100 g/L Feck 6 HO, 33 g/L Trichloressigsaure

0,7 M HCI
Tabelle20: Pufer und Lésungen fir SubstrpexzifititsAssays.
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Praein-GréRenstandard, ungefarbt
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Abbildungl3: SDSPAGE Banderofile verschiedendProteinGroRenstandard. A)Pierce UnstaineBrotein MW Markeauf einem
12% TrisGlycin-Gelnach Farbung mit Coomassie BIB¢ PageRuler Plus Prestained Proteiddrad 6250 kDa) auf einem-20%
TrisGlycinGel,C) NEB @or Prestained Protein Standaroad Range (1245 kDa) auf aem 1020% TrisGlycinGel, D) SeeBlue
Pls2 PreStained Protein Standa(@198 kDa) auf einetduPAGE Novex12% BisTris Gel mit MEBuffer.

2.8 Softwareund Internetanwendungen

ProgramniT ool
antiSMASH.O

AriaMx Realime PCR

Software
BLAST

Chem Station
Chromas lite
Clustal Omega
ExXPASy Translate

Image Lab 3.0.1
NCBI

Nucleic Acid Sequence
Massager

Protein Molecular
Weight Calculator
Quantity One
RNAfold
SnapGen&iewer
Vision Capt

Xcalibur V6.0
NEB Tm Calculator

NEBuilder

Anwendung
Analyse voBGG

gPCR

Basic Local Alignment Search Tool;

Vergleich von biologischen Sequenze

mit Datenbanken
HPLC Auswertung

Auswertung von Chromatogrammen

nach der DNAequenzierung
Abgleich va DNA und Protein
Sequenzen

Ubersetzung von Nucleotidsequenzet

in Proteinsequenzen
Geldokumentation

Datenbank flir biotechnologische

Informationen
Bereinigung von DNANd
Proteinsequenzen

Berechnung des Molekulargewichts

von Proteinen

Detektion und Dokumentation von

Western Blots

Vorhersage von Sekundarstrukturen

von einzelstrangiger RNA ubtlA
Erstellen von Vektorkarten;

Auswertung von Chromatogrammen

nach der DN&Sequenzierung
Geldokumentation
LOMSAuswertung
Ermittlung von

Anbkgerungstemperaturefur Primer

wahrend der PCR

PrimerDesign fur GibseAssembly
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Hersteller/Internetseite
http://antismash.secondarymets
bolites.org

Agilent Technologies

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlI
ast.cgi

Agilent Technologies
Technelysium

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa
[clustalo
http://web.expasy.org/translate

BioRad
https://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.cybertory.org/resou
rces/sequenceTools/seqMassa
er.htm
http://www.sciencegateway.org
[tools/proteinmw.htm

Bio-Rad

http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
GSL Biotech

Vilber
Thermo Scientific
http://tmcalculator.neb.com


http://antismash.secondarymetabolites.org/
http://antismash.secondarymetabolites.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
http://web.expasy.org/translate
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cybertory.org/resources/sequenceTools/seqMassager.htm
http://www.cybertory.org/resources/sequenceTools/seqMassager.htm
http://www.cybertory.org/resources/sequenceTools/seqMassager.htm
http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm
http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://tmcalculator.neb.com/

NEBioCalculator Berechnung molarer Verhaltnisse fur

die Ligation
ChemBioDraw Ultra Zeichnen chemischer Strukturformeln PerkinElmer
13.0

Tabelle21: In dieser Arbeit verwendetSoftwareToolsund Internetanwendungen
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung und Konservierung von Bakterienstdmmen
E. coliStamme wurden in LBlIUssigmdium oder auf LBAgar, je nach Bedarhit den zur
Selektion notwendigen Antibiotika, bei 37kt@iviert.

Zur Stammhaltung wurden GlyceKalturen hergestellt. 750 pl einer Ubernachtkultur wurden
mit 750 plisterilemQycerin50% in einer Kryor6hrgemischt und be80 °C tiefgefroren.

StreptomyceterStamme wurden auf M&garmit 2,5 mM MgCJ, je nach Bedarf mit den zur
Selektion notwendigen Antibiotiklais zur Sporulation bei 30 °C kultivieHl(4 Tage).

Zur Stammbhaltung wurden Sporensuspensionen herge®eatituwurde der jeweilige Stamm
aufMSAgarpatten, wie oben beschriebetultiviert. Nach Zugabe von 2 ml sterilem Wasser pro
Platte wurden die Sporen vorsichtig mit einer Impgisgelost. Die Suspensiamirde in eire 50

ml Ro&hre Uberfthrt und ca. 1 min stark mit dem Vortexer gemisalth Sporenketten
aufzutrennen AnschlieRed wurde siedurch sterié Watte in einer 20 ml Lu&pritze m eine
frische 50 ml Rohr#ltriert. Nach Zentrifugation mit déeraeus Multifuge X1R/X8R 15 min

bei 4000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand vereworfind das verbleibende Sporetipt in

500 plsterilemGlycerin 2 resuspendiert und aliquotiel®ie Lagerung erfolgte zum Gebrauch
bei-20 °C, zur Stammhaltung b&0d °C.

3.1.2 Messung des Wachsturaen Bakterien

3.1.2.1 Messung des Wachstums mittels optischer Dichte

Das Wachstum von dispers wachsenden Bakterienstammei,. wadund B. subtilis erfolgte
mittels Messung der optischen Dichte bei 600 nms¢§)CDazu wurden Baktensuspensionen
in Kunststoffdvetten mit einer &hichtdicke von 1 cm vermessen.

3.1.2.2 Messungron Wachstumskurven

Wachstumskwen fur StreptomyceterfStamme wurden duch Ermittlung der rbckeren
Zelmassevon Proben zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Dazu wurden mit Héfe ei
serologischen Pipette Proben v&al0 ml aus einer Flissigkultur entnomen und durch
gewogene Filtrigrapiereder Firma Machereiagemit einem Durchmesser von 70 nfiltriert.

Das Filtrat wurde verorfen und der Filter mit dezuriickghaltener Zellmasse einmal miili4

Q gewaschen. Nach vaédiadigem Ablaufen der Flissigkeit wurden die Proben in Petrischalen
bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren. Nach Beendigung der Probennahme
wurden alle Proben aufgetaut und beD6C bis zur Massenkonstanz getrocknet. Aus der
Differenz des Geghts der Filter vor und naatfer Probennahme wurde die Trockenmasse
ermittelt und graphisch gegen die Zegr Probennahmaufgetragen.

3.1.3 Bioassays

Zum Testen der Sensitivitat von Bakterienstdmmen gegen verschiedene Antibiotika oder zum
Test auf das Vorhardsein antibiotisch wirksamer Substanzn Kulturen wurdemioassays
durchgefuhrt. Dazu wurden entweder Filterplattchen mit den Testsubstanzen besttickt und auf
Agarplatten mit den entsprechenden Stdmmen aufgebracht oder Locher in die Agarplatten
gestanztund diese mit Kulturiiberstanden gefulltlach Inkubation konntermnhand der
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Hemmhofgrol3e Rickschlusse auf Antibiotikagehalt, Aktivitat der Substanz bzw. Sensitivitat des
Teststammes gezogen werden

3.1.3.1 Bioassays mit Filterplattchen

Um die Aktivitdt von bzwdie Sensitivitat verschiedener Stammegegn konzentrierte
Antibiotikabsungen zu testenwurden diese in der gewlnschten Menge auf Filterplattchen
aufgebracht und diese unter Lichtschutz bis zum Verdampfen des Losungsmittels aufbewahrt.
Ldsungsmittelkontiten wurden ebenso erzeugt.

In der Zwischenzeit wurden Agarplatten mit den zu testenden Stdammen vorbereitet. Dispers
wachsende Bakterien verteilen sich durch Mischen gleichmaigdium. Fur diese Stamme,
hier B. subtilist68 undB. subtilisn ¢ yclpBwurden je nach verwendeter Petrischale bzw 50

ml MillerHinton-Softagar bis zum vollstdandigen Losen des Agars erwarmt und auf 45 °C im
Wasserbad abgekiihltEine Ubernachtkultur desetisammes wurdemit Miiller-Hinton
Flissigmediurauf eine Okyovon 0,1 eingestdit und 200 bzw. 500 ieser Suspensianit 20

bzw. 50 ml des abgekuhltesoftagas vermischt und sofort in die Petrischale gegossen. Nach
dem Ausharten des Agars wurden die Antibietitliigen Filterplattchen auf dem Agar platziert,

die Platteeine Stunde zur Diffusion des Antibiotikums im Kuhlschrank gelagert und anschliel3end
bei 37 °C uber Nacht inkubiert.

Bei nicht dispers wachsenden Bakteriete Streptomyceten, wurdedE oder Miller-Hinton

Agarplatten verwendetdie mit Sporensuspensione(5-20 pl in 700 pl MiliQ) Uberschichtet
wurden. Nach dem Trocknen wurden die Antibictikétigen Filterplattchen platziertna die

Platten bei 30 °C flr zwei bis dfaige inkubiert.

3.1.3.2 Bioassays mit Kulturiberstanden

Bakterienkulturiiberstarel konnen auféhnliche Weise aufhren Gehalt an antibiotisch
wirksamen Substanzen getestet werdefierzu wurden MiulleHintonSoftagardatten mit
Teststammen wie oben beschrieben hergestellt. Mit einem Metallstempel wurden Lécher in der
gewinschten GrofR3e in den Agmstanzt und die zu testende Menge an Kulturiberstand in die
Locher pipettiert. Die Platten wurden bei 37 °C Gber Nacht inkubiert

3.1.3.3 ADERBioassay mit flawaiiensis

Um sowohl die ADHEProduktion vonS. hawaiiensigu visualisieren, als auch verschiedene
Stémme auf ihre ADEBensitivitat zu testen, wurderl® pl einer Sporensuspension des ADEP
Produzentenstamsauf NEoder MHAgar balknférmig ausgestrichen und fir diigage bei 30

°C inkubiert. Dann wurden2 ul einer Sporensuspension der gewiinschten Teststamme im
rechten Winkel z&. hawaiiensigbenfalls balkenformig ausgfechen und ihr Wachstum Gber
drei Tage verfolgt und dokumentigi@ominet et al., 2011)

3.2 Molekulabiologische Methoden
3.2.1 Aufreinigung von DNA

3.2.1.1 Genomische DNA

Die Isolation von genomischer DNA aus Streptomy<gtémmen erfolgtaus 2 ml einer ca. 48

h alten Kultumit deminnuPrep Bacté&l DNA Kihach Angaben des Herstellers. Abweichend
wurden10 plLysozyn{50 mg/ml)eingesetzt und die Suspensiehittelndmindestensl h bei

37 °C inkubiert, bis das Mycel deutlich sichtbar lysiert Wahrend des ProteinaseMéerdaus
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wurde erganzend ein RNa¥erdau durchgefihrindem 1 pl RNasA (10 mg/ml) zugsetzt
wurde.

3.2.1.2 PlasmidDNA
Die Isolation von PlasmidensE. cokStammererfolgteaus 4 ml einer Ubernachtkultonit dem
GeneJET Plasmid Miniprepnigith Angaben des Herstellers.

3.2.1.3 PCRProdukte

PCRProdukte wurden mit deminnuPREP DOUBLEpure réith Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Zum Konzentrieren & wWSAY A ISy & dzZNRFrific&ibna andt NB (1 2 | 2
concentration of PCR produttgenutzt, wahrend PGRrodukte, die Uber ein Gel aufgetrgn

g dZNRSYy X vy I OK DNRR:MractiodBoinRdaddelipticesaufgereinigt wurden.

3.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von D&l RNA

Die Konzentration vogeltster DNAInd RNAvurde durch Messunder Absorption bei 260 nm
dem Absorptionsmaximum von Neiksauren, mit denNanoDrop 2000dbestimmt Das Geréat
wurde dazu zunachst mit 1 pl Losungsmittel kalibriert und anschlie@erdk 1 pl Probe
vermessen. Dabei entspricht eine Extinktion von 1 einerHi¥&entration von 50 pug/ml sowie
einer RNAonzentration von 40 pg/ml.

3.2.2 Aufreinigung von RNA

Die Aifreinigung von RNA aus Streptomyceftammen erfolgt je nach Wachstumsphase aus
2-10 ml Kultur mitdem innuSPEED Bacteria/Fungi RNA&ih Angaben des Herstellers mit
folgenden Abweichungen.

Beim Nehmen der Proben wurden diese mit dem doppelten VoldeeReagenzé&NArotect
in einer 150der50 ml Rohrevermischt, fiir 10 min bei RT inkubiert und anschlie®@&nd5 min
bei 4C und 4000 rpmdurch Zentrifugation in derderaeus Multifuge X1R/X@Rlletiert Der
Uberstand wurde verworfen und die Proldaia zur weiteren Verwendung b&80 °C gelagert.

Zur Isolation der RNA wurden die Probeg$am auf Eis aufgetaut undt 200 pl Lysisgfer LR
versetzt. Mit Hilfe einer Impfose wurde das Zellmaterial in ein-R{$ischen transferiert uh
derverbleibende Puffer wurde mit einer Pipette ebenfalls in das-R$ishen tberflhrt

Der Zellaufschluss elfpie mit demPrecellys EvolutidB x 23 $ei 6500 rpm, je 1&Pausedrei
Wiederholungeh AnschlieBend wurden weitere 250 pl LR zugegebendimdProben laut
Protokoll inkubiert und weiter bearbeitet. Nach dem Binden der RNA an die S&uleniteia
innuPREP DNase | Digesekitzusatzlicher DNadérdaulaut Herstellerangabeturchgefihrt.
Am Ende wurde die RNA in 2 x 20 pl Rifagem Wasser eluiert, ihre Konzentration mittels
NanoDropbestimmt und bei20 °C gelagert

3.2.3 Enzymatische vitro-Reaktionen von DNA

3.2.3.1 Schneideron DNA mit Restriktionsendotedsen

Restriktionsendond&asen sind izyme, die unter anderem in Bakterien der Phagenabwehr
dienen, in dem sieloppelstrangigfc=remdDNA zB. am Methylierungsmuster erkennen und
dann spezifich hydrolysierektnnen.

Restriktionsenzyme, die in dieser Arbeit genutzt wurden, gahdgile demTyp 2 von insgesamt
vier an, der sich dadurch auszeichnet, dass weder ATP benétigt wird, noch eine
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MethyltrarsferaseAktivitéat vorhanden ist und die Hydrolyse der DNA unmittelbar in oder an der
palindromischen Erkennungssequenz erfolgt.

Restriktionsverdauavurden mit Plasmiden oder P&Roduken, denen durch Primedie
entsprechenden Restriktionsschnittstellen angehangt wurgenklonierungszwecken oder zur
Uberprufung von fertige DNAKonstrukten in der Regel tiber Naanindestens jedocfiir 3 h,

bei 37°C durchgefiihrt (Tabelle 22). Bei Plasmiden fir Klonierungszwecke erfolgte der
WSAONR|{GA2YAOSNRIdz AY ' ysSaASYKSAG SAEnBeNI t K2 & LK
der DNAStrange die Rkigation der Plasmidenderrhindert und somit den Klonierungserfolg

erhoht

Bestandteil PCRProdukte zur Plasmid zur Plasmid
Klonierung Klonierung Uberpriifung

DNA 1 ug 1 pg <1ug

10x CutSmartufer 5ul 5ul 2 ul

Enzym 1 1p 1p 0,5

Enzym 2 1p 1p Bei Bedarf 0,5 pl

10x Antarctic Phosphatase Reaction - 5ul -

Buffer

Antarctic Phosphatase - 1l -

Milli-Q ad 50 pl ad 50 pl ad 20 pl

Tabelle22: Bestandteile verschiedenansatze fulMerdaue mit Restriktionsendorieksen

Nach Ende des Verdaus wurden die Ansatze mitideai?REP DOUBLEpuren&ih Angaben

des Herstellers aufgereinigt. Entstanden beim Verdau Nebenprodukte von <\80rthp das

t NB { 2 Puificdtion @nd concentraton of PCR products 3Sy dziT X GNKNBY
bS0SYLINRRdZl Sy @2y B on oLJ yIOK ! dzF G NBAYdzy3 N
extraction from agarose gel slices | dzF¥ 3 S NB AVgriladd]i vong RIaSdded wurden
INHzy RaNGT £ AOK N6 SNJ SAyDNB Sxractidzyfiom sgbrase gélBeS Y t NR ( 2
aufgereinigt.

3.2.3.2 Ligationvon DNAFragmenten
Die T4 DNAigase katalysiert die Knupfung von kovalenten Phosphodisinngen zwischen
dey’ -p K2 & LIK I (-BydroxgdaypRen oW benachbarten Nukleotiden.

Die® Eigenschafivurde genutzt um nach erfolgreichem Restriktionsverdau-Bidgmente in
Vektoren einzubringerkir diese Arbeit wurddie T4 DNA Ligase von NEB oder Mogrmo
Scientific genutziLigationsansatze wurden nach Herstellerangadegesetzt nd Gber Nacht
bei RT(maximal 25 °C) oder im RCiler bei 16 °QNEB)/22 °C (Thermo Scientifiddubiert
(Tabelle23).

Bestandteil Eingesetzte Menge

10x T4 Ligase Reactioufigr 2 pl

Plasmid nach Restriktionsverdau bis zu 150 ng

Insert nach Restriktionsverdau bis zu 300 ng

T4 DNA Ligase 1 ul(NEB)/0,2ul (Thermo Scientific)
Milli-Q ad 20 pl

Tabelle23: Zusammensetzurgjnes Ligationsansatzes
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3.2.4 PCRMethoden

Die PCR, kurz fur Polymerd&stenrektion (englpolymerasechain reactior) (Mullis et al.,
1986) dient der Vervielfaltigung von ausgewahlten EAb&chnitten Indem man sich einer
hitzestabilen DNARolymerase aus einem thermophilen Bakterium bedient, kdnnen durch ein
TemperatusZykleaProgramm bis zu Millionen Kopien des gewiinschten Gens hergestellt
werden

3.2.4.1 Amplifizierung von DNA mit Proof Reading Polymerasen

Proof Reading Polymemsg SA 4 Sy ySa®W X RNEBNWSNBASNGA p 20K
Exonukleasdktivitat auf, wodurch inkorrekt eingebaute Nukleotide wahrend der PCR wieder
herausgeschnitten und ausgetauscht werden konmses ist insbesondere bei Klonierungen
und Sequenzierungewichtig In dieser Arbeit wurden dighusiorHighFidelity DNA Polymerase
und dieQ5HighFidelity DNA Polymerafig Proof Readindnwendungen benutzt. P@Rsatze

und PCHProgramme wurden nach Herstellerangaben ers{@litbelle 24, Tabelle 25). Die
Anlagerungemperaturerder Primerwurden mit HilfelesNEB Tm Calculatasder durch énen
Temperaturgadienten bestimmt.

BestandteiPhusion/Q5 Volumen Endkonzentration
5x Phusion HF oder GC PuBierQ5 Reactionusfer 10 pl 1x
10 mM dNTPs ul 200 pM
10 uM Vorwartrimer 2,5ul 0,5 uM
10 uM RickwartBrimer 2,5ul 0,5 uM
Template DNA Je nactKonzentration Bis zu 100 ng
DMSObx Q5 High GC Enhancer 1,55 pl10 pl 3-10%/20%
Phusion DNA Polymerase/Q5 DNA Polymerase 0,5 ul 1U
Milli-Q ad 50 ul ad 50 ul

Tabelle24: Zusammensetzung eines PAatzes mit Proof Reading Polymerasen
Reaktionsschritt TemperatuPhusion/Q5 DauerPhusion/Q5 Zyklusanzahl
Initiale Denaturierung 98 °C 30 s-3 min 1
Denaturierung 98 °C 10 s
Anlagerung Nach Bedarf 30s 30-35
Verlangerung 72 °C 20-30 skb
Finale Verlangerung 72 °C 10 min/2 min 1

Tabelle25: CyclerProgramm fur PCRs mit Proof Reading Polymerasen

3.2.4.2 Analytische PCR
Fur rein anytische Zwecke wurde digreanTaq DNAPolymeraseerwendet, die zuverlassig

amplifiziert, allerdings nicht mit der Genauigkeit einer Proof Reading Polymerase, da sie keine

Exonukleasdktivitat besitztPCRAnsatze und PGRogramme wurdenach Herstellerangaben
erstellt (Tabelle26, Tabelle27). Die Anlagerungstnperaturen der Primewurden mit Hilfe des
NEB Tm Calculatoosler durch einen Temperat@radienten bestimmit.

Bestandteil Volumen Endkonzentration
10x DreamTaqu¥fer 5 pl 1x

10 mM dNTPs 1ul 200 uM

10 uM Vorwartrimer 1,25 pl 0,25 uM

10 uM RickwartBrimer 1,25 ul 0,25 uyM
Template DNA Je naclKonzentration Bis zu 100 ng
DMSO 1,55l 3-10%
DreamTaq DNRolymerase 0,25 pl 125U

Milli-Q ad 50 pl ad 50 pl

Tabelle26: Zusammensetzung eines PARatzes fur analytisclzavecke
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Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklusanzahl

Initiale Denaturierung 95 °C 1-3 min 1
Denaturierung 95 °C 30s

Anlagerung Nach Bedarf 30s 30-35
Verlangerung 72 °C 1 min/kb

Finale Verlangerung 72 °C 10 min 1

Tabelle27: CyclefProgramm fur PCRs fur analytische Zwecke

3.2.4.3 KoloniePCR

Um Transformar@n und Transonjuganten auf erfolgreiche Plasmidaufnahme bamtegration

Zu testen wurden analytische PCRs durchgefiihrt, bei denen als Template anstelle von
aufgereinigteDNA direkt die gewlinschte Kolonie genutzt wurde.

Dazu wude die jeweilige Kolonie in -BD pl MillkQ in einem 0,2 miReaktionsgefarl’
resuspendiertind bei 100 °C fur-85 min aufgekocht. Von dabgekihlten Suspension wurden

1-5 pl in einen Reaktionsansatz eingesetzt. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes
entsprach dem einer analytischen RER.4.9, allerdings mieinem Gesamtvolumen von 25 .

3.2.4.4 Gerexpressionsalysen mittels BCR

Um die Expression ausgewahlter Gene zu analysieren, bedient man sich dem Enzym Reverse
Transkriptaseum die grundsatzlich wesentlich instabilere RNA in stabileeknéingige cDNA
umzuschreiben. Diese ma dann als Template in eirguantitative Real ime-PCR(gPCR)
eingesetzt werden, walurch einen interkalierenden Fleszenzirbstoff in Echtzeit die
Entstehung von DNBoppelstrdngen verfolgt werden kann. Durch die Annahme, dass di
Entstehung von doppelstrédngiger DNA wahrend der PCR exponentiell ablauft, kann auf die
Kopienanzahl dezu analysierenden GensamgesetztervVolumen des Templatesd so auch

in der isolierten RNA riickgeschlossen werden.

Nachlsolationder RNA3.2.2 wurden 1000 ng in einen DNad&erdau eingesetzt, um eine
Kontamination mit genomischer DNA auszuschliel3en. Fur den Verdau wurde didr&dlase
DNase der Firma Promega nach Protokoll des Herstellers angewendet.

5 ul eines solchen Verdaus konnterekli zur cDNASynthese eingesetaterden. Hierfir wurde
dasAffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthes@eKitirma Agilent Technologiesch
Angaben des Herstellers verwendet. ZumssBhluss von Verunreinigungejeglicher
Bestandteilevurde stets auch eine noRKbntrolle (keine Reverse Transkriptase) durchgefihrt
dain dieser Kontrollprob&ignale wahrend der gPCR nicht vervielfaltigter cDNA herriihren
kénnen und auf FremBNA oder gDNKontaminationen hinweisen.

Die erfolgreiche Produktion voaDNAwurde zumVegleich mit der noRKontrollesowieder
isoliertenRNA vor und nach dem zusatzlichen DNaseau mittels analigcher PCRberprift
und nach einem positiven Ergebnis fur die gqPCR verwendet.

Die gPCR wurde mit deBrilliant Il UltraFast SYBR Green QPCR MasterviixAgilent
Technologies sowie dem zugehdrigen Protokoll durchgefuhrt. Flr die zu untersuchenden Gene
wurden Primer gelegt, die, wenn mit gDBI& Templatgetestet, ein spezifischd$0-250 bp
grolResProduktamplifizierten Beide im Ansatz bengtigten Primer wurden bereits vorher vereint
und gemischtum Fehler durch das Pipettieren von kleinen Volumingrzueiden.

46



Die Ansatze wurden speziellen 9&vell-Platten fur die gPCR mit Deckehmig 96 Well Plates,
Skirted, LP; Optical Cap, 8x Strgide vormgilent Technologies) zusammen pipettiertwisde
immer 1 ul des Primévlixes vorgelegt, gefolgt von 2dds jeweiligen Templates@INA, noRT
Kontrolle oder Wasséiir eine Kontrolle ohne Template (NT.&nschéRend wurden 17 pl eines
MasterMixes aus allen weiteren Komponenten hinzugefDgtch kurze Zentrifugation mit der
Heraeus Multifuge X1R/X@Rrde sichergestellt, dass sich das komplette Volumen des Ansatzes
blasenfrei am Boden der 9ell-Platte befand. Die Amplifikation wurde mit folgendem
Programm durchgefiihrt und im Anschluss durch eine Dissoziationskurve arhiKatibnen
Uberprift(Tabelle28).

Reaktiosschritt Dauer Temperatur Zyklusanzahl
gPCR 180sec 98°C 1

5sec 98°C 40

10sec 60°C
Dissoziation 30sec 95°C 1

30sec 45°C 1

30sec 95°C 1

Tabelle28: CycleProgramm fur die gPCR

Die Auswertung erfolgte Uber die\Werte durch Namalisierung auf das RefergenhrdBo @)
und das anschlieRendeuftragen der 2/ Werte, also der logarithmischen Expressions|ediel
die relative Menge des exprimierten Gens im Vergleich zum ReferemzdBndarstellenin
Balkendiagrammen.

3.2.5 Techniken zur Klonierung

3.2.5.1 Khssisch&lonierung

Zur Klonierung eines DN#agments in einelWektor wurde dieses zunéachst mittels PCR mit
einer Proof Reading Polymerase amplifizi@i2.4.7), bei der durch entsprechende Primer die
gewinschten Restriktionsschnittstellen angehangt wurden. Durch Restriktionsverdaue von
Insert und Vektof3.2.3.) wurden komplementare Enden generiert, so dass dasFPaiikt
schlieBBlich durch Ligation in den Vektor eingebracht werdemt&q3.2.3.9. 5-10 ul des
Ligationsansatzes wurden danur chemischen Transformation eines Klonierungsstammes mit
reduzierter Endonukleasaind Rekombinationsaktivitdt eingeset&. (coliXL1Blue, E. coli
JM10%derE. colb | p (8.2.5.3. Zur Uberprufung von Transformantwurden Flissigkulturen
angeogen, umdiese nach lIsolation dePlasmide anhand ihres Laufverhaltens auf einem
AgaroseGel(3.3.1) im Vergleich zum Ausgangsplasmid adiench Festriktionsverdau auf das
Vorhandensein egs Inserts der richtigen Grol3e zu Uberprifen. AbschlieRend wurde ein
vielversprechendes Plasmid durch die Firma LGC Genomics sequenziert und bei Fehlerfreiheit in
den gewinschten Expressionsstamm oder Konjugationsstamm transformiert.

3.2.5.2 Klonierung mittels G#lon Assembly

Die vonDaniel G. Gibsoentwickelte Methode ermdglicht die Klonierung veimem oder
mehreren Fragmenten iginen Vektor in einem Schritinter isothermalen Bedingungeks
wurde derNEBuilder HiFi DNA Assembly Mastemlithh Angaben des Herstellers mit geringen
Abweichungen verwendeMittels PCRnit einer Proof Reading Polymerg8e2.4.1) und den
entsprechenden fimern wuden die zur Klonierung gewtinschten BRtAgmente mifl5-20 bp
langen zu den im fertigen Konstruktangrenzenden DNBereichen komplementaren
Uberhéangen erzeugthre Konzentration wurde so eingestellt, dass ein mdglichst geringes
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Volumen eingeset werden musste, um ein molares Verhéltnis von 1:2 zwischen Vektor und
Inserts zu erreichenDie Konzentration des lingsierten Vektors wurde auf 3000 ng/ul
eingestellf so dass lediglich 1 ul eingesetzt werden musste. Vektor und Inserts wurden mit dem
doppelten Volumen des 2¥EBuilder HiFi DNA Assembly Mastenglimischt und fir 1 h bei

50 °C inkubiertDabeig SNRSY RdzZNOK Eiolucledsgin&chsteinzéfabgige W
Uberhangean allen Fragmenteerzeugt, die sich zusammenlagern, so dass eine Proof Reading
Polymerase die vorhandenen Licken auffillen kBime T4 DNA Ligase erzesghlie3lictdie
fehlenden BindungenNach der Inkubation wurdeed komplette Asatz zu chemischen
Transformation eines Klonierungsstamneésgesetzt(3.2.5.3 und wie bei der klassischen
Klonierung weiter gearbeit¢8.2.5.1).

3.2.5.3 Chemische Transformation von E. coli

Um chemekompetenteE. coliZellen zu transformieremwurde zunachst ein 50 pl Aliquot auf Eis
aufgetaut und anscidZend mitl-3 pl Plasmid oder-%0 pl Ligationsansatz vermischt. Nach
Inkubation auf Eis fir 30 min erfolgte kirizeschock bei 42 °C fur 9@sinach wurden die Zellen
umgehend auf Eis fur ®in abgekihlt und dann in 1 ml auf 37 °C vorgewarmtddddium
Uberfiihrt. Nach Regenerierung bei 37 °C im Schuttelinkubator fir 1 h wdieletellen bei
10.000rpm fur 1 min pelletiert und das Medium durch Ausgiel3en abgetrennt. Das Pellet wurde
im verbleibenden Meignrest resuspendiert und die erhaltene Suspension wwade LB
Agarpgatten mit den zur Selektion benétigten Antibiotika plattibiach Inkubation Gber Nacht

bei 37 °C wute eine Auswahl von Transformant(1:10 Stiick) entweder durch Kaie-PCR
(3.2.4.3 oder Plasndisolierung(3.2.1.2 und anschlielRenderRestrikionsverdau3.2.3.7) auf
Vorhandensein des Inserts Uberprift und anschlieend fiir einen Klon mittels Sequenzierung
bestétigt.

3.2.5.4 Herstellung chemkompetenter E. celiellemnach Standanprotokoll

50 ml TYMMediumwurden mit 500 pl einer Ubernachtkultur des gewiinscleookStammes
angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einepd®Bn 0,5 bis 0,Angezogen. Die Zellen
wurden durchZentrifugationmit der Heraeus Multifuge X1R/X3#i 4.000 rpm flr 10 min bei

4 °Gin 50 ml Réhrepelletiert und im weiteren Verlauf permanent auf Eis gekuhlt. Das Zellpellet
wurde in 5 ml kaltem TFBledium resuspendiert und ernewdurch Zentrifugatiorpelletiert.
AnschlieRend wurden die Zellen in 2,5 ml kaltem “Mdllum resupendiert und die erhaltene
Suspensiorzu 50ul in vorgekihlte 1,5 riReaktiongefalRe aliquotiertjn fllissigem Stickstoff
schoclgefroren und bei80 °C gelagert.

3.2.5.5 Herstellung chemkompetentelE. coliZellen nach der Calciumchlekigthode

100 ml LBVlediumwurden mit 1 mieiner Ubernachtkultur des gewiinschtEn coliStammes
angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einepd8n 0,4 bis 0,%ngezogen. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation in 50 ml Réhren pelletiert und im weiteren Verlauf permanent auf
Eis gekinhlt. Das Zellpellet wurdtml einer kalten 0,1 M Cabsung resuspendiert und 30
min auf Eis inkubierAnschlieend wurden die Zellemt der Heraeus Multifuge X1R/X®®Ri

4.000 rpm fur O min bei 4 °C pelletiert unid 1 ml kalter0,1 M @C}-Losung resspendiert. Es
wurden 300 pl 5% Glycerol hinzugefiigt und die Zellen zu 10@h plorgekihlte 1,5 ml
Reaktionsgefaliiquotiert, in flissigem Stickstoff schaekroren und bei80 °C gelagert.
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3.2.5.6 Konjugation von Streptomyceten

Eine der gangigsten Methoden des DNansfers in Streptomyceten ist der intergenerische
Transfer von Plasmiden durd&h coli Neben replizierenden Plasmiden kénnen auclntnic
replizierende Plasmide, die sequspezifisch oder Giber homologe Rekombinatiotids Genom
integrieren, durch Konjugation in §htomyceten eingebracht werden, wenn sie deenig
RezipienterspezifischeroriT engl.origin of transfe) des Plasmids Rbésitzen(Mazodier et
al., 1989) Als Konjugatisstamm empfiehlt sich ein methylierungsdefiziemaroli-Stammwie

E. colET 12567Flett et al., 1997)der zudem Mobilisierungsfaktoré@mtransauf dem Plasmid
pUB307Bennett et al., 19772ur Verfligung stellt. ImchtmethylierungsdefizienteR. oli S17

1 (Simon et al., 1983)egt ein RP4Derivatim Genom integriert vorKonjugationen wurden
durchgefiihrt wie zuvor beschriebélieser et al., 200@nd die Platten nach 120 Stunden
zunachst mit 0,5 mg Nalidixing& in 700 pl Mil-Q Uberschichtet unghach vollstandigem
Trocknenje nach Bedariit 1 mg Apramycirund/oder 1 mg Hygromycin iB 700 pl MilkQ
erneut UberschichtetNach demTrocknen wurden die Platten weitere-480 Stunderbis zu
beginnendenSporulation der Trakenjuganten bei 30 °C inkubiefmiese wurden dann
wiederholt auf MSAgarplattenoder in TSElussigmedium, jeit 50 pg/ml Apramycin und 25
pg/ml Nalidixinsaurepassagiert bis Kontaminationen mit derk. coliKonjugationsstamm
auszushlieBen waren. Die erhaltenen Tr&osjuganten wurden dann mittels Koloi€R
Uberprift und Sporensuspensionen zur Stammbhaltung hergestellit.

3.2.5.7 ProtoplasteATransformation von Streptomyceten

Protoplasten sind plasmatische Zellen, deren Zellwand durch Behgmdit Enzymen entfernt
wurde, so dass sie wesentlich leichter DNA aufnehmen kdnnen. Die Protoplasteformation

stellt eine weitere Methode dar, um DNA in Streptomyceten einzubringen. Ein Protoplasten
Aliquot von 50 pl wurde schnell in warmem Wasadgetaut und mit 1 mlHPuffersowie 5 pl

des gewlinschten Plasmids inHAilfer versetzt. AnschlieBend wurden 4 mRiUffer hinzugefiigt

und viermal durch Pipettieren gemischt. Der Ansatz wurde auf zweidgaxHatten aufgeteilt

und durch Schwenken veilt. Die Platten wurden bei 30 °C fur-2@ h inkubiert und
anschlieRend, beginnend mit Uberschichten mit Antibiotika, wie gatpusplatten(3.2.5.9
weiterbehandelt.

3.2.5.8 Herstellung von Ptoplasten aus Streptomycetdmycel

Die optimale Wachstumsphase beim Start der Protoplastierung ist abhangig von der
verwendetenStreptomycesSpezies undaan stark variieren. Daher wurden5 mIiISMedium

mit verschiedenen Mengen an Sporen beimp&Q5ul) und fir zwei Tage bei 30 °C und 180 rpm
inkubiert, um unterschiedlich ditdhKulturen zu erhalten. Das Myevurde durch Zentrifugation

in der HeraeusMultifuge X1R/X3 einer 50 mIR6hre bei 4 °C und 4000 rpm fir 1@m
abgetrennt und in 15 ml 1098 Sucrosé€dsung resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation und
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 4 -uffer mit 0,5 mghl Lysozym (vor
Gebrauch stefiltriert) aufgenommen. Es erfolgte ein Inkubationsschritt bei 30 °C mit
gelegentlichem Invertieren. Die Protoplastesrmation wurde beginnend nach 15 min immer
wieder unter demAxio Scope.Alberprift, bis sie weitestgehend vollstandig edghlossen war.

Die Suspension wurde mit einer 5 ml Pipette einmal vorsichtiginagifabpipettiert und fir 15
min bei RT inkubierDann wurden 5 neiskalter FPuffer hinzugefligt, wieder einmal vorsichtig
auf- und abpipettiertund der Ansatz fir 15 miruBEis abgekihlDie Suspension wurde wie bei
der Sporenherstellun@.1.1) durch sterile Watte filtriert. Die gewonnenen fjalasten wurden
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fur 7 min bei 2.140 rpreedimentiert, der Uberstand verworfen und das lockere Pelletin 1 ml P
Puffer durch leichtes Schwenken aufgenommen. In Aliquots von 50 ul wurden die Protoplasten
langsam erst bei20 °C und dann beB0O °C eingefroren. Spateres Auftausmilte hingegen
schnell in warmem Wasser erfolgen.

3.2.5.9 Konstruktion voknockoutMutanten in Streptomyceten

KnockoutKonstrukte furGene von Streptomycetenwurden alle mittels Gibson Assembly
kloniert. Die Gene wurden grundsétzlich das émster erhaltend detiert und Start und Stop
Codon wurderebenfalls erhalten, um Downstreagifekte zu vermeiden. Mittels P(3R.4.)
wurden zwei das Gen einrahmende BNa&nken von 1,5 kb GroRe amplifiziert unddie
KnockoutPlasmide pAl18, pGusA2l oder pGMSXbakloniert (Vektorkarten in Kapitél2.6
6.2.7.1und6.2.9.

Bei der Konjugation i8treptomycesvird durch Selektion auf Apramycin eine Integraties
Plasmidsns Genom durch homologe Rekadndiion erzwungen, da das Knock#ignstrukt

nicht replizierbar istTran&onjuganten wurden wie bereits fir die Konjugation beschrieben
(3.2.5.9 auf MSAgar mit 50 pg/ml Apramycin und 25 pg/ml Nalidixinsaure UberstodBel
beginnender Sporulation wurden diese in -M&Rlium, ebenso mit Antibika versetzt,
Uberfihrt und fir zweTage bei 30 °C dnl90 rpm inkubiert. Das Mgicwurde homogenisiert

und auf MSAgar ohne Antibiotika ausplattiert. Um Druck fir dleppelthomologe
Rekombination, also den Verlust des Rlds, anzulegen, wurde nun fir zweige bei 39 °C bis

zur beginnenden Sporulation inkubiert. Die Sporen einer halben Platte wurden unter Zugabe von
500 pl MilkQ mit einer Impfose abgekratzhd inein 1,5 miReaktionsgefall Gbfgihrt. Nun

wurde eine 1:10@00-Verdinnung hergestellt und 100 pl auf eineAdarpatte ausplattiert.

Diese wurde zwdiage bei 30 °C inkubiert bis die Kolonien deutlich und vereinzelt sistatiesr.

Die Platte wurde mit ml xGlucLdsund1mg/ml) tberschichtet, fur 3 h im Kihlschrank gelagert
und dann tber Nacht bei 30 °C inkubiert. Weil3e Kolonien wurden mit Hilfe eines Skalpells
halbiert und je eine Halfte aefne MS-Agarplatte ohne Antibiotikand die andere audineMS
Agarplattemit 50 pg/ml Apramycin Ubertragen. Dieser Schritt erwies sich als hilfreich, um auf
falsch positive Kolonien zu testen. Klone, die Aprarsgrisitiv waren, wurden mittels Kolonie
PCR3.2.4.3 auf den Verlust des Gens getestet und durch Sequenzierung deRrdiiRts
bestétigt.

3.3 Elektrophoretische Methoden

3.3.1 AgaroseGelelektrophorese

Die Agarosé&selelektrophorese dient der Auftrennung von BRtAgmenten in einer Gelmatrix
anhand ihrer Grof3e und Ladudgrch das Anlegen einer Spannung. Dazu wurden aus Agarose
und TAEPuffer durch Alochen in der Mikrowelle eine%d Losng hergestellt, @ in eing
Gelkammer beinbkihlen zu einem feste@el aushértetAls Laufpuffer diente ebenfalls FAE
Puffer. DNAProben wurden mit denGel Loadin@ye(6x)(NEB) oder derix DNA Loading Dye
(Thermo Scientifigm \erhéltnis 1:3 bis 1:¥ermischt und in die Taschen dégls geladen,
gesaumt vonin WD S y HMAlradE MialsGroRenstandard-iir £3 h wurde eine Speiung
von 100130 V angelegt um die DN&ufzutrennen Das Gel wurde fur 1D min in ein
EthidiumbromidBad 0,01% [m/V]) gelegt und der interkalierende Farbstoff anschliel3end
mittels UWLicht im GelDoc XR+ Systesngeregt undmit der Softwarelmage Lab 3.0.1
dokumentiert.
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3.3.2 SDS&Polyacrylamidselelektrophorese

Proteine bzw. proteinhaltige Zellextrakte wurden mittels-BRSHEengl.sodiumdodecykulfate
polyacrylamidegel electrophoresisanhand ihrer GroRe aufgetrennt. Dazu wurden die Proben
mit demBolt LDS Sample Buffer (4gjmischt und bei 70 °C fur 10 min erhitzt. Anschliel3end
wurden sie in die Taschen eirgebrauchsfertigeBolt12%oder 12-14%BisTris Plus Gelsn
Invitrogen geladen undnit Bolt MOPS SDS RunniBgffer bei 150 V gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Als GroRenstandasdwurden der Pierce Unstained Protein MW Markelie
PageRuler PlURrestained Protein Laddeter NEB ColoPrestained Protein Standaoder der
SeeBlu®us2 PreStained Protein Standageénutzt. AnschlieRend wide das Gel fur bis zu 3 hin
10mlInstantBlue Protein Stailer Firma Expedeon gefarbttasser gewaschen und mit dem
GelDoc XR+ Systend der Softwarémage Lab 3.0.dokumentiert. Wurde das Gel f8emidry
Western Blot$3.42) bendtigt, wurde es ungefarbt weiter verwendet.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Gewinnung von ProteiBellextrakten aus Streptomyceten
Um mittels Western BletInformationen Uber die Expression verschiedener Proteine in
StreptomyceterStammen zerhalten, wurderZellextrakte dieser Stamme hergestellt.

Die Stamme wurden in TSB=dium, bei Bedarf unter antibiotischer Selektifiim,40-48 h bei

30 °C und 196pm inkubiet. Das Myel wurde durch Zentrifugation abgetrennt, der Uberstand
verworfen und daZellpellet ird00 U Lysispffer resispendiert. DiggrobeSuspension wurdia

ein 2 miLyssréhrchen mit ca. 1g Glaskigelchefil:1-Gemisch mit 0,1 mm und 0,5 mm
Durchmesserjiberfuhrtund die Zellen im Pretlys (3 x 23 s bei.600 rpm, je 10 s Pause, drei
Wiederholungenaufgeschlossen. Durch Zentrifugation fir 10 min b&€iQrpm und 4 °@it
derEppendorf Centrifuge 5418RrdenZellbestandteileind Glaskigelcheabgetrennt und der
Uberstand wurd in ein 1,5 mReaktionsgfa? tberfiihrt. Restliche unldsliche Bestandteile
wurden durch erneute Zentrifugation bei .80 rpm und 4 °C fur 30 min abgetrennt
AnschlieRend wurdaer ProteinZellextrakt ireinfrisches 1,5ml-Reaktionsgfalie tberfuhrt und
nachKonzentratiosbestimmung mitteldNanoDropauf5 oder10 mg/ml eingestellt, mieinem
Viertel des Volumens dolt LDS Sample Buffer (d&jsetzt, bei 70 °C fiur 10 min aufgekocht
und verwendet.

3.4.2 SemidryWestern Blot
Die Methode des Semidry Western Blots nach Towbowbin et al., 1979macht die
Identifizierung von Proteinen anhand ihrer spezifischendktem mit Antikdrpern moglich.

Proteine oder Proteingemische wien zunachst mittels SBRGE aufgetrenntund

anschlieend auf ein®lembran Ubertragen. Dazu wurde dPBerfectBlueSemiDry Blotter

genutzt, eine horizontale Apparatur mit Blg§ y St S1 G NP RSy 1 6 A aalskeBey RAS S
in Transferpffer getrankten Whatman-Filterpapieren, der fur 10 minn Transferpffer

equilibrierten NitrocelluloseMembran (Amersham HyborBCL Nitrocellulose Blotting

Membrane 0,45 pnoder Amersham Protan Premium 0,45 pum NC Nitrocellulose Blotting
Membrane GE Healthcargdlem fur 15 min in Transfasffer equilibrieren SDSPAGESel(3.3.2

und weiteren zwei in Transfarffer getrankten Whtman-Filterpapieren gelegt wurdéurch

Anlegn einer Stromstarke von 0,8 npko cn¥ Gelflachefir 1-1,5 h wandeten die durch
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gebundenes SDS negativ geladenmidihe aus dem Gel Richtung Anaded wuden so auf
die Membran Ubertragen.

AnschlieRend wurde die Membran fir mindestens 2 h oder tUber Nacht in BiBckiag
inkubiert, um unspezifische Bindestellen abzusattigen. Danach wurde der-Rnitiké@rper
(polyklonale Haseanti-Streptomyce<IpP1Antikorper, polyklonale Hasemti-Streptomyces
ClpP2Antikorper oder polyklonale Mausnti 6xHistidipAntikérper) in Blodkg-Puffer im
Verhdltnis 1:1000 verdinnt, auf die Membran gelgen und diese dann fir i schwekend
inkubiert.Im Anschluss wurde die Membrdrei Mal fur 10 min mit PBSHuffer gewaschen. Der
Sekund&Antikorper wurde im Verhaltnis 10 Sekundarer Ziegeanti-Hase IgGHRP
konjugier) bzw. 1:2000 (Sekundarer Hasanti-Maus pAp, HRFkonjugier) in BlockingPuffer
verdiinnt, auf die Membran gegeben und diese erneut fiir ibkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fiir 10 min mit PBBTiffer wurdedie Menbran durch Ablaufenlassen vétBSTPuffer
befreit. 1-1,5 ml desAmersham ECL Prime vezn blotting detection reagenturden auf die
Membran pipettiert und diese fir 5 min inkubidri.dieser Zeit oxidiert die an den sekundaren
Antikdrper gekoppelte Meerrettichproxidase (HRP,engl. horsgadish peroxidasg das im
Reagenz enthaltene Luminol, wodurch diesestd@hemolumineszenz nachweistvind. Nach
Ablaufenlassen des Reagenzes wurdémemoluminszenzsignale mit ddviolecular Imager
ChemiDoXRS Systeamgeregt und detektiert.

3.4.3 Proteinexpression

Zur Expression eines Proteins wurde zunéachst das fir dieses Protein codierendesi@en in
Expressionplasmid kloniert3.2.5.9. Das fertige Konstrukt wurde in eineR. col
Expressionsstam(E. colNiCo21}ransformiert undmit den erhaltenen Transformaam wurde

eine Ubernachtkultur angeimpft, welche am nachsten Tag als Saatkultur fir die eigentliche
Expressionskultur (1 L-M&dium mit den zur Selektion notwendigen Antibiotika in einem 5 L
Erlenmeyerkolben, angeimpft im Verhaltnis 1:100) diente. Diarkulirdebei 37 °Mis zu einer
ODyo von 0,50,8 angezogen und n200 mM IPTG induzteDie Expression erfolgte bei 18 °C
Uber Nacht fur 180 h. Die Zellen wurden bei7@0 rpm und 4 °@it der Heraeus Multifuge
X1R/X3Relletiert und bei20 °C fiir rmdestens 1 h oder Gber Nacht eingefrorem die spétere
Lyse zu erleichtern.

3.4.4 Aufreinigung von Proteinen mittels Immobilized Metal lon Affinity
Chromatography
Zur Aufreinigung der exprimierten Proteine wurden die eingefrorenen Zellen zunéchst auf Eis
aufgetautund in der nétigen Menge Lysigfer resuspendiert. Die Suspension wurde in 15 ml
Aufschlussrohren mit ca. 5 g Gtéigelcherfl:1-Gemisch mit 0,1 mm und®mm Durchmesser)
Uberfihrt unddie Zellen midem Precellys Evoluticaufgeschlosser8(x 20 s bei.800 rpm, je
10 sPause, vier Wiederholungemas Gemisch wurde in 50-Réhren transferiert und 20 min
bei 4700 rpm und 4 °@it derHeraeus Multifug&X1R/X3Rentrifugiert, um Glaskiigelchen und
grobe Zellbestandteile abzutrennen. Der Uberstand wurde in eine neueB6hmd tberfihrt
und 1 h bei 1@00 rpm und 4 °@it der Heraeus Multifuge X1R/X&Bntrifugiert. Das Lysat
wurde dann durch einen Filter mit 0,45 pum Porengroi3e filtiad mit 200 pleiner Nicket
NitrilotriessigsaurdMatrix (NENTA) versetzt und Uber Nacht bei 4 °C leicht schwenkend
inkubiert, um eine Komplexbildung zwischen Nitdedn undden His-Tags der Proteine zu
ermdglichenDas LysaMatrix-Gemisch wrde dann in eine Polypropylénde geflillt, so dass
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sich ein gleichméRige®tB aus Proteirgeladener NNTAMatrix bilden konntewahrend der
Durchfluss aufgefangen wurde. Naohei Waschschritten mit je 10 ml Waschpuffer 1 und 2
wurde mit 1116 x 256500 ul Elutionspuffer das exprimierte Protein von der Saule gewaschen.
Von allen Fraktionen wurden Proben vorbereitet und tUber einePABE aufgetrenr{8.3.2),

um den Reinigungserfolg zu UberprufBie Elutionsfraktionen mit dem Wunschprotein wurden
vereint und mittelsAmicon Ultrad Zentrifugenfiltern mit einem Cutoff von 30 kDa (Meliiok)
Lagepufferumgepuffertundihr Volumen eingeengt bis auf ca. 200 jig. Proteinkonzentration
wurde unter VerwendundesNanoDropsnit der Methode nach Bradford bestimiigradford,
1976) AnschlieBRend wurde das aufgereinigte Protailiquotiert, mit Fllssigstickstoff
schockgefroren und be80 °C gelagert.

3.4.5 Substratpezfitats-Assay fur Adenylierungsghanen

Wie bereits in Kapitdl.3beschrieben, besteheddRP&us verschiedeneModulen, wobei jedes

Modul fur den Einbau einer bestimmten Aminosaure verantwortlich ist und die Reihenfolge der
Aminosauren im Produkt abhangig von der Reihenfolge der Module ist. Jedes Modul besteht aus
wenigstens drei Doméanen: emA&Domanezur Substraterkennung, die die Aminosaure unter
ATRVerbrauch zu Aminoaepldenylat aktiviert und diese kovalens alhioester an den €o

Cl 1 (-BhNgphopnthetdin der PCIomanebindet ind schlieBlich eine-Doméne die die
gebundenen AminogtSubstrate an zwei benachbarten H¥#n&nen mit einer Peptidbindung
verkndpft.

Liegt eine ADomane isolierin vitro vor, kann dieSubstratpezifitét in einem Assayeteset
werden. Dabekommt eszunachstzur Aktivierung einer spezifischéminosaure, bi derdie A-
Domaneunter Abspaltung von DiphosphaMP aus ATP an die Aminosaure bindet. In der Zelle
kann diese aktivierte Aminoséaure nun an die-B@Rane gebundewerden. Im Assay greift
stattdessen Hydroxylamin nukleophil an und unter Abspaltung WR Bildet sich eine
Hydroxamsaure, die durch Zugabe vor*-Femen ein@ farbigen Komplex bildetdessen
Absorption bei 540 nm mit einem UVisSpektrophotometer gemessewerden kann
(Abbildungl4).
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Aminosaure Aminoacyl-Adenylat Hydroxamséure Eisen-Komplex
Abbildung 14: Beispielhafter Reaktionsverlauf der Umsetzung einer Aminosdure dingh isolierte ADomé&ne im
SubstratpezifitditsAssay.

Eswurden 50 plAnséatzemit einer Auswahl an Aminosauren als Subsfeder Ansatz als
Duplikat,pipettiert und fiir 1525 h bei 30 °C im Brutschrank inkubieds Kontrollewurden
Ansdze mitfir 10 min kei 100 °C inaktivierterRrotein sowie ohne Substrat verwenet. Die
eingesetzterkonzentrationen sind ifabelle29 gelistet.

Zum Beenden der Reaktion wurden je Ansatz 50 ptSisyng hinzugefigt und dann kurz mit
dem Vortexer gemischt. Die Ansétze wurden bei 14.000 rpm fir 5 min zentrifugiert
prazipitiertes Protein abzutrennen und in eine\Well-Platte Uberfuhrt. Die Absorption bei 540
nm wurde dann sofort mit derimfinite M200PraViikrotiterplattenlesegeréat geassen. Bei der
Auswertung wurde die relative Absorption bezogen auf die Kontrollreakitomaktiviertem
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Protein berechnet, und dann der hdchste gemessafert als 1006 angenommen. Die
erhaltenen Werte wurden in einem Balkendiagramm dargestellt.

Bestandteil Pipettiertes Volumen/Endkonzentration
50 mM TrisHCI Puffer, pH 8 variierend/25 mM

300 mM MgClin 25 mM TriHCI Puffer, pH 8 2,5ul/15 mM

30 mM ATP ind® 3,75 pli2,25 mM

2 M HydroxylamiHClin 3,5 M NaOH, pH 8 3,75ul/150 mM

150 mMAminosaure in 25 mM T#4Cl Puffer, pH 8 1,67ul/5 mM

Milli-Q variierend

Aufgereinigte ADomane in Lageugfer variierend40 uM

Tabelle29: Volumina aller Bestandteile im StrasspezifitatsAssay und didch darausrgebenden Endkonzentrationen

3.5 Chromatographische Methoden

3.5.1 Adsorgionschromatographie zur Fraktionierung von Kulturiberstanden

Zur Aufreinigung von ADEP1 aus dem Kulturiberstand 8indrawaiiensiKultur wurde
zunachst eine grobe Fraktionimg mittels Adsorgionschromatographie durchgefiihrt. Als
stationdre Phase diente das polymere Adsorberlfanberlite XAR, vorbereitet wie vom
Hersteller beschrieben, in einer Chromatographiesaule mit Auslasshahn mit den Maf3en 500 x 6
cm und einer Fritte der Porend$é Nr. 3. Nach dem Packen der Sdule und Alesetzen des
Harzes wurde mit drebdulenvolumindEWasser gewaschen und die Saule bis zur weiteren
Verwendung mit Aluminiumfolie abgedeckt.

Die Chromatographie wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von cadarthyefihrt und pro
Fraktion 500 ml Losungsmittel verwendet. Zunachst wurde der filtrierte Kulturiiberstand auf die
Saule geladen und anschlieBend durch Elution mit einem Weds$eanolGradienten (100%

H0, 20% MeOH, 50% Me(H(®% MeOHhifraktioniert.DieFraktionen wurdeaufgefangen, die
ADEP1 enthaltende Fraktion mit einem Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingedpigt

zur weiteren Verwendunigei 28 °C gelagert.

3.5.2 Semipraparative Aufreinigung von ADEP1

Um reines REP1 aus dendurch Adsagptionschromatographie erhaltenen Rohextrakt zu
gewinnen, wurde dieser im kleinstmoglichen Volumen Methanol mit-BRAaliat geldst (ca. 3
ml), Schwebstoffe bei 100 rpm fir 10 min in 1,5 AleaktionsgefalRemit der Eppendorf
Centrifuge 5418Rbzentrifugert und der g#ste Rohextrakt in neue 1,5 #Rkeaktionsgefalie
Uberflhrt.

Zur semipraparaten Aufreinigung mittel$Hochleistingsfliissigkeitschromatograph{&lPLC)
wurde in Dusseldodine HPLC ddrl00 Serieder Firma Agilent meiner Nucleodur C18 HTec
UmlkehrphaserOctadecylsilatbdule(5 um,250 x 10 mmjMachereyNagel)verwendetsowie

ein Wasser(A)/Methanol (BXGradient, wbei beide Ldsungsmittel mit @d Ameisenséure
versetzt wurder(0-5 min 675% B, 535 min 75100% B, 387 min 100% B, 340 min100-0%

B, 4642 min @6 B). Die Flussrate betrug 3,5 ml/min, das Injektionsvolumen 300 pl und die
Detektion erfolgte mit einem DiodéhrrayDetektor (DAD) bei 266 und 298 nm.

In TUbingerwurde eine Reprosiur Basic C18auleg(10 pum, 250 x 20 mm) (Dr. MelisGmbH)
verwendetsowie der folgende Gradient:aD min, 701002 Methanol. Die Flussrate betrug 24
ml/min, das Injektionsvolumen3.nml und die Detektion erfolgte mit eineRB314 2Kanal UV
VisDetektor (VWR) sowie einem Abimed BD4@Aal Flachbrettschiteer bei 266 und 298 nm.
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Der gewiinschte Peak aus mehreren Laufen wurde in einerR6mé gesammelt undiul zur
Uberprufung mittels U@S entnommen. Der Rest wurde mittels Rotationsverdampfer bis zur
Trockene eingeengt und im kleinstméglichen Volumethd®l mit HPLQualitat glést. In
lyophilisierte und gewogene 2 {ReaktionsgefalReurden Aliquots von 500 pl pipettiert und

diese entweder lydmlisiert oder imUni Vapo 100WakuumKonzentrator bis zur Trockene im
Vakuum bei 40 °C eingeengt. Durch erneutes Wiegen konnte aus der Differenz der Gewichte der
ReaktionsgefalRe die Masse des aufgereinigten ADEP1 bestimmt werden. Die Reaktionsgefalie
wurden mit Parafilm verschlossen sewmit Aluminiumfolie umwickelt, in 50 ml
Reaktionsgefalien niilica Gel Orangerpackt und bei80 °C gelagert.

3.5.3 LOMSAnalyse von ADEP1

Identitdt und Reinheit von ADEP1 wurdeiittefs analytischer HPLC undMS&Analysen
bestatigt. HPL@nalysen wurden iDusseldorf mit einendionex P580 Systegekoppelt mit
einem PhotodioderArrayDetektor (UVD340S) routinemdaRig bei 235, 254, 280 und 340 nm
durchgefiihrt. Es wurde eirteurospherd0 C18 Trennséaule (125 x 4 mm) der Firma Knauer und
der folgerle Gradient aug/asser mit 0,.% Ameisensaur@)und Methanol (B) genutzt:-6 min

10% B, 535 min 10100% B, 385 min 1006 B. Massenspektren wurden mit eindEMS
HPP1100 Agilent Finnigan LCQ Deca XP Thermagfgestommen, wobei die lonisierung der
Proben Uber Elekisspraylonisation (ESI) erfolgte. Die Massen der gewiinschten Peaks wurden
in negativer und positiver lonisierung ausgewertet und dies daih ProgrammSymix
dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung vo8treptomyces hawaiien$RRL 15010

4.1.1 AllgemeineBeobachtungen

S. hawaiiensisNRRL 15010vurde bereits 198 als Produzent einer Reihe bioaktiver
Acyldepsipeptid/erbindungen beschriebgiMichel and Kastner, 1986ihd ist seit Auslaufen
des Patents frei Uber die ARS Culture Collection (NRRL) zugénglich. DeprSthrniart auf
verschiedenen Agamund Flissigmedien ein braunesmelanades Pigment undbildet auf MS
Agar eine dchte, weil3e Sporenschith(Abbildung 15). Er wurde bei seiner ersten
Veroffentlichung aufgrund des ahnlichen Phanotyp$ .zbawaiiensiaTCC 12236 der selben
Spezies zugeordnet, allerdings wurde dies nie phylogenetisch Gberprift.

Abbildung 15: A) Sporulationvon S. hawaiiensiswf MSAgar nach dreitagiger Inkubation bei 3Q B} Einzelkonien und
Pigmentpoduktion auf LBAgar; C) Pigmentpduktion auf MHAgar nach dreitégiger Inkubation bei 30 °C.

S.hawaiiensigst, wie bereits erwahntProduzentvon mindestens sechs verschiedenen ADEP
Derivaten Die Fahigkeit zur ADEPoduktion in verschiedenen Mien wurde getestetindem

je 10ml des jeweiligen Mediums mit 5 pl einer dichten Sporensuspensio.tiawaiiensis
beimpft und Kulturiiberstdnde nach 40 h in Bioassays gBgenibtilisl68 trpC2 Wildtyp und
eine ADE#esistentenclpRMutante getestet wurden3.1.3.2. Wie inAbbildungl6 ersichtlich
wird, produzierteS. hawaiiensisn allen mit dieser Methodegetesteten Mediendeutlich
detektierbare ADERonzentrationen.

e
N \2 N\
& o 4“‘“?

S AR

B. subtilis 168 trpC2

B. subtilis 168 trpC2 AclpP

Abbildungl6: Bioassay mi§. hawaiiensiKulturiiberstandemit verschiedenen Medien, getestet ged@rsubtilis168 trpC2und
eine ADEResistente pclpRMutante. Je 50 pl des Uberstandesirden in Locher in MiSoftagarpatten mit dem jeweiligen
Indikatorstamm pipettigrund Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.1.2 Wachstumskurven un@harakterisierung de&kDEFProduktion

Um die ADEProduktion in Relation zum Wactist zu charakterisieren, wurden zvéeLiter-
ErlenmeyeiKolben mit je 1 L YMIlli-Q-Medium im Abstand von 12tunden mit 5x10Sporen
beimpft. Uber einen Zeitraum von 7 Tagenrden Proben zuBestimmungder Trockenmase
gezogen, wie in Kapitdl1.2.2beschrieben. AuRerdem wurde zu jedem Zeitpunkt eine Probe
des Kulturtibrstandseingefroren und nach Beenden der Probennalferéd pigegenB. subtilis

im Bioassay getesté?.1.3.9. Die Hemmhofdurchmesser dien als Maf flr den ADERehalt.
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FUr Proben ohne sichtbaren Hemmhof wurde Barchmesser des gestanzten Logba 0,6
mm angegebeAbbildungl?7 und Abbildungl8).
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—a— Wachstumskurve —=a— ADEP-Produktion

Abbildungl7: Wachstumskurve vdd. hawaiiensie Y MMilli-Q-Medium, ermittelt durch die Bestimmung deockenen Zellmasse
in 10 ml Kultur zu verschiedenen Zeitpunktdédie ADEFProduktionan den entsprechenden Zeitpunktevurde mittels eines
Bioassayanhand der Wachstumsinhibierung vBrsubtilis168 durch ADE®im Kulturiiberstanarmittelt (Abbildungl18). Gezeigt

ist ein reprasentatives Experiment aus drei biologischen Replikaten.
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Abbildung18: Bioassay mib. hawaiiensiKulturiiberstande zu verschiedenen Zeitpunkteles Wachstums (Angabenhihgegen
A)B.subtilis168 trpC2 und B3. subtilisu ¢ y (i dWaRaIstADEIMsensitive KontrolleGezeigt ist ein reprasentatives Experiment
aus drei biologischen Replikaten.

Detektierbare Mengen ADEP wurden unter den gegeberBadingungen erstmals ider
exponentiellen Wachstumsphase produiz{28 h) Zwischen 50 und 8Q hlsoim Bereich der
stationaren Phas€Abbildungl17), war der ADER5elalt im Kulturiiberstand maximal, so dass
Kulturen fur die ADERufreinigung basierend auiesem Ergebnis nach 5% h Wachstum
abgeerntet wurden.

Wahrend der laufenden Arbeiten fidiese Dissertation wurden aufond eines Umzugs die
Laborrdume gewechselt. In den neuen Labdreubingenwurde daher getestet, ob die
veranderte Umgebung Einfluss aig dDERProduktion hat. Unin den neuen Laboreeinen
moglichst vergleichbaren Veulader ADEfProduktion zu erzielen, wurden verschiedene
Bedingungen getestet. Neben YWilli-Q-Medium im normalen Erlennger-Kolben wurden
aulRerdem YMapMediumim normalen sowie im SchikaiglenmeyeiKolben getestetAlle
weiteren Parameter wurden gléigehalten wie zuvor in Dusseldorf.

Der ADEWSehalt der Proben mit YAWapMedium war im Bioassay bezogen auf die
HemmbhofgroRe zum jeweiligen Zeitpunéienen aus Dusseldorf am &hnlichsteergleiche
Abbildung 18 und Abbildung 19), so dass diese Bedingungen fir die AB#®Euktion in
Tlbingen alst@8ndadbedingungen ausgewahlt wurden.
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YM-Tap im Schikanekolben
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Zeit [n]
Abbildungl9: Bioassay mB. hawaiiensiKulturiiberstande nach Anzucht in verschiedenen Medien zu verschiedenen Zeitpunkten,
getestetgegenB. subtilisl68 trpC2

4.1.3 DNATransfer irS.hawaiiensis

Im Verlauf dieser Doktorarbedtellte sich heraus, dag&hawaiiensism Vergleich zu anderen
Streptomycestammersehr schlecht zuganglich fur genetische ModifizierungfelEsvurden
unterschiedliche Methoden und Bedingungen getestetindieolgenden erlautert werden.

4.1.3.1 Konjugation

Zunachst wutte die Konjugation des integrativéastplasmidpRM4.3 irS. hawaiiensisiittels
E.coli ET12567 pUB307 unter Standaedingumgen getestet 3.2.5.9, die jedoch nicht
erfolgreichwar.

Mit dem Konjugationsstamni. coliS171 konnten schlie3lich einzelnEranskonjuganten
generiertwerden.Durch Verwenden von 20 pl einer dichten Sporensusipa(im Vergleich zu
2-5 ul bei der Konjugation vo8. lividansTK 24)konnte der Transformationserfolg bereits
wesentlich verbessert werdebm die Effizienweiter zu steigernwurden mehrere Parameter
variiert.Da M@*-lonen einen positiven Einflugaf den Konjugationserfolg haben konr{Bu et
al., 2012) wurden verschiedene Konzentrationen getesige MgCGHKonzentration im MS
Medium wurde zwischen 0 und 10 mM variieAwar unterschied sich diefigkenz der
Konjugaibn nicht deutlich, jedoch wadas Wachstum der Kolonien ohne Mg&thrk
verlangsamtund mit 10 mM MgC} etwas verlangsamt So wurden2,5 mM MgCl als
Standar#tonzentration fir die Konjugation vors. hawaiiensisnit E.coliS171 ausgewahlt
(Abbildung20).

0mM 2,5 mM 5mM 10 mM

v

Abbildung 20: Testlonjugation zwischerk. coliS171 pRM4.3 undS. hawaiiensisuf MSAgar mit verschiedenen MgCl
Konzentrationenwie in der Abbildung angegeben. Die Platten wundaech 2 h (oben)bzw. 8 h (unten)nach Uberschichten
beziglich des Konjugationserfolgs bewertet.
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Des Weiteren wurde die Zeit zwischen Hitzeschock und Ausplattaiimt. Es zeigte sictass

eine verlangerte Inkubation d&. hawaiiensiSporen bei RT nach dem Hitzeschock zu einer
erhdhten Effizienz fuhrSo wurde diese in spéateren Versuchen mindestens fir 3 h durchgefiihrt.
AuRerdem wurde das Protokoll zur Herstellung ch&ompetenterZellen des Konjugations
Stamme<£. coliS171 variiert. Die Zellewurden sowohl nach dem Standardfokoll 3.2.5.9

als auch mittels der CalciahloridMethode @3.2.5.5 kompetent gmacht.Hier zeigte sich, dass

die Anzahl der Transkonjuganten bei Konjugationh Zellen, die mittelsStandardpotokoll
kompetent wurdenhéherwar, obwohl die zur Konjugation eingesetzEencoliSuspensionen
beide auf die gleiche @fgeingestellt wurderfAbbildung21).

Auf diesen Ergebnissen aufbauend wumdé&ahmen verschiedener Experimentreitiersucht,
verschiedene Plasmide$ hawaiiensigu konjugieren. Die Plasmide pRMABbildung20und
Abbildung21), plJ6902 und plJ10254.4.2 wurden erfolgreich eingebracht, wobei alle ins
DSy 2Y Ay (S IaRSNS yLIwas ®ov  dzy &P bellp\O257). Wahremd diem
Ly G4S3NI A 2 yattNSieSeNienfPhaGotyp nichtweranderte, wirkte sich die Integration
N o S NJ R att-Stellé megativ auf Sporulation und Wachstum(Abbildung22). Daher sind

die gangigsten integrativen Streptomycetlasmide fl. hawaiiensisngeeignet.

Standardprotokoll Calciumchlorid-Methode

Abbildung 21: Testlonjugation zwischerS. hawaiiensisind zwei verschiedenerkE. coliS171 pRM4.3Klonen, die mittels
Standargrotokoll oder durchdie Calciumchloritlethode chemekompetent wurden.Gezeigt sind jeweils zwei biologische
Replikate.

Nebenintegrativen Plasmide wurde auch versuchnichtintegrative Plasmidbzw. Plasmide
fur GenKnockouts mit homologen FlankierS.hawaiiensiginzubringen. So wurden das nicht
integrativePlasmid pA18 mittels. coliS171 konjugiertwie auch verschiedenste Konstrukte zur
homologen Rekombination basierend auf pGusA21 und-@GBXba 4.4.2 Vektorkarten in
6.2.6und6.2.9. In keinem Fall wurden Transkonjuganten kena

S. hawaiiensis plJ6902

S. hawaiiensis plJ10257
L t' R

Abbildung22: Phéanoyp verschiedenes. hawaiiensidutanten nach der Konjugation und Integration verschiedener Plasmide. Bei
S.hawaiiensis plJ6902 verursacht didntegration des Plasmid®inen unregelmafligen Phanotyp mit Sporulaionnd
WachstumsdefizitS.hawaiiensiplJ10257 zeigt durch dietegration des Plasmid#eine Veranderung dézhanotys.

59



4.1.3.2 ProtoplasterTransformation

In der Hoffnung aut nichtintegrative Plasmide transformieren zu kdénnemirde versuct
parallel mitS. lividans TK24als Kontrolle, das integrative Plasmid pRM4.3 und das- nicht
integrative Plasmid pA18 ubeine ProtoplasterTransformation irS. hawaiiensisinzubringen
(3.2.5.%. Wahrend fuiS.lividansTK24Ur beidePlasmide Klone erhalten wurden (mit wesentlich
geringerer Effizienz als bei der Konjugation), war die Transformati@ fiawaiiensigaicht
erfolgreichDemnach konnten i8.hawaiiensisnit den getesteteMethodenim Rahmen dieser
Arbeitkeine Knockouts erzeugt werden.

4.2 Aufreinigung von ADEP1 aus dem Kulturiberstand
Um ADEP1 als Reinsubstanz fiir verschiedenste Experimente zur Verfiigung zu haben, sollte im
Rahmen dieser Arbeitrerobustes Aufreinigugsverfahren entwickelt werden.

A
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Abbildung 23: Aufreinigung von ADEP1 aus dem Kulturilberstand SonhawaiiensisA) Uberpriifung dernach der
Adsorpgionschromatographierhaltenen Fraktioneauf ihren ADEBehalt Bioassay zum Test vigR0 pl der einzelnen Fraktionen
(Wasser, 20% MeOH, 50% MeOH, 100% Mg&4#nB. subtilisl68. B) Analytische HPH€S geldsterADEFhaltigenRohextrakts
mit deutlichenSignalen fiir Fa@t B und ADERdei 298 nmUberpriifungdes aufgereinigteADEP1 auf Reinheit mittels einer LEMS
Analyse: C) Detektion mit einem DiodenaiDeegektorzeigte einen prazisen Peak bei 300 nm und BF &8s bestatigten das m/z
Verhaltnis von ADEP1 (718,84)positiven (links) wie negativen laaisngsmodus (rechts).

Dazu wurdes. hawaiiensim drei 5 L-Erlenmeyerkolben mje 1 L YMTapMediumund einem
Inokkulum von mindestens 5x18poren bei 30 °C und 180 rpm angezogen. Abgeleitet aus der
ADEFRProduktionskurve4(1.2 wurde die Inkubation zum Zeitpunkt des hdchsten ABé&tlts

nach 5575 h beendet. Die ADERbnzentration in der Kultur wurde nach 56 h mittels HPLC
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Analyseund durd Bezug auf einen ADEBtandardaus derArea under theQurve (AUC) also

der Flache des Pealesmittelt undbetrug zwischen 9 und 10 mg/L. Die Kulturen wurden durch
Filterpapere MN615 der Firma Macherdyagel filtriert um das Myel abzutrennen und der
Kulturiberstand wurde wie in Kapitl5.1 beschrieben mittels Adsorptiorts@matographie
fraktioniert. Alle Fraktionen wurde auf ihren ADEBehdt in einem Bioassay3.1.3.)
(Abbildung 23A) getestet und die ADEéhthatende Fraktion (Elution mit 180 Methandl

wurde mit dem Rotationsverdampfer bis zur Trockenegeamgt und bei20 °C gelagerZur
weiteren Aufreinigung wurde der Rohextrakt bei RT aufgetaut und anschlieRend wie in Kapitel
3.5.2beschrieben geldst. Mittels analytischer HPLC mit 100 ul dieser Lésung konnten bei 298 nm
(Absorptionsmaximum von ADEP1) zwei st&8igmnaledetektiert werden (Abbildung 23B),

welche bei einerLCM$Analyse ADHPund Faktor B zugeordnet werden konntddie
semipraparativé\ufreinigung wurde wie bereits beschrielsenchgefihrt 3.5.2 und per LCMS
Uberprift @.5.3 (Abbildung23C und D). Aus 3 L Kultur konnten rund 10 mgjnes ADEP1
aufgereinigt werdm, so dass rund ein Drittel des im Kulturliberstanithaltenen ADEP%dliert
werden konnte

4.3 Sensitivitat von Streptomyceten gegen verschiedene Al Rate

Das Protokoll zuAufreiniung von ADEP1 bot de®itwren die Moglichkeit auch die zweite
Hauptlomponentedes A54554xtrakts,Faktor B mit aufzureinigen. Setanden im Rahmen
dieser Arbeit die naturlichen ADHPBerivate ADEP1 unéaktor B,sowie die synthetischen
DerivateADEP2, ADEP4 unDEP7 fur Sensitivitatstestsr Verfiigung.

In verschiedenen Studien wurdér ADER eine besondertiohe Potenz gegewerschiedene
GrampositiveBakerien einschliel3licB. aureugezeigiBrotzOesterhelt et al., 200%;onlon et

al., 2013) Gegen die ebenfalls @m-positiven Mybkbakterienwar ADEPZlas aktigte ADEP
Derivat(Famulleet al., 2016; Ollinger et al., 201P)eshalb sollten alle zur Verfligung stehenden
ADEPDerivate gegerSS. lividansTK24 und auch den ADERistenten Produzentenstamm
S.hawaiiensigetestet werden

A B

S. hawaiiensis 48 h S. lividans TK24 18 h S. lividans TK24 48 h
ADEP2 ADEP1 ADEP2 ADEP1
7Y " N '

ADEP2 ADEP1
v N

h ' 4

ADEP4 ADEP7 ADEP4 ADEP7 ADEP4 ADEP7

Abbildung24: Bioassay zum Test der antibiotischen Potenz von je 20 ug ADEP1, ADEP2, ADEP4 und ABDE&Waiegsisind
S.lividansTK24.

In Bioassays mit 20 ug der verschiedenen ADEPS. lwawaiiensigegen alle ADEPerivate in
der getesteten Konzentration risgent (Abbildung 24A). GegenS. lividansTK24 war der
Naturstoff ADEP1 das potenteste Derivil{ildung24B). ADEP4 war das aktivste synthetische
Derivat, wohingegen die eingesetzte Menge von ADEP2 keinerlei AktivitaSgégelanI K24
aufwies. Fir ADEP7 war nach den ersten 24 h ein klegmemHof sichtbar, der aber wahrend
der weiteren Inkubation vollstdndig zuwucBemit scheint die Pipecolinsdureeinheit, welche
sowohl in ADEP2 als auch in ADEP4 vorkpnoidriert zu werden, wohingegen die
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Cyclohexylseitenkette in ADEP2 die antibakterfetitenz gegeBtreptomycestark reduziert.

Die Angleichung des Effekts von ADEP1 und ADEP4 nach 48 h kann mdglicherweise auf die
grolRere Hydrolyseempfindlichkeit von ADEP1 im Vergleich zu ADEP4 zuriickgefuhrtimverden.
bisherigen Publikationen war ADE®d4n synthetischen Derivaten nur in Grasgativen
Bakterien, wie in Wolbachien, Uberlegé&rchiefer et al., 2013AuRerdem aktivierte ADEP1
E.coliClpPin vitroam staksten zum FITCaseirAbbau (Nadine Silber, persénliche Mitteilung

Fiur Faktor B wurde, abhangig vom getesteten Organismus, eindisi@chtfach geringe
Aktivitat im MHK als fur ADEP1 publizi{&bodreid € al., 2014; Hinzen et al., 200®)iese
wesentlich geringere Potenz konnte auch im Bioassay gedeidang K24 detktiert werden.

Mit 20 pg FaktoB wurde lediglich eine minimale Inhibierung sichtbar, wahrend die
HemmbhofgroRe bei ADEP1 mit 20hegeits dirch die Diffusion limitiert warApbildung25).
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde fur alle weiteren -BijiERimente mit
StreptomyceterADEP1 verwendet.

S. lividans TK24 48 h
Faktor B ADEP1

A
/ @ 10 pg
V A ; i ‘

By -

Abbildung25: Bioassay zum Test der antibiotischen Potenz von je 10 und 20 pg Faktor B und ADER ligjidged K24.

4.4 Das ADEBiosynthesegncluster

Das bisher unbekannte Biosynthesewluster fur ADEP ADEFBG( sollte im
Produzentenstamn®.hawaiiensiSm Rahmen dieser Arbeit identifiziert und analysiert werden.
Abgeleitet von der ADERPrimarstruktur wurde ein Cluster mit drei verschiedenen
Enzymgruppen erwartet: einer NRPS zur Synthese des peptidischen Rickgrats, einer PKS zur
Synthese derC8Trien®itenkette sowie Enzyme zur Bereitstellung der nighnbteinogen
Aminosaurg2S4R-4-Methylprolin (MePro).

4.4.1 In siliceAnalyse der Genclust&equenz
Eine vorlaufig&senclusteiSequenz wurde von-Qiang Cheng (Texa®reitgestellt und nach
erneute Genomsequenzierung Uberprift und berichtigt.

Durch dieSequenzanalyse mitteder Software ToolsntiSMASKWeber et al., 2015)nd BLAST
(Basic Locallignment Search Tool) konnte ein potentieAegdepsipeptid(ade-BGOmit 12
offenen Leserahmen (ORFs von epgkn reading frameg annotiert werden (Tabelle 30,
Abbildung 26A) und durch die bekannte ADEPfimarstruktur auf das Vorhandensein der
notwendigen Biosyntheseeinheiten fir die Produktion dieses Sekundarmetabolits tGberpruft
werden.

Das Clusteweist zwei NRPGene(adeGundadeH mit vier bzwzwei Modul& zum Einbau von
Aminoséauren undidchstwahrscheinlicder Synthese deADEFPeptidiickgiats auf Auf diese
folgt adel welches fur ein Mibt+ahnliches Protein codiert.

62



ORF

orfl

orf2

orf3

adeA

adeB

adeC

adeD

adeE

adeF

adeG

adeH

adel

orfA

orfB

orfC

orfD

orfE

orfF

clpRoep

Genin
bp
(Start
Stop)
1167
(11671)
522
(1675
1154)
507
(2421
1915)
825
(3097
3921)
1116
(3918
5033)
261
(5320
5922)
1263
(5962
7224)
1122
(7221
8342)
786
(8339
9124)
14010
(9160
23169)
7143
(23166
30308)

237
(30339
30575)
687

(30694
31380)
270

(3151t
31780)
579

(32446
31868)
516

(32816
33331)
306

(33842
34147)
606

(34773
34168)
621

(35417
36037)

Protein
in AS

388

173

168

274

371

87

420

373

261

4669

2380

78

228

89

192

171

101

201

206

PutativeFunktion

Regulatoische
Komponene
Regulatorische
Komponente

XRE famity
Transkriptions
Regulator
Leucin
Hydroxylase

Alkohot
Dehydrogenase

AcytCarrier
Protein

Keto y i K I &
Ketoynthase
Ketoredukase
Nichtribosomale
Peptidsynthetase
Nichtribosomale
Peptidsynthetase
MbtH-ahnliches
Protein
Transposase
Hypothetisches
Protein
Transposase
Transposase
Transposase
Hypothetical
protein
ATPRabhéangige Clp
Protease

Proteolytische
Untereinheit

Beser BLAST Hit

Hypothetisches
Protein
Regulatorische
Komponente

XRE family
Transkriptions
Regulator
Leucine
Hydroxylase

Alkohot
Dehydrogenase

AcytCarrier
Protein

3-OxoacyACP
Synthase

3-OxoacyACP
Synthase

3-OxoacyACP
Redukase

Nichtribosomale
Peptidsynthetase

Zyklisches
Nukleotid
Bindeprotein

MbtH-ahnliches
Protein

Transposase
Keine Ahnlichkeit
gefunden

ISL3 family
Transposase

Transposase

Transposase

Keine Ahnlichkeit
gefunden

ATPRabhéangige Clp
Protease
Proteolytische
Untereinheit

Tabelle30: Abgeleitete Funktionen der putativen GRadeBGC.

GeneBank
Nummer

WP_0514
37315.1
AKJ14862.
1

WP_0637
77586.1

AKC91859
A

AKC91860
A

WP_0697
77941.1

WP_0300
08531.1

WP_0936
63356.1

WP_0691
71846.1

WP_1005
70125.1

BAM8697
7.1

WP_0737
6855.1

KUJ67759.

1

WP_0594
141923.1

WP_0934
59809.1

WP
09345980
9.1

WP
04608893
51

Annlichstes
Homolog in

Streptomyces
sp.CNR698
Streptomyces
incarnatus

Streptomyces
Sp. 769

Streptomyces
muensis

Streptomyces
muensis

Streptomyces
puniciscabiei

Streptomyces
lavandulae

Streptomyces
radiopugnans

Streptomyces
griseus

Streptomyces
sp.CB01373

Bradyrhize
bium
oligotropht
cumS58
Streptomyces
sp.CB02923

Streptomyces
albus subsp.
albus

Streptomyces
azureus

Streptomyces
melanospore
faciens
Streptomyces
melanospore
faciens

Streptomyces
antioxidans

MbtH-&hnliche Proteine sind haufig mit NRPS assoziiert, dhageronartigan

binden

und die Adenylierungsaktion

stimulieren,

SO

dass die

e-Value I_gentiti—itl
Ahnlich
keit (%)
2e-133 57/68
le61 60/76
1e-65 67/79
le-110 57/73
0.0 69/81
7e-30 68/84
0.0 74/86
3e-119 53/68
7e-119  69/81
0.0 51/62
0.0 54/68
5e-29 62/82
8e-61 87/93
8e-102 85/86
2e-68 94/95
9e-39 70/71
2e-84 74/83
NRP®roteine

Synthese von

Sekundarmetaboliten optimal ablaufen kaiBaltz, 2011; Felnagle et al., 2010; Herbst et al.,
2013) Upstream der NFFGene befinden sich vier Gene éim AcyiCarrierProtein &deQ, zwei
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Ketosynthasé y (i S NB A yae®)xldy Rydel sowie eine Ketoreduktasadeh, die eine
putative Typll-PKS bilden, welcherahrscheirith fir die Biognthese der Triergtenkette
verantwortlich ist Des Weiteren liegen eine Leutlgdroxylase adeA und eine Alkohel
DehydrogenaseafleB vor, die fir die Bereitstellung von MePro notwendig sein kdnnten. Bei
orfl und orf2 handelt es sich mdglicherweise um regulatorische Komponenten, die in einem
bicistronischen @eron upstream der Biosynthesawe liegenOrf3 zeigte hochste Ahnlichkeit

mit Trarskriptionsregulatoren dexenobioticresponseslement(XRE)Familie.

Das Cluster ist umgeben von Inserti@egjuengI1S}Elenent-Fragmenten Solche Regionen
beweglicher Elemente sind Ublicherweise Bereiche, dieEtiirung von BGCslurch
horizontalen Gentransfer anzeigen. In der Regel liegen die Biosygghesgazu vollstandig
geclustert inklusive eines Resistenzfaktors(ketler et al., 2010; Mousa and Raizada, 2015)
Letzteres ist beimde-BGQicht der Fall. Allerdings wurde 4,8 kb dstweam, algetrennt durch
Transposasen und hypothetische ProteimdAorfP), einclpRGen gefunderfclpRoep, dasim
Rahmen dieser Arbaiuf seine Fahigkeiten als Resistenzfaktor untersucht werden 4diit8.(

4.4.1.1 Biosynthese des Depsipegtids durch zwei NRPS

Die Biognthese des Depsipeptidgs mit den sechs AminosauneRhenylalanir{Phe) L-Serin
(Ser) L-Prolin(Pro) L-Alanin(Ala) Alaund entwederMeProin ADEPbder Proin Faktor Bwird
hdchstwahrscheinlicrdurch die beiden von adeG und adeH codierten NRPSkatalysiert
(Abbildung26).

A orf1-3  adeA/B adeC-F adeG adeH adel orfA-F ClpPapep
B adeG adeH
Phe Ser Pro Ala Ala Pro/MePro

MT
o A Pcpo A PCF'o = F'CPo - PCP e A F'CPe A pcp TE-katalysierte
Zyklisierung
S S ] S

S - o A
2 R o o 0:< o 0 0
‘‘‘‘‘‘ \ ‘> . 0 JHN. 0
Regulatorische Gene = NH HN OH N—_ N— H f
’ ( /\ R o] ol [s] R,NH N\JJ\N
[> MePro Biosynthese - N \ > < |

[> PKS ( = NH HN OH N-
L/ e o PPN

D NRPS o~ e LR TSN

o NH HN OH o]
L) MbtH-&hniiches Protein L/ = o
[> Transposasen/hypothetische Proteine = NH ADEP1

\ ;

. cipP-Homolog \\\‘~‘ 4 K Faktor B

Abbildung 26: A) DasadeBGCmit 12 ORFsB) DieadeNRP&aschinerie mit Modulen MM6 und spezifischen Substraten
(Pro/MePro eingebaut durch M6 in orange). Die Domanen sind beschriftet wie folgtK@densationsomane, A =
Adenylierungsdméne, PCR = Peptid¥arrierProtein, MT = Methyltransferase, TEhRioesterase.

Die Substratspezifitaten der Adenylierungsdoménen in den sechs Modulen wardiico
sowohl mitantiSMASHWeber et al., 2015&ls auch durch das strukturbasierte Vorhersage
Modell vonChalliset al.(Challis et al., 200@prrekt vorhergesadiabelle31, Abbildung27). Die
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einzige Ausnahme stellte dmultispezifisched6-Doméane des M#&loduls dar, da stateiner
Spezifitat fuPro und MePraler Einbau voRPround L-Pipecolinsaur€Pip)prognostizierivurde.

A-Doméne Vorhergesagtes Aktiviertes Aminosaurepositioh
Substrat Substrat 235 236 239 278 299 301 322 330

Al Pheb Phe! D A w T \Y A A \Y
A2 SefP Sef D Y w H I S L \Y
A3 Prg-b Prg'e D Y, Q Y G A H Y
Ad AlgP Ald D vV F A \% A I \Y
A5 AlgP Ald D Y, F A \Y A I \Y
A6 Pig/Pro?P Prd'¢¥MePrd*® D \Y Q Y G G H L

aV/orhergesagtesAminosauresubstrat basierend auf dem strukturbasierten Vorhersagemod€habi®t al.2000
bVorhergesagtesAminosauresubstrat basierend auftiSMASH 4.1.0.
“Wichtige Aminosaurepositionen fur die SubstratausvzieNummerierung bezieht sich auf dtéeaktivierende A
Domane der Gramicidi&Synthetas€Challis et al., 2000)
dAnhand der ADEPrimarstruktur abgeleitete Substrate.
eDurch isolierte ADoménenn vitroaktivierte Aminosauredpbildung?8).
Tabelle31: Vergleich der auf Bagier Aminoséauren der Substratinletaschenvorhergesagten Substratend den tatsachlich von
den ADoménen deadeBGC eingebauten Aminosauren.

Um die Substratspezifitat von &6 definierenwurde einHydroxamat-ormierungsAssayKadi

and Challis, 20093.4.9 mit der isoliertenDoméane A6 sowie A3 des Moduls M3 als Kontrolle
durchgefiihrt (Abbildung 28). A3 war spezifisch fiir Pro in Ubereinstimmung mit den
Primarstrukturen aller bekannten ADEPrivate, die in Position 3 Pbesitzen Im Gegensatz
dazu war A6 in der Lage sowohl Pro als auch MePro zu aktivieren, pasdéuehzon von Pro

und MePro in Positio 6 bei ADEP1 und Faktor B. Insgesamt zeigte A6 eine erweiterte
Substratspezifitat inmn vitro-Assayda aul3erdem eine Aktivierung vBerbeobachtetwerden
konnte die deutlich Uber demurch A3aktivierten Anteil voiser, sowie der relativen Absorption

der Kontrolle ohne Substrat lag. Allerdings kigide ADEPerivate mit Ser in dieser Positiom
A54556Komplex beschrieben

235/236 239 278

Smue A2

Smue A5

Smue A8

299 301 330 322

SIQTLETEGSATSPSI
TTLYV

YGPTETTECA
NAYGPTESTVCA
PTEASWDV
YGPTEATMYA
{GPTEATVMYA
PAETHYVT
=PGRRLHNHYGPSETHLVT
RPHIRLHNHYGPTETHAVT
RPHIRLHNHYGPTETHAVT
ERPHIRLHNHYGPAETHYVT

4 —~
QQP Py n P

Smue A2
Smue_A

Smue A VIDAVAQAAGELGI ALRHVAOAGEAL

@

Abbildung 27: Multiples Aminosauresequelignment der ADoméanenbereiche mit wichtigen Aminosauren fur die
SubstratspezifitdtachStachelhaust al.1999und Challis et al. 200@-Doménen deade-BGC: Shaw_AA6;Pro/MePrespezifische
A-Doménen des GriselimyeBGC: Smue_A2, A58; Phenylalanigpezifische oméane der Gramicidi&Syntletase: GrsADie
Positionen der fiir die Spezifitat essentiellen Aminosauren sind nummeriert mit Bezug afiktdsigfte Substte fir die gezeigten
A-Domanen: Shaw_ARhe, Shaw_A3er, Shaw_ABro, Shaw_A4Ala, Shaw_ABla, Shaw_ABro/MePro, Smue_ARIePro,
Smue_ABSVePro, Smue_ABro/MePro.
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Abbildung28: Relative Substratspezifititen vorDAmanenermittelt in einem Hydroxam&tormierungsAssay(Kadi and Challis,
2009) Die Spezifité&n von A3 (A) und A6 (B) wurddurch das Testen einer Auswahl von Aminosauren und einer Kontrolle ohne
Aminosaue bestimmt. Nomalisierte Absorfionswerte da AssayAnsatze minus der Absdigns-Werte einer Kontrolaktion mit
gekochtem Protein werden gezeigt fiir ein reprasentatives aus drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten.
Fehlerbalken zeigen die mapdle Abweichung vom jeweiligen Mittelwert.

4.4.1.2 (2S,4R%-MethylprolinBiosynthese

4-Methylprolin ist eine nichproteinogene Aminosaure, deren Vorkommeisher nur in
wenige Naturstoffen beschrieben wurdeBslangwurden Biosynthesewege zunS@2R)- und
(2S4R-Diastereomer veroffentlici{Hibi et al., 2013; Luesch et al., 2003; Lukat et al., 2B6i7)
die Bereitstellung def2§4R)-4-Methylprolirs in ADEP1 wurden auch iadeBGChomologe
Enzymeerwartet.

Mittels BLASTund antiSMASHAnalysen(Weber et al., 2015konnten zwei GeneadeAund

adeB als putative LeucinHydroxylase AdeA) sowie putative AlkoholDehydrogenaseAfeB
annotiert werden. lhrdminoséauresequeen zeigtenhohe IdentitaervAhnlichkeien (ermittelt

mit Clustal Omegait derkiirzlichoeschriebenel€ S 6 Kétaglataratabhangige Hydroxylase

GriE (57%/73%) urdkr Zinkabhangigae Dehydrogenasé&riF (68%/8%h)des GriselimycHBGC
ausStreptomyce®SM 4083%Kling et al.2015; Lukat et al., 2017Alignments in Kapité.3.1

und 6.3.2. GrEwurde in Ganzzelund in vitro-Experimentn beschrieben, die Hydroxylieg
vonL-Leucin zu (34R-5-Hydroxylecin zu katalysieren. Giigt hochstwahrscheinlich an einem
weiteren Oidationsschritt beteiligt, direkt gefolgt von einer spontanen, nécttymatischen
Zyklisierungresultierendin (3R59-3-Methyknl1-pyrrolin5-carboxylsaurélLukat et al., 2017)
Phylogenetische Analysen zeigten eine hohe Ahnlichkeit und enge Verwandtschaft von AdeA und
GriE sowie Adetind GriF, wodurch die Hypothese unterstitzt wird, dass AdeA und AdeB fir die
Bereitstellung von MePro im Rahmen der ABBEBynthese verantwortliclsind Martina
Adamek, Nadine Ziemert; weroffentlich) (Abbildung 29). Um schlussendlich MePro zu
erhalten ist ein finaler Reduktionsschritt notwendig, degtieptomyce®SM 40835 entweder
durch GriH, eine F428bhéngige Oxidoreduktase des Griselim@mnclustersoder durch ProC,

eine Pyrrolifb-carboxylatReduktase des Primédrmetabolismus, durchgefihrt wird. Dedén
BGCkein Enzym mit dieser Funktion zu finden ishegewir davon aus, dass hier auf eine
Pyrrolin5-carboxylatReduktase des Primarstoffwechsels zkgégriffen wird(Abbildung?29,
Alignment in Kapite§.3.3).
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HO : O+ : nicht- : E
AdeA \/l AdeB \ﬁ\ enzymatisch Q ProC ? (1
N COOH ” COOH

H,N™ "COOH H,N" "COOH H,N™ "COOH
L-Leucin (25,4R)- (2S,4R)- (3R,5S)-3-Methyl- (2S,4R)-
5-Hydroxyleucin 4-Methylglutamat- A1-pyrrolin-5- 4-Methylprolin
5-semialdehyd carboxylsédure

Abbildung29: MdglicherAblauf der Biosynthese von MePro im Rahmen der Aispnthese.

4.4.1.3 Biosynthese der Alksgitenkette durch eine TApPKS

Typll PKSsynthetisieren in der Regel langkettige, aromatische Polyketidverbindungen und
zeichnen sich durch alleinstehende Enzyme dieswahrend der Syimése mehrfach rekrutiert
werden. Im Gegensatzlazu wird bei einem PKypl Megaenzymkomplex mit modularer
Strukturjede Doméne des Mgaenzyms nur einmal genu{&ischbach and Walsh, 2006)

Kirzlich wurden mehrere Studien verotffentlicht, die die Biosynthese von starkiemten
Polyensgukturen in Actinobacteria durch eine minimale TypPKS beschreiben. DBGG fir
Skyllamycin, Simocyclinone und Ishigaraithalten PK&nzyme, die die typischelS
Untereinheitenh dzy dter iTyp HPKS aufweisen, abstatt aromatischer Verbindungen
kurzkettige, stark reduzierte, linerare Aadtidverbindingen als Bestandteil der von ihnen
synthetisierten Naturstoffe produzierdBilyk et al., 2016; Du et al., 2016, 2017; Pohle et al.,
2011)

Die GeneadeCGadeFim ade-BGCcodieren fir Enzymadieden PKEEnzymen in den genannten
Clusten in ihrer Aminosauresequenz und ihrer Anordnung sehr &hnlich Abtadiqung 30,
Alignmentdn Kapitel6.3.46.3.7).

adeC-F
ade-BGC
S. hawaiiensis NRRL 15010
igal10-13
_| Ishigamid-BGC
S. sp. MSC090213JE08
sky16-19 sky22 sky26

Skyllamycin-BGC
S. sp. Acta 2897

Dae B Be B

Abbildung30: Anordnung der PKSene inS. hawaiiensisnd PK$lomologe irireptomycesp. MSC090213JE08 und
Sreptomycesp. Acta 2897. ACP = AGgrrierProtein; KS=Ketog y i KI 886 Y $ixaey i Kleduktase T Yw I YS{2NJ
AdeDtragt das typische Aminoséauretiv CysHisHisdesaktiven Zentrumeginer Ketosynthase
und phylogenetische Analysen zeigten eine enge VerwandtschaftAde mitanderen
Ketoynthaseh -Untereinheiten In AdeE ist dies Motiv zu GhSerAspverandert und es zeigt
enge Vewandtschaft mit Ketas y (1 K | & Syps, BeSypiserweise eine veranderte, inaktive
katalytische fiade aufweisen. Im Phylogenabn traen beide Enzyme zusammen mit Enzymen
auf, die ebenfalls lineare Polyeastien synthetisierenso dass eine vergleichbare Funktion von
AdeD und AdeHEnit diesen sehr wahrsheinlich ist(Martina Adamek, Nadine Ziemert;
unverdffentlich). Daher erwarten wiflr die Alkeseitenketten der ADEMerivate im A54556
Extrakteinen analogerBioyntheseweg, in dem die Polykefdbngation an der AdBPoméane
AdeC mit AcetyCoA startetund Malony-CoA als Erweiterungabstein genutzt wird. Ein KS
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Heterodimer aus AdeD und Adeihntediese in ClaiseKondensationen (AdeD) zu eindim
oder Tetraketidverkniipfen wobei die Kettedinge(abgeleitet von den bisher bekannten ADEP
Faktoren im A54556xtrakt C6 oder C&8pom CLFAdeE bestimmt wirdTang et al., 2003)
Allerdings sinduir die Fertigstellung der konjugierten Alkeweitere Ketoreduktionen und
Dehyrierungseaktionen noétig. Einputatives KetaeduktaseGen (adeB liegt im Cluster
zusammen miadeCE vor (Alignment in Kapited.3.7), wahrend keine Dehydratase gefien
werden konnte. Durch BLASMalysen des Genoms vd@hhawaiiensiskonnten putative,
Dehydratasecodierende @ne gefunden werden, so dass diese Reaktimhstwahrscheinlich
von einem Engm des Primarstoffwechsels ae$iihrt wird Abbildung31, Alignment inKapitel
6.3.8.

Startmolekul  AdeC AdeD AdeE AdeC AdeF AdeC ? AdeC AdeD AdeE AdeF 7 AdeC
5~ 800 © 0 © 0 @ 00@@9
Acetyl-CoA + Malonyl-CoA + Malonyl-CoA
0O O (2x)
\ \
A
HOJ\/U\S/CO CO §OH iz 4

Abbildung31: Moglicher Alauf der Biosynthese d€&8Trien®itenkette im Rahmen dd&iosynthesevon ADEP1.

4.4.2 Knockoutund KnockdowsVersuche

Um sowohl die Identitat als auch die GrenzenatbsBGCzu bestéatigen bzw. zu bestimmen,
sollten Knockouts in ausgewahlten Genen 8dmawaiiensierzeugt werden, die das Cluster
mutmallich begrenzen oder maf3geblich an der ARI&Sy/nthese beteiligt sein sollten. Die Gene
adeAund adeB die aller Wahrscheinlichkeit nach fir die Bereitstellung von MePro notwendig
sind sollten ausgeknockt werden, da erwartet wurde, dass die erhaltenen Mutanten nicht mehr
inderLage sind ADEP1 zu produziereaihrend Faktor B weiterhin produziert werden kdom

die ADEmBIiosynthese komplett zu unterbindesollte das fir eine NRPS mydnde GeradeH
eliminiert werden und um die rechte Grenze zu bestimmen saitierhund orfA ausgeknockt
werden @Abbildung32).

orf1-3  adeA/8 adeC-F adeG adeH adel  orfA-F PP apep

CHAHDDD! > e H)-H)

Abbildung32: Ausgewahlte Gene zur Erzeugung von KnodWlatanten(magentajur Bestatigung dexle BGQind seiner Grenzen
in S. hawaiiensis

Zu Beginn wurdeersucht, markerlose Knockouts durch doppelinologe Rekombination mit
dem SuicideVektor pGusA2lder keinenOrigin of Replicatiofidr Streptomycesesitzt, zu
erzielen.Als dies nicht erfolgreich wanvurden Konstrukte mit denselben Flanken und einer
AntibiotikaKassette zur Selegsn auf Thiostrepton in pAll8oniert, deren Kojugationebenfalls
nicht zu Mutanten fihe. AnschlieRend wurden die Glamiken aus depGusA2iKongrukten

in den VektorpPGM-GUSXba eingebrach mit dem im Rahmen dieser Arbedrfolgreich
Knockouts irS.lividansTK24 erzeugt werden konntdd.5.2.2. Dieser Vektor wurde durch
Einfuhren eineXbd-Schnittstelledurch ortsspezifische MutageneisepGMGUS generietnd
tragt einen tempeatur-sensitivenOrigin of Replicatigrso dass das PlasmidStreptomyces
durchinkubation bei 39 °C nicht mehr repliziert werden kdbes Weiteren besitzt er das GUS
Reportergstem fur Aktinomycete(Myronovskyi et al., 2011ind ermdglicht eine Blaweil%
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Selektion von rekombinanten Klanest der Vektor nach einfatiomologe Rekombination
integriert, kann durch das Vorhandensein \@sAR | & 9 ydluéuyonildse exprimiert
werden und das Substrat&Xuc b-Brom4-chlor-3-indolyk -D-glucuronséaure) zu einem blauen
Farbstoff verstoffwechselt werden. Bei Verlust des Vektors, im besten Fall nach Elimination des
gewinschten Gens durch dopphttmologeRekombination, bleiben die Kolonien weil3.

Mit keinem der genannten Konstrukte und fur keins der ausgewahlten Gene wurden Mutanten
erzielt. Obwohl unter den fUB. hawaiiensigptimierten Bedingungen konjugiert wurdeX.3.1),
kam es nicht zuriefachthomdogen RekombinatiofVektorkarten ir6.2.66.2.9.

Um die Beteiligung der annotierten Gene der ADEMBIiosynthese dennocheweisenzu
kénnen sollte versucht werden, dies fadeAund adeGdurch eine KnockdowrStrategie zu
erzielen Mittels einer AntisensésiyRNAbasierten Methode konnte bereits Btreptomyces
coelicolorA3(2)die Actinohodin-Produktion reguliert werde(iguru et al., 2013Dabei wurde

eine zur mRNA eines ausgewahl@nsdes BGRomplementére siRNkontrolliertexprimiert

dzY RAS Ywb! al 61 dzFf | y 3 d¢sZielgmtdnsuirefidranAnRldg8az® E LINS & a
wurden h S.hawaiiensidir die beiden gewahlten Gene Sequenzabschnitte gesuchdtialie
ribosomale Bindestelle und mindestens 50 bp der codierenden Sequenz einschlieRen und
zwischen 12460 bp langsind. Sequenzen mit geringer Sekundérstruktur und einerrhohe
lokalen Entropie wurden mittels RNAfoltHofacker, 2003grmittelt und verwendet Fir die
Klonieung wurde die Sequenz revanad komplementar amplifiziertUm die Stabilitat der
exprimierten &RNA in der Zelleu erhéhenwurden iber die verwendeten Primemeben den
notwendigen RBstriktionsschnittstellen auchepaarteEndenmit einer sich wiederholenden
Sequenzabfolgeangetiingt Anfanglich wurde das PlasmidlJ6902 (Vektorkarten fr
plJ6902PROL und plJ6902NR#®3H.2.2.3 und 6.2.2.4 verwendet, welche eine uber
Thiostrepton induzierbare Expression autst und N6 S NJ R A &tP-Stelleoing Genom
integriert Wie in Kapite#.1.3.1beschrieben, verursacht die Integratidieses Plasmidsinen
heterogenenPhanotyp welcher es unméglicmachte die ADEProduktion mittelsHPLEoder
BioassayAnalyserzu quantifizieren, da sich das Watcins deruntersuchten Mutanten zu stark
unterschied undsomit auch die zum Wachstum proportionaleADERProduktion stark
schwankte. Deshalb wurdéasierend auf demt S G 2 NJ LIL WM n H p T &itP-FRefEeNJ N6 S NJ
ins Genom integrieriKonstruke zur induzierbarefexpression derRNA erzeugiMektorkarten
in6.2.5.86.2.5.10.

Die Vektoren wurden durch Konjugation Sn hawaiiensigingebraht, wodurch Mutanten
generiertwurden, die keine offensichtliche Veranderung des PhanbsipsWachstum auf MS
Agar zeigten. Verschiedene Mutanten wurden in -¥MMdium mit 0, 5 oder 50 pg/ml
Thiostreptorkultiviert undProben des Kulturiiberstands zu verschiedenen Zeitpunktzggn.

Diese wurden gegetten Thiostreptorresistenten StamrBacillus subtiliBKE010@ im Bioassay
getestet 8.1.3.9.

Abbildung33zeigt als reprasentatives Beispiel fur alle durchgefiuihrten Versuche dieser Reihe die
Ergebiisse eines Bioassays zur Uberprifumgversdiedenen Bioreplikaten d&. hawaiiensis
stadeG MutanteBei keiner degetesteten Mutanten wurde der gewiinschte Knockddffiekt

auf die ADEProduktion nach Induktiother Expression der siRNishtbar. Die minimal kleineren
Hemmbhofe, die bei den indezten 24h-Proben vors. hawaiiensistadeG 1.2 im Vergleich zur
nichtinduzierten Probe zsehen sind, werden auf eine mit bloRem Auge sichtdaredgerung
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des Wachstumsder induzierten Kulturemnd somit auch der ADERoduktionzum Zeitpunkt

der Prob@nahme zuriickgefiihrDiese trat auch beim Kontralsnm S. hawaiiensiglJtrs auf.

Bei Proben, die nach 48Inkubation gezogen wurden, konnte keinerleidosithied zwischen
Mutanten und Leervektorkontrollsowie induzierten und nictibduzierten Proben ehr
detektiert werden.Kulturiiberstande vors.hawaiiensisstadeA Mutanten, bei denen durch
Expression der siRNA die Produktion von ADEP1, aber nicht von Faktor B, verhindert werden
sollte, wurden mittels HPL&halysen getestet. Auch hier konnte keine Veranderung im Vergleich
zur nicht induzierten Probe detektierevden.Somit konnte die Identitat desle BGQGnit dieser

Methode nicht bewiesen werden.

24 h 48h
Hg/ml
50 5 0 Thiostrepton 50

& S. hawaiiensis
plJtsr

S. hawaiiensis
si-adeG 1.1

1 S. hawaiiensis
si-adeG 6.1

~ S. hawaiiensis
~ si-adeG 6.2

Abild933: BiasaymiKuItu‘rUbersténden von RNA gegemadeGmRNA exprimierende8. hawaiiensidMutanten, getestet
gegenB.subtilisBKE01020. Es wurde nicht (0) bzw. mit 5 oder 50 pg/ml Thiostrepton induziert. KultuBehamiiensigplJtsr
dienten alsLeervektorkntrolle. Proben wurden nach 24 und #8genommen und je 40 pl Kulturiberstand fur den Bioassay
verwendet.

Letztendlictkonntedie ldentitatdes Clusters durdieterologe Expression $ coelicoldvi1146
bestatigt werden Dies erfolgte durch Elizabeth Culpund Gerard D. Wright (McMaster
Universitat, HamiltonKanada) in einer in Kooperation chgefuhrten ArbeitDurch Hibringen
des Bereichs voadeAbis einschlie3licblpPoerin den heterologen Wirtsstamm konnte dieser
intaktes ADEP1 sekretiere@mverdoffentlichj.

4.5 Studien zur CHMaschinerie in Streptomyceten

Die Gattungtreptomycebesitzt diegroldte,bisherbekannte ClMultigenFamilie in Bakterien.
Verschiedene Bakteriengattungemie beispielsweis®. tuberculosis, Bacillus thuringiensisi
das Cyanobakteriui@ynechococcuseisenneben einer Auswahl von meist zwei oder drei Clp
ATPasen ebenso Gene fiveibis dreiclpRHomologeauf. Mehr als dreiclpP-Homologe sind
abgesehenvon Streptomyceterbisher nur in Eukaryonten bekan(Akopian et al., 2012;
Andersson et al., 2009; Derrien et al., 2012; Fedhila et al., 2002; Schelin et al. D2802)
zusatzlichelpP-HomologclpPapep das in der Nahe desleBGQefunden wurde, macht die Clp
Maschineriein S.hawaiiensismit sechsclpPsdaher besonders interessant. Sollte die
Funktionaliat sowie das Zusammenspiel ddpPHomologen S. hawaiiensisaher untersucht
werden. DaS. hawaiiensign unseren Handen aber nicht ausreiod genetisch modifizierbar
war, konnten keine umfassendanviveExperimente mitiesem Stamm durchgefiihrt werden.
S. lividangvurde stellvertretendils Moctllorganismus ausgewahlt, da miésem Stamm bereits
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Sudien zur ClgMaschinerieerfolgreichdurchgefuhrt und verdffentlichivorden waren(Bellier

et al., 2006; Bellier and Mazodier, 2004; De Ckégpard et al., 1999; Gominet et al., 2011; Guyet
et al., 2013; Vialet al., 2000; Viala and Mazodier, 2Q02)nachst solltelie physiologische
Situation der ClpExpression irS. lividansTK24untersuchtwerden, um das Wissen uber
StreptomyceterClpPsuszubauen unsoRckschlisse a8thawaiiensiziehen zu kénnetm
Aussagen Uber den Resisterzinanismus machen zu kénnen, wuolfgRoerdn den S.lividans
TK24Wildtyp und verschiedea clpPRKnockoutMutanten eingebrachund seine Funktion in
vergleichenden Analysen r&it hawaiiensis g°PCRExperimenten, WesterBlots und Bioassays
untersucht.

4.5.1 Analyse vorlpRGena und ihrer Expressian S. hawaiiensignd S. lividans
TK24

4.5.1.1 Sequenzanalyseter clpPHomologe in S. hawaiiensis und S. lividans TK24

Die clpRHomologeclpP1lund clpP2sowieclpP3und clpP4sind in Streptomyceten, wie bereits
erwahnt, jeweils gepaart in einem bicistronischen Operon coderCrécy.agard et al., 1999;
Viala et al., 2000\WahrendclpP3und clpP4direkt aufeinander folgen und lediglich durch eine
Base voneinander getrennt sind (zSBlvidansTK24) oder sich um eine Base Uberschneiden (z.
B. S.hawaiiensi} liegen zwischerlpP1lund clpP2in S. lividansTK2450 Basen und irs.
hawaiiensid12 BaserfAbbildung34).

clpP1 clpP2 clpX
. - —_—
sH| >_¢ >_¢ >

clpP3 clpP4 popR

SL

) (T
-

Abbildung34: Schematische Darstellung dgpPlclpP®Dperons mit angrenzendeafpXsowie de<lpP3clpP©Operons und dem
angrenzendemopRGen in umgekehrter Orientierung$ lividangSL) und. hawaiiensi&SH).

Dieser deutlich groRere Abstand der beiden Gene ist allerdings nicht spezif&dhefiiniiensis
da mittels BLASAnalysen weiteré&StreptomycesStamme wie Streptomyces chartreuddRRL
3882 und Streptomycesp. S1§2016) mit diesan Muster gefunden wurdeiAlignments in
Kapitel6.3.9. Abgesehen von diesen Unterschieden sind die Sequenzidentitaten, besonders fur
clpP1(94,8%%) unctlpP293,93%) vorsS. hawaiiensisnd S.lividansTK24 sehr hodfTabelle32).
Wie in SlividansTK24 und andereBtreptomycestammen, liegt is. hawaiiensidownstream
des clpP1clpP®Dperons ein Gen fir die e Pase ClpX und downstream dgsP3clpP4
Operonsein Genfur den Transkriptionsregulator PopR in umgekehrter Oermig(Abbildung
34, Alignments in Kapité.3.9und 6.3.10.Des Weiteren konnten Gene fiir alle &idividans
bisherbekannten, an der Glglaschnerie beteiligten Proteine gefunden werd@bbildunglZ;
Alignments in Kapit@.3.13. Deneinzige offensichtlich@ Unterschied irs. hawaiiensistellte
somit das zusatzlichepRHomologclpRoerdar.

Beim Sequenevgleich zeigtelpPperhtchste Ahnlichkeit mitlpP1(Tabelle32), was auch in
phylogenetischen Analysen vBitreptomyce£I|pRProteinen ersichtlich wurde, dalpRperim
phylogenetischen Baum zusammen mit ClpP1lhewhchbart zuClpP3auftrat und daher ein
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gemeinsamer Vorfahre und eine funktionelle Homologie vermwied (Martina Adamek,
Nadine Ziemertinveroffentlichy.

SH SH SL SH SL SH SL SH SL SH SL
clpRoer clpP1l clpP1 clpP2 clpP2 clpP3 clpP3 clpP4 clpP4 clpP5 clpP5
SHclpRoer 63,61 ‘ 63,93 ‘ 50,25 | 49,92 57,14 56,63 50 50,68 | 47,97 49,27

SHelpP1 63,61 OO 9485 57,7 | 57,74 62,04 648 | 5808 564 | 54,79 5527
SLclpP1 63,93 94,85 [l 5832 5851 6284 6526 57,74 5623 5399 5415
SHelpP2 50,25 | 57,7 | 58,32 93,93 56,01 | 55,63 66,5 | 66,5 | 66,19 | 62,84
SLclpP2 4992 | 57,74 ‘ 58,51 93,93 [[[iil " 5487 56,1 @ 67 67 67,62 | 64,27
SHclpP3 57,14 | 62,04 6284 56,01 5487 LS 8732 | 53,77 5243 | 5519 53,12
SLclpP3 56,63 64,8 ‘ 6526 5563 56,1 87,32 [N 536 52,26 5543 54,55
SHclpP4 50 58,08 57,74 665 | 67 53,77 53,6 [FLLIE 8389 | 61,03 59,37
SLclpP4 50,68 56,4 ‘ 56,23 66,5 67 52,43 52,26 88,89 60,7
SHclpP5 4797 | 54,79 5399 66,19 67,62 5519 5543 61,03 62,69
SLclpP5 4927 5527 ‘ 54,15 62,84 64,27 53,12 5455 5937 60,7
Tabelle32: Prozentuale Identitatsmatrix vaipRGenen au$. hawaiiensiSH) unds. lividangK24 (SL), erstellt mit Clus2al.

45.1.2 Expressionsanalysen mittels gPCR

Um mogliche Unterschiede zwischgnhawaiiensigsnd S.lividansTK24zu analysierennd den
Einfluss vorlpRperauf die Transkription der anderetpRHomologe zu untersuchen, wurden
vergleichende qPCGRxperimente durchgefihrt. Dazu wurde zunachst die Expressiatpéer
Gene irS. hawaiiensis verschiedean Wachstumsstadien untersucht. Aus der Wachstunts
ADP-Produktionskurve Abbildung 17) wurden vier Zeitpunkte von besonderem Interesse
abgeleitet: keine mittels Bioassay detektierbaren Mengen ADEP lagdéinasgLatenzphase)
(16 h), das Erreichen dgeringstenjm Bioassay detektierbaren Menge ADEP zu Begiragder
Phasdexponentielk Phase}28 h), Erreichen daetationaren Phasend maximaler ADEBehalt
der Kultur (56 h) und Absterblease und sinkende Mengen AQE® h) Das Experiment wurde
durchgefiihrt wie irB.2.2und 3.2.4.4beschrieben, die Daten mit der AriaMX Software Version
1.3 ausgewertetn {-Werte mit Bezug auf das HousekeepB®n hrdB ermittelt und die
berechneten 2 -Werte in Balkendiagmmen dargestellt.

Abbildung 35 zeigt eine Experimenteihe, bei der die relativen Expressionslevel der
verschiedenerclpRHomologe ermittelt wurden. Grundsatzlich liel3 sich feststellen, dass d
Verhéltnis der mRNExpressionsleveter verschiedenenclpRGene zueinander in den
verschiedenen Wachstusphasenkonstantblieb mit vergleichsweise starker Expression von
clpP1 clpP2und clpRoepund niedriger bis minimaler Expression wdpP3 clpP4und clpP5
Dieses Ergebnis unterstutzt die Hypothese, daSshawaiiensiswie inS. lividansClpP1ClpP
den AktivatoPopRdesclpP3clpP©Operons abbauen urdpP5gering und konstitutiv exprimiert
wird. Die Expressionslevel vatpRperund clpPlwaren zu allen Zeitpunkten vergleichbar,
wéhrend die Expressionslevel \dpP2permanent unter denen voclpPllagen, obwohtlpP1
und clpP2im gleichen Operon liegen. Ein &hnliches Bildesigh fur daslpP3clpP4©Operon,

da clpP3ebenfalls starker exprimiert wurdals clpP4 Dieses Phanomen wurde bereits in
anderen Organismen beobachtet und auf getrenRegulation der Gene odeine mRNA
Instabilitdt zurtickgefuhr(Dogra et al., 2015; Rex et al., 1998)r S. coelicolorwurde eine
insgesamt strengere Genregulation Vergleich zu andere@rganismen, wie z. B. coliund

ein allgemein absteigender Expressionstrendr fdas zweite Gen verschiedener
multicistronischer Operons beobachigtaing et al., 2006Die Ursache fudie beobachteten
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Expressionsunterschiede zwisghelpP1und clpP2bzw. clpP3und clpP4in S.hawaiiensis
wurdenjedochnicht naher untersucht.

55
50
45

27-ACt

o

40

35 -

30

25

20

15 -

0 i 1 Iﬁ
L . B e

16 h 28 h 56 h 90 h
Abbildung35: Relative Expressionsmengen dipRGene inS. hawaiiensis verschiedenen Wachstumsstadi@ezeigt ist jeweils
der Mittelwert von zwei biologischen Replikaten mit jeweils zweitischen Replikatelie relativen Expressionsmengen deR
Gene werden je Zeitpunkt in der gleichen Reihenfolge und mit folgendem Farbcode dargestelt= magentaclpP1= hellblay
clpP2= dunkelblauglpP3= hellgriiniclpP4= dunkelgringlpP5= hellviolett.Fehlerbalken zeigen die maximale Abweichung vom
jeweiligen Mittelwert.
Die mRNAExpressionslevelder untersuchten Genevariierten leicht zwischen den
Wachstumsphasen, wobei zu Beginn der exponentiellen Phase, also bei grundsétzlich hoher
Zellaktivitat, auch hohere Expressionslevel gemessen wurden. Interessanterweise stieg zu
diesem Zeitpunkt auch die Transkriptmenge &pR3und clpP4leicht an, deren Transkription
in Analogie zs. lividanglurch den Abbau des Transkriptionsregulators PopR durch ClpP1 und
ClpP2 verhindert werden sollte. Allerdings war dieser Anstieg gering und es dominierten auch
hier die Transkriptmengevon clpP1(2"/ £ 34,96) unctlpP2(2"/ £ 21,16) iibeclpP3(2" /4
4,15) undclpP4(2" ' £ 1,1).

ClpP1clpP2undclpRpessindsomit die inS. hawaiiensigrimar exprimierterclpRHomologe. Da
fur S. lividandekannt ist, das€IpP1 und ClpP2 dmhysiolgjischeClg>-Maschinerie bilden,
wurde eine vergleichende Analyse 18it hawaiiensisnd S. lividansTK24sowie mit einer S.
lividans Mutante, die clpRpep unter dem konstitutiven erme-Promotor tragt §.lividans
pSETclpBep und einer entsprecheden Leervektorntrolle (. lividans pSETempty)
durchgefihrtSo sollte sowohl die physiologisdigRExpression i6. lividan§K24 im Vergleich
zuS. hawaiiensjsls auch ein mdglicher Einfluss etpPperauf diese untersucht werden.

Auffalligin dieser Experimentreihe waren diesentlich geringere2”/-Werte fiir alleclpR

Gene inS. lividansm Vergleich z&. hawaiiensiéAbbildung36). Zwar wurden fus. lividans
andere Primer fur die gPCR verwendet, da aber rund vierfach geringere relative Mengen fur alle
S. lividanglpRHomologe gemessen wurddwmonnte ein PrimeEffekt ausgeschlossen werden.
Somit kamen die niedrigeren Werte entlee durch ein grundsatzlich niedrigeres
Expressionslevel darlpRHomologe inS. lividanszustande oderdurch ein basal héheres
Expressionslevel des ReferegrzghrdBin S. lividangm Vergleich z&. hawaiiensjsla alle Werte

auf dieses Gen normiert wued.
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Abbildung36: Relative Expressionsmengen deRGene inS. hawaiiensjsS. lividanSETclpBer S. lividangSETempty un§.
lividansTK24 nach 30 und 60 h Inkubati@ezeigt ist jeweils der Mittelwert von zwmologischen Replikaten mit jeweils zwei
technischen ReplikaterDie relativen Expressionsmengen dgiRrGene werden je Zeitpunkt in der gleichen Reihenfolge und mit
folgendem Farbcode dargestetitpRoe= magentaclpP1= hellblauglpP2= dunkelblaugclpP3= hellgrinclpP4= dunkelgriinglpP5

= hellviolett.Fehlerbalken zeigen die maximale Abweichung vom jeweiligen Mittelwert.

DasVerhéltnis der Expressionslevel @¢ggRHomologe zeinanderwar abervergleichbar mit
dem Verhéltnis ir8. hawaiiensidVie beiS. hawaiiensigvurde fur alle getesteter®. lividans
Stamme @& vergleichbarer Unterschied der relativen Expressionslevethpéiund clpP2
beobachtet. Dieser, wie auch die Expressionslevel der andg@hlomologe &nderten sich
nicht, wennclpPapedn S.lividansTK24 unter einem konstitutiven Promotor exprimiert wuisle
lividanspSETclpBep. Sanit scheintclpPpekeinen Eirfiss auf die Expression der UbrigdpR

Homologe zu haben.
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Abbildung37: Relative Expressionsmengen d@RGene inS. hawaiiensjsS. lividanpSETclpemmit 10 pg/ml ADEPSE. lividans
pPSETclpBermit 200 pl DMSO ung. lividanpSETempty nach 30 und 60 h Inkubat®ezeigt ist jeweils der Mittelwert von zwei
biologizhen Replikaten mit jeweils zwei tecduhen Replikateie relativen ExpressionsmengenclpRGene werden je Zeitpunkt
in der gleichen Reihenfolge und mit folgendem Farbcode dargesi#iize= magentaclpP1= hellblauclpP2= dunkelblauclpP3

= hellgrinclpP4= dunkelgringlpP5= hellviolett.Fehlerbalken zeigen die maximale Abweichung vom jeweiligen Mittelwert.
Auch die Zugabe von ADEP1 wahrend des Wachstuncép8escrexprimierendensS. lividans
Mutante im Vergleich zur DMSntrolle fllte zu keiner Veré&nderung deslpR
ExpressionslevefAbbildung37). Dies deutet darauf hin, daskpPoepnicht in das Regulon der
anderenclpRHomologe eingebunden ist und eine Interaktioit der ClpMaschinerie eher

translational oder postranslationalzu erwarten ist.

4.5.2 Analyse voi€ClpPProteinaenin S. lividans

Abgeleitet aus den gP€Rgebnissen sollten daher in weiteren Experimenten{passlationale
Interaktionen der ClpPlomologe inS. lividansTK24 untersucht werden. Wie bereits in den
Kapiteh 1.6 und 4.5.1im Detail erlautert, liegen ir8. lividang&senom funf ClpiPlomologe vor,

von denen unter physiologischen Bedingungen nur ClpP1 und ClpP2 von Bedeutung fir die
notwendigen proteolytischen Aktivitaten der Giaschinerie zu sein scheineblber die
Konstruktion verschiedener Knockbutanten, ihre Komplementierung 4(5.2.2 und
anschlieRendé&Vestern Blot (4.5.2.3 und Bioassanalysen(4.5.2.9 sollten Aussagen Uber
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mogliche Interaktionsund Prozessierungsartner der einzelnen ClpRomologesowie ihrer
ADEPSensitivitat getroffen werden.

4,5.2.1 Sequenzanalysen der Glg@mologe in S. lividans TK24 und S. hawaiiensis

Wie bereits nach der Gensequenzanalyse zu erwarten war, zeigte ein Vergleich der ClpP
Aminosauresequenzen vé@h hawaiiensiand S. lividandK24 hohddentitaten der jeweiligen
ClpRHomologe beider Organismen mit 96,8% fur ClpP1, 95,32% fir ClpP2, 88,68% fir ClpP3,
92% fur ClpP4 und 71,56% fir ClgRBbildung38, Tabelle33). ClpRoerzeigte die grofite
Identitat zu S.hawaiiensiIlpP1 mit 65,5%. Wahrend ClpBersowie ClpP1CIpP2und ClpP3

beider Organismen die typische katalytische Triade (Ser, His, Asp) aufweisen, ist das His des
ClpP4Homologs beider Stamme zu Gly redtiEs ist daher méglichass es sich bei ClpP4 um

eine inaktive Peptidase handelt.Snlividan€IpP5 ist das Ser der katalytischen Triade um eine
Aminosaure, ir5. hawaiiensi€lpP5 sogar um zweerschoben. Der Effekt dieses Verschubs
wurde nicht untersucht, er kdnnte abebenfalls die katalytische Aktivitat des Proteins
beeinflussen.

SH SH SL SH SL SH SL SH SL SH SL
ClpRpoer ClpP1 ClpP1 CipP2 CipP2 CIpP3 ClpP3 CipP4 CipP4 ClpP5 ClpP5
SH Clpiep | 1H0]0 65,53 ‘ 65,05 43,00 42,00 52,22 50,97 39,29 40,82 | 40,59 @ 42,57

SHCIpP1 6553 [ELIM 96,80 44,23 | 44,71 50,48 49,77 39,90 40,40 42,79 42,31
SL ClpP1 \ 65,05 96,80 LMW 4519 4519 5096 50,23 39,89 40,40 42,79 | 42,79
SHCIpP2 43,00 | 44,23 4519 GO 9532 40,20 41,38 52,00 54,00 56,25 52,88
SL ClpP2 ‘ 42,00 44,71 ‘ 45,19 W 39,70 40,89 5150 54,00 57,69 54,33
SHCIpP3 | 52,22 | 50,48 50,96 40,20 39,70 88,68 35,38 36,92 42,79 | 40,80
SL ClpP3 ‘ 50,97 49,77 ‘ 50,23 41,38 40,89 88,68 [FIMN 3719 3819 43,90 42,93
SHCIpP4 39,29 | 39,90 38,89 52,00 51,50 3538 37,19 LM 92,00 46,50 | 47,00
SLCIpP4 \ 40,82 40,40 \ 40,40 54,00 54,00 36,92 38,19 92,00
SHCIpP5 40,59 | 42,79 42,79 56,25 57,69 42,79 43,90 46,50
SL CIpP5 \ 4257 42,31 \ 42,79 52,88 54,33 40,80 42,93 47,00

Tabelle33: Prozentuale Identits-Matrix von ClpfHomologerausS. hawaiiensié€SH) unds. lividang' K24 (SL), erstellt mit Clustal
2.1.

In Studien mis. lividan€IlpP1 und ClpP2 konnte gezeigt werden, dass beide Proteine prozessiert
werden und die Prozessierungstellen wurden durch Ed#albau bestimmt Es wurde
spekuliert, dass esich hierbeum eine gegenseitigerézessierung handelkdnnte da beide
ClpRPHomologeanwesend sein mussten, um die prozessierten Formen detektieren zu kénnen
(De Crécy.agarcet al., 1999)Mutmaliliche Prozessierungsstelleinividansind inAbbildung

38rot markiert und sind auch 8. hawaiiensi€lpP1 und ClpP2 zu finden. Des Weiteren wurde
bereits publiziert, dass fur die Translation ®n lividansClpP1 und ClpP2 zwei mogliche
Startcodons vorhanden sind. Abgeleitet vom Céddsage in Streptomyceten wurde fur ClpP1
das zweite (ClpP1lkurz)und fir ClpP2 das erste Startcoddi€lpP2lang)vorgeschlagen
(verschiedene Translationsstartshilau inAbbildung38; ebenfalls inS. hawaiiensigu finden)
(DeCrécylLagard et al., 1999Pa sowohl der Expressionsstart beider Elpmologe als auch

die fur die Prozessierung notwendigen ClpPs nicht eindeutigvimeStudien belegt wurden,
sollte dies im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.
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haw clpPADEP = === =--—-———o————— o — e m——mm e VKDI KELTGRTLGASRWNLNDQVMHRLMDERI IMLGQ

Pl = e RRPGAVVRRA Y 1 AGEPS sGGLGDQVYNR GER ] C

a P11 [RRPGAVVRRA ""'Ifl"'ﬁ"l’ SEPST GLGDQVYNRLLNERTI IFLGC
liviclpPZ DFPGSGLYDRVNAAQDERAASQGRYTGPQAES JIPREVERTSQGVREYDPYAKLFEERVIFLGV
hawiclpIJZ mQFPGSGIYDRMHAVQD S—ASQGRYTGPQAESiI‘I/IPRFVERTSQGIREYDPYAKLFEERVI FLGV

1iv_clpP4 mm e MGSYTIPNVVERTPQGERSYDVFSRLLSERIIFLGT
haw clpP4d = = =  ————mmmmmmmeeemeeee e MGTYTIPNVIERTPOQGERSFDVEFSRLLNERIIFLGT
1iv_elpP5 = smmmmm o MTRPSARHVLPEFTERTSAGTRTSDPYSKLLOERIVFLGT
haw_clpP5 = —mmmmmmmmmmm o MTRPSARYVLPEFTERTGSGQRTMDPYSKLLEERIVFLGA
hawiclpPADEP EVDDAGSNAICSQLLLLA GDSPRDISLYINSPGGSVTAGMAIYDTMNYIENDVVTVAMGTAASMGQF

i P )DDIANKITAQLI ~SDPDKDIFLYINSPGGSITAGMA \‘-g~\< I AMGLAASMGOQF
haw clpP1 PVDDDIANKITAQLLLLA-SDPEKDIYLYINSPGGSITAGMAIYDTMQY IKNDVVTIAMGLAASMGOF
liv clpP2 oI DDPSANDVMAQLLLLEsMDPDRDISVYIN&PGG5FTALTA1VDTMQYVKPDVQTVCMGQAASAAAV
haw_clpP2 QIDDASANDVMAQLLCLESMDPDRDISVY INSPGGSFTALTATIYDTMQYVKPDVQTVCMGQAASARAY
liv_clpP4 EIDDGVANVVIAQLLHLESSAPESETAVYINSPGGSFTSLMATYDTMTFVQAPTSTFCVGQAASTAAY
haw_clpP4 EIDDGVANVVIAQLLHLESSSPESEIATIYLNSPGGSFTSLMATIYDTMTEVQAPISTFCVGQAASTAAY
liv_clpP5 PVDETSANDVTAQLMY LEEQAPDRDIELYVNS PGGSFTAMTATYDTMRYVACDVATTCLGQAGPSAAY
haw_clpP5 PVDETSANDVMAQFMY LEEQAPERDISLY INSPGGTFHAMTALYDTMRYVSCDVETICLGQAGAASSV

haw_clpPADEP LLTAGTPGKRIVLPHAEILMHQPS**AGLGGSASDIKIHAERLIRVKKRMIDITAQHTGRTVEEIKRD
iv clpP LLSAGTPGKRFALPNAEILTHQPS--AGLAGSASDIKIHAERLLHTKRRMAELTSQHTGQTIEQITRD
clpPl ;AHL”lkLJ;f,A NAEILTHQPS--AC

1aw \SDIKIHAERLLHTKKRMAELTSQHTGQTIEQITRE
liv ~ clpP2 LLAAGTPGKRMALPNARVLIHQPY - %ETCRCQVaDLEIAAVEILRMR%QLEEMLAKH%TTPVEKIRED
haw_clpP2 LLAAGTPGKRMALPNARVLIHQPY-SETGRGQVSDLEIAANEILRMRSQLEDMLAKHSTTPVEKIRED
liv clpP4 LLAGGDPGRRFVLEHARVLLGQPA-SGGROGTVSDLALQAKEMVRIRSQVEEVLARHTHHDVATLRAD
haw_clpP4 LLAGGDPGRRFVLEHSRVLLGQPA-AGGORGMVSDLALQAKEMVRIRSQVEEVLARHTHHDVPTLRAD
liv_clpP5 LLAAGTPGKRAALPGARVVLHQPALTEPVRGQAGDLAVHAAELVRVRARLEEILVRHTGRT PGQVAAD
haw_clpP5 LLAAGTPGKRFALPDARLVIHQPALPEPVRGQASDLAIQADELTRIRGRMEEMLALHTGRTREQVSTD
haw clpPADEP SDRDRWFSADEAVEYGLADRVEYVAATVPGNIGAAK--——

iv_clpP SDRDRWFDAFEAKEYGLTDDVIATAAGMPGGGGTGA-———

aw_clpP SDRDRWFDAFEAKEYGLIDDVMTTAAGMPGGGGTGA-———
liv_clpp2 IERDKILTAEDALSYGLIDQIITTRKMDNSSLR--—-——-
haw_clpP2 IERDKILTAEDALSYGLIDQVISTRKMDNSSLR-—-—-——-
liv_clpP4 MDRDKVFTAQEAVAYGLADEVLARRLTRV-~-—-——-———
haw_clpP4 MDRDKVFTAQEAVAYGLADEVLSRRLVKV--——-—-——————
liv_clpP5 LERDTVLDARQAREYGLVDRIVPGRRTPPASSGAR--——-
haw_clpP5 IERDKILTAQEAVEYGLVDGIIPSRKATLAPPTGR-———-

Abbildung 38 Multiples Aminoséauresequeddignment der ClpPlomologe ausS. lividans(liv) und S. hawaiiensighaw).

Aminosauren der katalytischen Triade sind gelb, mogliche Expressionsstarts in ClpP1 und ClpP2 sind blau und bekannte

Prozessierungsllen inS. lividan€IlpP1 und ClpP2 sowie Uibereinstimmende Aminosau&nrhiawaiiensisind rot hinterlegt.

4.5.2.2 Konstruktion verschiedener clgRockourtMutantenin S. lividans TK2dd ihre
Komplementierung

Um die einzelnen ClgRomologevon S. lividansTK24 ohne ihre vermeintlichen Partner

betrachten und so Aussagen Uber ihre Funktionalitdt und Interaktionen machen zu kénnen,

sollten furclpP14 KnockoutMutanten erzeugt werdenyie in KapiteB.2.5.9beschriebenlUm

clpP1lund clpP1clpPZu eliminierepnwurde durch die Zugabe von ADEP1 (2 pg/ml) bei der

Selektion ein Druck fur den zweiten Schritt der dopipethologen Rekombination angelegt, da

der Verlust des ADERirgets dem Stamm unter diesen Bedingungen das Uberleben sichert. Dies

fuhrte schlieBlichzur erfolgreichen Deletion der Gen8. (lividanshclpPlund S. lividans

nclpPP2. Eine KnockotMutante mit fehlendentlpP2(bei vorhandenenalpP) liel3 sich unter

den getesteten Bedingungen nicht erzeugdntanten ohneclpP3und clpP3clpP4iefen sich

hingegenproblemlosund ohne Selektion auf ADEP generié&rividangiclpP3und S. lividans

nclpP34.

Die erhaltenen Knockoddlutanten wurden mit einer Vielzahl von Konstrukten komplementiert.
Es wurde mit den Plasmiden plJ12551 und plJ10257 gearbeitet, die Uber verschitidene
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Stellen in das Genom integrierén.4, Vektorkarten inKapitel6.2.4 und 6.2.5 und so die
konstitutive Expression von zwei verschiedenen -Bipkinen im gewdahlten Stamm
Hintergrundermoglichen. Eine vollstandige Auflistatigr erzegten Mutanten ist iTabellel5

und Tabelle16 zu finden.Es wurden verschiedene Variationen \apPlund clpP2in die
genannten Plasmide eingebracht, um eine konstitutive Expression vom ersten (ClpP1llang,
ClpP2lang) sowie vom zweiten StartcodonROkprz, ClpP2kurz) zu erreichen. Des Weiteren
wurden Varianten mit einem Hjslag fir erweiterte WesterBlotAnalysen (zB. ClpPHis)
konstruiert.

4.5.2.3 Analyse der erzeugten S. lividans-dfipfPantenstamme mittel¥Vestern Bt

Um die Anwesenheit bzw. Abwesenheit von &pReinen in den jeweilige8. lividang'K24
Mutanten zu bestétigen sowie ihre Prozessierung zu detektieraden Western BleAnalysen

mit Zellextrakten dieser Stimme durchgefikig in3.4.1und 3.4.2beschrieben. Es wurde ein
polyklonale Hasenranti-Streptomyces ClpP1Antikdrper verwendet der allerdings nicht
vollkommen spezifisch fir ClpP1.igt Western BleAnalysen mit Konzentrationsreiheon
isoliertem ClpP1CIpP2 und ClpBepkonnte gezeigt werden, daser anti-ClpP1Antikorper
auch, rund zehnfach schlechter, an ClpP2 unds&ihdet. Ebenso ist er in der LagpP3zu
binden Hierfur wurdeldie Affinitét im Vergleich zu ClpP1 niatit der Grundlage von gereinigten
Proteinenbestimmt jedoch fiel auf, dasgdie ClpP3 Bandeach Inkubation mit dem arGIpl
polyklonalen Serundeutlich starker hervarat als die von ClpPDer ebenfalls verwendete
polyklonale Haseanti-Streptomyce€lpP3Antikdrperhingegen bindet spezifisch nur an ClpP3.
Diese Eigenschaften zeigten sich von Vorteil fir die durchgefuhrten Analysen, da so fur alle
getestet Stimme ein Proteinbandenster detektiert werden konnfezon dem Riickschligsauf
Prozessieruren, Interaktionen undlie Proteaseaktivitéat der beteiligten Cipriantergezogen
werden konntenHier ist anzumerken, dass sich die Bandenstarke derHoipBloge ClpP2,
ClpRpep und ClpP3, die unspezifisch durch den -@ipP1Antikdrper detektiert wurdn,
mitunter in verschiedenen Bioreplikat derselben Probe auf verschiedenen Western Blots
unterschied. Eine eindeutige Erklarung wurde dafur nicht gefunden. Die Antikdrperldsung
(1:2000 bzw. 1:®00 in PBST mit 5% Milchpulver) wurde fiir bis zu dreieieBtotsin Folge
verwendet und stellte damit eine mogliche Varialade evas sich bei der Detektion d&estern
Blots aber riht eindeutig bestatigen liel3

LY RSy ¥2t3SyRSy ! 60Af Rdzy3ISy GANR a/ Lt a I dza
abgekurzt.

In einer ersten Versuchsreihe wurden digdpP1 und pclpPP2Mutanten mit dem Wildtyp
verglichen und durch Komplementierung mit Plasmiden zur Expression der kurzen und langen
Proteinvarianten (ClpP1kurz, ClpP1lang, ClpP2kurz, ClpP2lang)hiredersen Kombinationen
versucht, den Zustarich Wildtyp wiederherzustellen.

Im Wildtyp wurde eine einzige Bande mit dem-&iiP1Antikorper detektiert, so dass diese
Bande prozessiertem ClpP1 zugeordnet werden kormibbildung 39). In den Knockout
Mutanten S.lividanspclpPlund S.lividanspclpPP2konnte diese Bande, wie erwartet, nicht
detektiert werden. Dafiir wurde aber eine Bande mit dami-ClpP2Antikorper sichtbardie
ebenfalls etwasschwacher mit dem antiClpP1Antikdrper detektierbar war, undaraufhin
ClpP3 zugeordnet wurde. Eine weitere Bande, die nur im ZellextragtliwitanspclpP1 aber
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nicht vonS.lividansnclpPP2 detektierbar war, stimmte mit der Gr63e von unprozessiertem
ClpP2 UbereinAbbildung39; vgl. ClpP2lang und ClpP2kuraAlbildung40).
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28 kDa p» ClpP2
23,56 kDa D> - ClpP3
ClpP1*
20,96 kDa > | s P —— —
anti-P1
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23,56 kDa D> S e | CIPP3
anti-P3

Abbildung39: Western Blot mit Zellextrakten vé@ lividang'K24 und auf diesem Stamm beruhendggRKnockoutMutanten.

Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen HasgStreptomycesClpP1Antikorper (antiPl), untere Reihe:

Detektion mit einenpriméaren polyklonalen Hasemti-Streptomyce€IlpP2Antikdrper (antP3).Prozessierte ClpProteine sind mit

einem Stern gekennzeichn&chwarze Pfeile zeigen die Laufhdhe der 28Bdbale des Markers gi$eeBlue Plus2 Ps¢ained

Protein Standand grae Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligéio@iplegs.

Dieses Ergebnis bestétigt die bereits publizierten Erkenntnisse, dass ClpP1 und ClpP2 zusammen
den Transkriptionsaktivator PopR a@fzP3clpP©Operons abbaue(Viala and Mazodier, 2002)
Sobald ClpP1 nicht mehr exprimiert wur@diyidanspclpPlund S.lividanspclpPP2 konnte

PopR, trotz Anwesenheit von ClpP2, nicht mehr abgebaut werden, so dass ClpP3 exprimiert
wurde und detektiert werden konnte. Hier ist anzumerken, dass die Expression von ClpP3 im
weiteren Verlauf dieser Arbeit alsoBiarker fur einen proteolytischen Abbau von PopR und

somit fUr die Entstehungreés aktiven, funktionalen ClpfElPP2Komplexes angesehen wurde.

BeinclpP3und nclpP34 KnockouwtMutanten konnte im Western Blaohit den beschriebenen
Antikdrpernkeine Veranderung im Vergleich zum Wildtyp detektiert we(débildung39).

P2lang-His

N
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P2lang

P2kurz-His

245

kDa

235

215 P

20,5
Abbildung40: Erwartete GroRen der ClgRoteine inS. lividan§K24 und den in diesem Stammhintergrund erzeugten Knockout
Mutanten sowie mit verschiedenen Konstrukeomplementierten Mutanten.rBzessierte ClpRersionen sind mit einem Stern
gekennzeichnet.
Die StimmeS. lividangclpPlund S. lividangnclpPP2 wurden beide mit Konstruktemur
Expression vordpPlkurz und BPlang transformiert. In demclpPXMutanten S.lividans

nclpPH#P1kurzund S.lividanspclpP#P1langwurde durch beide Konstrukte eine vollstandige
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Komplementierung mit Verschwinden der ChigBide und mit vollstandig prozessiertem ClpP1
wie im Wildtyp erreich(Abbildung4l, links.
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Abbildung41: Western Blot mit Zellextrakten va@ lividang'K24 und auf diesem Stamm beruhendggRKnockoutMutanten.

Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen HasgiStreptomycesClpP1Antikorper (antiPl), untere Reihe:
Detektion mit einem priméaren polyklonalen Haseni-Streptomyce€IpP3Antikorper (antP3). Alle verwendeten Konstrukte zur
Komplementierung beruhen auf dem Plasmid plJ12551 (Leervektor), afp@erwom ersten (Pllang) oder vom zweiten (P1kurz)
moglichen Startcodon bzw. das vollstandip® 1clpPDperon (P1RDperon) kloniert wurderfrozessierteClpRPProteine sind mit

einem Stern gekennzeichnet. Fiur ClpP3 ist keine prozessierte Form b8kamrarze Pfeile zeigen die Laufhthe der 288dbae

des Markers aifiSeeBlue Plus2 Pstained Protein Standgrdyraue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht
des jeweiligen ClpRomologs.

Die Proben der komplementiertepclpPP2Mutanten S.lividans pclpPP2+P1kurz und
S.lividansnclpPP2+P1langviesen beide eine ClpHBande derselben GrolRe auf, die hoher lief
als die ClpRBande imWildtyp, inden MutantenpclpP3P1kurz unghclpPHPllang sowider

mit dem gesamterclpPlclpPDperon komplementierten Mutante pclpPP2+P1P20peron
(Abbildung 41, rechty. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass in beiden Stammen
unprozessiertes ClpP1 vorjagelches aufgrund der identischen GréfZe in beiden Stammen vom
sellken Startcodon exprimierturde.Somit konnte belegt werden, dass die Translation von ClpP1
in S. lividansTK24 vom zweiten Startcodon beginnt, da nur diesdseiden Konstrukten

vorkommt und dass eine Prozessierung ClpPhur inAnwesenheit von ClpRadglich ist.

Des Weiteren war in beiden Stamme.lividans pclpPP2+P1kurz und S.lividans
nclpPP2+P1langeine ClpPBande detektierbafAbbildungdl, rechty. Somit war ClpP1 alleine
weder in der Lagesich selbst zu prozessieren, noebpR, den Aktivator der ClpP3@pP
Expressiorgbzubauen. DdurchkonnteClpP3 exprimi¢ und detektiertwerden Lediglich durch
Komplementierung mit dem vollstandigesipPlclpPDperon §.lividans pclpPP2+PP2
Operon)konnte diesunterbunden werdenwasdie Notwendigkeivon ClpP1 un@IpPZXur die
Bildung eines proteolytisch aktiven Komplaxestatigt(Abbildung4l, rechtg. Die in der Zelle
vorhandenen ClpPlomologe CIpP3, CIpP4 und ClpBBheinen keine geeigneten
Interaktionspartner fur ClpPAim Abbau von PoR sein.

DienclpPP2Mutante wurde imnachsten Schritinit beiden Konstrukten zu@lpP2Expression
transformiert, resultierend i%.lividanspclpPP2HP2kurzund S.lividanspclpP P2+P2lang Wie
bereitsnach DetektiomesWestern Blots mib. lividangiclpPlangenommerwurde (Abbildung

39), konnte keine ClpR¥ersion in Abwesenheit von ClpP1 durch den Abbau von PopR ein
Verschwinden der Clpfande vermittelffAbbildung42, links.
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Abbildung42: Western Blot mit Zellextrakten va@ lividang'K24 und auf diesem Stamm beruhendggRKnockoutMutanten.

Obere Reihe: Detektion mit einem priméarpalyklonalen Haseanti-Streptomyce<ClpP1Antikdrper (antiP1), mittlere Reihe:
Detektion mit einem priméaren polyklonalen Hasei-Streptomyce€IpP3Antikdrper (antiP3), untere Reihe: Detektion mit einem
priméaren polyklonalen Maeenti 6xHistidiPAntkorper (antiHis). Konstrukte zur Komplementierung mipP1beruhen auf dem
Plasmid plJ12551, Konstrukte zur Komplementierunglpf@beruhen auf dem PlasthplJ10257.1®zessierte ClpProteine sind

mit einem Stern gekennzeichnet. Fir ClpP3 ist kmioeessierte Form bekanrchwarze Pfeile zeigen die Laufthohe der 28 kDa
Bande des Markers afSeeBlue Plus2 P3¢ained Protein Standgrdgraue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete
Molekulargewicht des jeweiligen Clplemologs.

Durch kombinierte Koptiementierung denclpPP2Mutante mit ClpP1kurz und jeweils einer
ClpP2Version §.lividans pclpPP2+P1kurzP2kurzund S.lividans nclpPP2+P1kurzP2lang
wurde ersichtlich, dass die Wildtgituation nur mit ClpP2lang erreicht wigbbildung42,
Mitte). Nur in Gegenwart von ClpP2lang kam es zu einer vollstandigen Prozessierung von ClpP1
und dem vollstdndingen Verschwinden der ClpP3d&adie einen effizienten Pogtbbau
impliziert. Zwar ist eine Teilprozessierung von ClpP1 auch mit ClpP2kurz sibbttier RopR
Abbau scheint erschwert oder vollstandig unterbunden, da die ®&pR&e weiterhin prasent
blieb. Durch die Transformation mit Clp¥&sionen mit @erminalen HisTags wurde
ersichtlich, dass beide, ClpP2kHiiz und ClpP2lardis, in Anwesgheit von ClpP1 prozessiert
werden, so dass die Lange de§é&tminus von ClpP2 zumindest fir seine Prozessierung nicht
entscheidend zu sein scheidthbildung42, rechtg. Die mit einem HjsTag versehenen ClpP2
Konstrukte zeigen zudem noch eimal deutlich, dass #erniNnalen Prozessierung von ClpP2

die Anwesenheit von ClpP1 erforderlich ist.

Zusammenfassend wurde also zum Einen die Hypothese bewdsssndie Expression von ClpP2

am ersten Startcodon beginnt undwufllerdem Dbestatigt, dassClpP1 und ClpP2
Interaktionspartner sind, die beide vorhanden sein missen, um die Knddltarte zurtick

zum WildtypZustand zu komplementieren. Obwohl auch die vetkiClpP2/ersion eine
langsame Prozessierung von ClpP1 und ClpP2 méglich machte und somit zur Interaktion mit
ClpP1 fahig sein muss, scheint der verlangeitemhinus von ClpP2lang eine wichtige Funktion

zu erfillen, die die Prozessierwan ClpP1 un€IpP2 sowiden PopRAbbau autlasWildtyp-

Niveau beschleunigt.
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4.5.2.4 Western BloAnalyse mit ClpPRunktionsverlustmutanten

In einem weiteren Experimesbllten die Auswirkungen untersucht werden, wenn ClpP1 nicht
mehr mit den ClATPasen interagieren kann odseine katalytische Aktivitat verliert. Dazu
wurden, aus Grinden der Zweckmafigkeit, Konstrukte zur Expressign hamaiiensi€lpP1
(SHP1)genutzt, da Konstrukte mit den nétigen Mutationershi?1 bereits von Laura Reinhardt
aus unserer Arbeitsgrupgér andere Experimente hergestellt worden waten als Template
fur die Amplifikation von mutierteBhclpP4Genen genutzt werden konnteRur Inhibierung der
Bindung der CH\TPasen wurden drei konservierte Aminosauren ausgeta(@etitHyP: Y62Y,
Y64V,Y84V) die zur sogenannten-Plocket gehdren und fur die Bindung der-&lpPasen
unbedingt notwendig sinfLee et al., 2010; Li et al., 2010n die katalytische Aktivitat von
SICIpP1 zu unterbinden wurdein Aminosaureaustausch des Ster katalytischen Triade
vorgenommen $HP1Cat S100A Die erhaltenen Konstrukte wurden in S.lividans
nclpP1P2P2lang undS.lividanspclpP1P2P2langHiseingebracht

In Western Blots mit Zellextrakten v&ilividansnclpP1P2SHP1CatP2langbzw. P2langdis
wurde durch das For#stehen der ClpPBande Klar ersichth, dass sich durch den
Aminosaureaustauscltin der katalytischen Triade vo8HP1Cat, trotz Anwesenheit von
funktionalem ClpP2, kein proteolytisch aktiver Komplex bilden konnigaslanutierteClpP1
keine proteolytische Aktivitdt mehr besitZbpildung43, rechty. Somit wurde bestatigt, dass
nicht nur die blof3e Anwesenheit von ClpP1, sondern auch sein proteolytisches Potential fir die
physiologische ClgRunktionalitat essentiell sind.
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Abbildung43: Western Blot mit Zellextrakten véh lividanSCIpP 1FunktionsverlustmutanterDbere Reihe: Detektion mit einem
primaren polyklonalen Hasemti-StreptomycesClpP1Antikérper (antiP1l), mittlere Reihe: Detektion mit einem priméren
polyklonalen Haseanti-Streptomyce€IpP23Antikdrper (antiP3), untere Reihe: Detektion mit ein@niméaren polyklonalen Maus
anti-6xHistidinAntikdrper (antiHis). Konstrukte zur Komplementierung mipP1beruhen auf dem Plasmid plJ12551, Konstrukte
zur Komplementierung mitlpP2 beruhen auf dem Plasmid plJ10257ro#essierte ClpProteine sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Fur ClpP3 ist keine prozessierte Form beBahmtarze Pfeile zeigen die Laufthohe der 288dbale des Markers
an(SeeBlue Plus2 Pstained Protein &bdard, graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen
ClpPHomologs.
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WahrendSHP1Cat nicht prozessiert wurde, fand aber eine fast vollstandige Prozessierung von
ClpP2langdis statt. Diese konnte in Abwesenheit v8hP1Catbzw. ClpP1 Slividans
nclpP1P2P2langHis Abbildungd?2) nicht beobachtet werden und schien somit unabhangig von
der proteolytischen Aktivitat von ClpP1 stattzufinden, aber dennoch die Anwesenheit von ClpP1
zu erfordern. Dies kdnnte darauf hindent dass ClpP2 nach Bildung eines Komplexes mit ClpP1
in der Lage ist, sich selbst zu prozessieren.

Bei der gemeinsamedfxpression vo8HP1Hyp, an das keine €A Pasen mehr binden kdnnen,

mit ClpP2langdis in S.lividans pclpPP2 (S.lividans nclpP1P2SHP1Hyp-P2langHis) konnte
ebenfallskeinKompexmehr gebildet werdender zum Abbau von PopR in der Lage(@pP3

blieb bestehen) (Abbildung 43, Mitte). Allerdings konnte neben einer vollstandigen
Prozessierung von ClpP2lgtig eine Teilprozessierung @iP1Hyp beobachtet werden. Somit
schien auch in diesem Fall ein Komplastandenzu sein, der aber durch den Verlust der-Clp
ATPaseiBindung an ClpP1 den Grolf3teil seiner Funktionalitat verloren hat.

Die Aminosauresequenzidentitaten zwischen 8ehawaiiensisnd S.lividansClpRPHomologen
sind zwar sehr hoch, jedodbt zu bedenkendassin den in diesemAbschnitt (4.5.2.9

beschriebenen Experimentetie Interaktion zwischen ChfRRoteinen aus zwei verschieden

Organismen untersucht wurdg(ClpP1 auss. hawaiiensisund CIpR aus S. lividang. Daher
sollten diehier beschriebenen Beobachtungen migfektmutanten irg.lividansClpP lbestatigt
werden, was im Rahmen dieser Arlaeis Zeitgriindenicht mehr erfolga konnte

4.5.2.5 BioassayAnalyserder clpPKnockouMutantenzur ADEfSensitivitat
S. lividandutanten, die kein Plasmid tragen und somit keBrdektion auf eirntibiotikum
bendtigen wurden in Bioassays gegénhawaiiensi@.1.3.3 getestet.

Wahrend durch Knockosivon clpP3oder clpP3clpP4eine Veranderung der ADBSEnsitivitat
im Vergleich zum Wildtyp auftrat, wurde durch Verlust eipPlallein oderclpPlclpP2ine
ADERHochesistenz erzeudivgl. S. hawaiiensialsintrinsisch resistenteStamm inAbbildung
44).

S. hawaiiensis

Fokog s QJ&Q ?*\‘ sios

Abbildung44: Bioassay zum Test der AB&Edsitivitat verschiedenetpRKnockoutMutanten gegen den A54556 ADE&Mplex,
sekretiert vorS. hawaiiensisStamme ohne Genusnd Spezie8ezeichnung beruhen alle &iflividangK24.

Die komplementierten Mutanten wurden in Bioassays gegen reines ADEP1 (8tése)),
wodurch der Effekt von ClpP1l auf die ABEdnsitivitdt ebenfalls bestatigt werden konnte
(Abbildung45). Fur dienclpPXMutante war aus Western Blétnalysen bekannt, dass ClpP2,
ClpP3 undsomit héchstwahrscheinlich auatias mitClpP3in einem Operon liegende ClpP4
exprimiert werden. Da das Wachstum getpPXMutante durch ADEP1 nicht inhibiert wurde,
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kann also geschlussfolgert werden, dass, mit Ausnahme von ClpP1, alldoi@tpége
unempfindlich gegeniber ADEP1 sirfBlomit scheint ClpP1 das einzige durch ADEP
deregulierbare ClpfHomolog inS. lividansTK24 zu seinDies konnte ebenfalls durch die
Komplementierung demclpPP2-Mutante mit clpP1 gezeigt werden, da inS.lividans
nclpPP2+P kurzeine ADERSensitivitat durch die Expression von ClpP1, unabhangig von seinem
physiologischen Partner ClpP2, vermittelt wird.

20 pg of ADEP1

oo BoRo

A
\&* QQ \Q o ’\Q
N Wor® VGQ? v"\Q o‘"

x

\QQ\'b“ bC’:Q ::;:9

Abbildung45: Bioassay zum Test der ABEsitivitat verschledendxomplemenuerters lividang K24clpP-KnockoutMutanten
gegen 2Qug ADEP1.

Grundsatzlich konnte eine ADEPnstivitat in allen ClpRkprimierenden Stdmmen
(S.lividansTK24, S.ividans npclpP®#P1lkurz, S.lividans nclpP1R+P1kurz S.lividans
nclpPP2+P1P20Operon) detektiert werden, wéhrendalle Stamme ohne funktionales ClpP1
(S.lividans nclpP1 S.lividans nclpPP2, S.lividans pclpPP2tPdang eine ADEFResistenz
zeigten Abbildung 45).Somit kann die intrinsische ADE®sistenz des ADEP
Produzentenstammes nicht ausschlie3lich durch Expression von-rédihten ClpP
Homologen (z. B CIpP3 und ClpP4) erzeugt werden, sondern muss gleichzeitig durch eine
Detoxifizierung von ClpP1 erfolgen.

4.5.3 ClpRpepvermittelte ADEHResistenz in Streptomyceten

Wie bereits in Kapitel.4 beschrieben, wurde bei der Analyse deleBGC kein Resistenzgen
und auch kein Exportén unmittelbarer Ndhe zu deniddynthesegenen gefundeneiBler
Untersuchung der upstream und downsream-Regionerkonnte aber4,8 kb downstream des
BGG das clpRHomolog clpRoeridentifiziert werden Durch gine Nahe zum BGC, dem
Wirkmectanismus von ADEP an ClpP uncedetgreiche heterdogen Expression desde BGC

in S. coelicolorM1146 in Gegenwart vonclpPep (Elizabeth Culp Gerard D. Wright;
unverdffentlicht)qualifiziere es sich als potentielles Resistenzgen gegen ADERsawaiiensis

4.5.3.1 Expression von Clpledn verschiedeneStreptomycespezies

Um ClpRoer auf seine ADEResistenxermitteinden Eigenschaften zu testen, wurdas
clpRoerGen aus S. hawaiiensis in  den E. coli/StreptomyceShuttleVektor
L} 9 ¢ mp H S NXkBrfientund s6 Rritek Kontrolle des konstitutivermE -Promotorsin S.
lividans TK24,StreptomycesoelicolorA3(2) und Streptomyces griseud/aksmanexprimiert
(Vektorkarte in6.2.3. Die Stamme wurden imBioassay gegen den vonS.hawaiiensis
sekretierten A5455&xtrakt getestet3.1.3.3 und zeigten eine deutlicleDERnNsensitivitat da
sie, im Gegensatzum Wildtyp und zur Leervektanktrolle, bis an den ADHRoduzenten
heranwachsen konnten Abbildung 46). Somit scheint ClpBer in  Streptomyces
speziesnabhéngig als Resistenzfaktor zu fungiereis.BaiseukeinclpP3clpPOperon besitzt,
lasst sich eine Beteiligung diegddERnsensitivercipRHomologe am Resistenzmechanismus
zumindest fuIS. griseusausschlieRen.
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Abbildung46: Bioassay zum Test der AEEsitivitat verschiedenefpRDFptragenderStreptomyceaAutanten gegen den A54556
ADERKomplex, sekretiert vof. hawaiiensiseervektorLJ 9 ¢ M p HHENNIYV,Rgee pSET152¢IpBer

Um einen mdoglichen Einfluss der GlgFE)ression auf die Expression uSdabilitat der

anderen ClpfProteinein den erzeugten Mutantesowie inS. hawaiiensigu untersuchen,

wurden Zellextrakte der im Bioassay getesteten StamritelsnWestern Blots analysiert
(Abbildung47).

& 4
¢ S Qw &
< ¥ & & o Q¥
OO R N A S A S AP NN
\\4 W W W L ) 9 & QO §
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28 kDa P>

2096 kDa | HHD - - B e o BB ... ... | ClpP1*
anti-P1

anti-P3

Abbildung 47: Western BlotAnalyse verschiedenalpRuoertragender Streptomycedlutanten im Vergleich zu den jeweiligen
Wildtyp-Stammen unds. hawaiiensisS.haw: S. hawaiiensiS§. liv: S. lividangK24;S. coel: S. coelicolaB(2); Wt: Wildtyp; leer

LY 9 ¢ mp H S NY @pPp PFERIS2cIpFE: Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen Haseén
Streptomyce€IlpP1Antikorper (antiP1), unere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen HasgirStreptomyce€IlpP3

Antikorper (anti-P3).Schwarze Pfeile zeigen die Laufhohe der 28Hdbale des Markers ai$eeBlue Plus2 P&¢ained Protein

Standard, graue Pfeile mit schwarzem Rand lia®chnete Molekulargewicht des jeweiligen GHmPnologs.

Bei keinem der getesteten Stamme wurde ein Signal mit derCharRBANtikérper detektiert,

womit eine Beteiligung von ClpP3 darch ClpRbepvermittelten Resistenzmechanismus gegen
ADERiIcht nurfur S. griseussondern aucfiir die beiden weiterergetesteten Spezieswie flr
S.hawaiiensisausgeschlossen werden konnte. Mit dem -&iiP1Antikdrper wurden allen
Probereine pragnante Bande detektiedige in vorherigen Western Blo%%.2.3 prozessierten

ClpP1 zugeordnetverden konnte Bei allen ClpBerexprimierenden Stadmmen, inklusive
S.hawaiiensis trat au3erdem eine etwas hoéher laufende, zweite Bande aufSbegriseus
pSETcIpPADEP schwacher und diffus), die entweder eine (aufgrund der Gréf3e vermutlich
prozessierte) Form von ClpR-oder, abgeleitet vom Bandenshift im Vergleich zur prozessierten
ClpP1Bande, auch unprozessiertes ClpP1l sein kdnnte (vgl. unprozessiertes ClpPlkurz in
Abbildung41 und Abbildung48 sowie unprozessiertes Chpiedn Abbildung48). Um diese und
weitere Fragen beziglich des Resistenzmechanismus zu beantworten, wurden umfassende
invivoExperimente zur ClpReExpression irS. lividansTK24 und den in diesem Stamm

erzeugtenclpRKnockoutMutanten durchgefiihrt.
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Abbildung48: Emartete GrofRen de€lpRProteine inS. lividand K24 und den in diesem Stammhintergt erzeugten Knockout
Mutanten sowie mit verschiedenen Konstruktkomplementierten Mutanten. i®zessierte ClpRersionen sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Clpfxkurz ist eine um 23 Aminosauren verkirzte Version vonclip8ie erzeugt wurde, um die Lage der
Prozessierungsstelle durch GréRenvergleiche im WeBtetrabzuschatzen.

4.5.3.2 Kontrollierte Expression von Gigien S. lividan$K24 unalpRKnockoutMutanten

Mit Hilfe einerS. lividansTK24Mutante, bei der die ClpBepExpression durch einetipA-
Promotor regulierbar igfS. lividan®lJ6902clpfey, konne die ADESensitivitdt des Stammes
in Abhangidkeit von der Expressionsstarke von GépPuntersucht werdenDazu wurdeS.
lividans plJ6902clpkerin Bioassays bei steigesrd Induktorlonzentrationen (€20 pg/ml
Thiostrepton) gegen 10 pg ADEP1 getedieAbbildungd9 veranschaulichen die mit steigender
ThiostreptonKonzentration immer kleiner werdenden Hemmhoéfe die zunehmende -ADEP
Resistenz voB. WidansplJ6902clpedei zunehmender Expression von GipR

S. lividans plJ6902¢lpP spep

ClpPapep
Expression

o b

pg/ml Thiostrepton

S. lividans plJ6902

Abbildung49: ADEFSensitivitat einer induzierbaréh lividanslpRoesMutante S. lividanplJ6902clpkyer obere Reihe) sowie einer
Leervektorkontrolle §. lividans plJ6902, untere Reihe). Die Stamme wurden auf MdilgonAgar mit variierenden
Induktorlonzentrationen kultiviert und gegen 10 ug ADEP1 auf Papierfiltern getestet.

Bd einer Western Blefnalyse miZellextrakten vois. lividanglJ6902clpferdie aus Kulturen
gewonnen wurden, dieebenfalls mit steigenden Thiospton-Konzentrationen angezogen
worden waren konnte eine stetige Zunahme des Signals der bereitkapitel 4.5.3.1
beschriebenenzusatzlichen Bande beobachtet werdé@ibbildungs0).

Um zu testen, ob es sich bei dieser Bande um das ansteigend exprimiere-FOiget
maoglicherweise um eine unprozessierte Form von ClpP1 handelt, wurde ein weiteres Konstrukt
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zur induziebaren Expression von ChgBmit Gterminalem HisTag erzeugt (plJ6902chkpk-

His, Vektorkarte i6.2.2.9. Dieses Konstrukt wurde $1 lividan§ K24 sowie in dieclpPt und

die pclpPP2Mutante eingebracht und Zellextrakte ohne (0 pg/ml Thiostrepton) oder mit
induzierter ClpkberExpression @ pg/ml Thiostrepton) in Western Blots getestblpildung

51).

Far die im WildtyfHintergrund Clpkeroder ClpRoepHis exprimierenden Stamme.(lividans
plJ6902clpRerund S. lividanglJ6902clpkyerHis) konnte mit einer Bande flr prozessiertes
CpP1 und der beschriebenen zusatzlichen Bande ein einheitliches Bandenmuster detektiert
werden Abbildung51A). Da ClpkerHis aufgrund seines hoheren Molekulargewichtes im
Vergleich zu ClpBeprals héher laufende Bande detektierbar sein softeb{ldung48), wurde

dies als erstes Indiz daftr gewertet, dass es sich bei der zusatzlichen Bande nichigam ClpP

bzw. @PapepHishandeln kann.
S. lividans plJ6902¢lpP 4pep

20,96 kDa >| we- . N SRR | ClpPT

anti-P1

anti-P3

0 25 53 10
Mg Thiostrepton

Abbildung50: Western BlofAnalyse von Zellextrakten vBnlividanglJ6902clpkyer die mit variierenden Induktodhnzentrationen

kultiviertworden sind0-10 pg/ml Thiostrepton). Obere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen-&fas8ireptomyces
ClpP1Antikdrper (antiP1), untere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen HageBtreptomyceLIpP3Antikdrper

(anti-P3).Schwarze Pfeile zeigen die Laufhohe der 288dbale des Markers §8eeBlue Plus2 Pe¢ained Protein Standgrgjraue

Pfeilemit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligerl@ipstogs.

Bei der Expression von Clpi oder ClpRoerHis im pclpPXStamm wurde dieser
GroRenunterschied von ClplRezu ClpkberHis detektierbar, da der ar@lpP1Antikorper
aufgrund von fehlendem ClpP1 unter diesen Bedingungen unspezifisch apepPaperHis
und ClpP3 bandApbildung51B). In der hier gezeigten Testreilmurde @PapepHis leider
wesentlich schwécher detektiert als Giglg moglicherweise durch eine geringere Expression,
durch eine geringere Affinitdt des Antikorpers zum-gsaggten Clpi3eroder durch eine
schlechte Ubertragung des Randbereichs vonSRSPAGE auf die Nitrocellulosemembran.
Durch das Wiederholen desAbbildung52B gezeigten Western Blots mit der doppelten Menge
an Zellextrakt konnte ein eindeutiges Ergebnis erzielt wersgniliung63).

Beim Vergleich der Laufhélder ClpkberBande imAbbildung51B mit der zusétzlichen Bande im
Western Blot irAbbildung51Awurde deutlich, dasss sich bei dieser nicht um CGlp#handeln

kann. Demnach entspricht diese Bande hdchstwahrscheinlich unprozessiertem ClpP1, so dass
ClpP1 in Anwesenheit von GlpRlangsamer oder vermindert prozessiert zu werden scheint.

Es konnte auRRerdem fiur die induzierten Proben SotividangiclpP1plJ6902clpkerund S.
lividans pclpP1 plJ6902clpRerHis im Vergleich zu den Proben ohne Induktor ein fast
vollstandige¥/erschwinden der ClpHBande beobachtet werden. Interessanterweise trat dieser
Effekt der ClperExpression auf ClpP3jimipP1P2Stamm aber nicht aufApbildungs10). Hier

wurde fir die induzierten Proben eine starke Expression von ClpP3 mit dem spezifisehen anti
ClpP3Antikorper als auch mit dem unspezifisch bindendenGiptP 2Antikdrper detektiert.
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Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dassagdgbzw. QoPapepHis allein §. lividangiclpP1P2
plJ6902clpRyer bzw. S. lividansnclpP1P2pll6902clpRerHi9 nicht in der Lage ist PopR
abzubauen, so dass die Clgghde bestehen bleibt. ClpP2, welches injudpP Stammers.

lividanspclpP1plJ6902clpkyerbzw. S. lividangiclpP1plJ6902clperHisweiterhin exprimiert
wurde, scheint somigin potentieller Interaktionspartner fur Clgl2¢ClpRperHis zu sein und
gemeinsam mit ClpBeden PopRAbbau zu vermitteln.
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Abbildung51: Induzierte Expression von Cip&(Papeg bzw. ClpkberHis (PaperHis)in A) S. lividang' k4 (Wildtyp) B) S.lividans
nclpP(nclpPund C)S. lividangclpPP2(nclpPP2). Zellextrakte wurden aus Kulturen hergestellt, die fir zwei Tage ohne Induktor
(-) oder mit 20 pg/ml Thiostreptof¥) angezogen wurden. Stamme mi)6902 dienten als Leervektorirolle. Obere Reihe: Die
Detektion erfolgte mit einem priméren polyklonalétaseranti-StreptomycesCIpP1Antikdrper (antiPl); untere Reihe:Die
Detektion erfolgte mit einem primaren polyklonalen HaaptiStreptomycesClpP2Antikérper (antiP3). Die aufgetragene
Praeinmenge pro Extrakt betrug %@. Einzige Ausnahme stellteie &xtrakte de6. lividangiclpPP2Mutanten dar, da hier mit
50 pg kein Signal detektiert werden konnte, sesdd00 pg (an®3) bzw. 300 pg (arfilund antiHis) aufgetragen wurdenD)
Zellextrakte alleclpPaperHistragendenStammewurden mit einempriméren polyklonalen Maeenti 6xHistidipAntikdrper (anti
His) detektiert. Um den Bandenshifton ClpRoerHis durch das Ausbleiben der ProzessierungSinlividanspclpPP2 zu
verdeutlichen, wurden die induzierten Proben rechts ein zweites Mal digbkineinander aufgetrageRrozessierte ClpProteine
sind mit einem Stern gekennzeichngthwarze Pfeile zeigen die Laufhdhe dek2@Bande des Markers g&eeBlue Plus2 Pre
Stained Protein Standgrdyraue Pfeile mit schwarzem Rand das berechvietekulargewicht des jeweiligen Cliplemologs.

Fur Clpkberbzw. ClpRepHis konnte impclpP1PHintergrundim Gegensatz zumclpPt
Hintergrund mit dem anClpP2Antikorper kein Signal detektiert werden. Da die Anwesenheit
von ClpRoepHis inS. lividangiclpP1P2plJ6902clpkyerHis mit einem spezifischeanti-His-
Antikorper bestatigt werden konnte, passiert dies entweder durch ein geringeres
Expressionslevel im Vergleich zpoipP1Stamm oder durch eine hdhere Affinitdt des anti
ClpP1Antikorpers fUrClpP3 als fur Clpis so dass ClpRererst detektiert werden kann, wenn
ClpP3 nicht in groRen Mengen im Zellextrakt vorhandemsiildung51D).

Bei der Detektiorder clpPaperHisMutanten aller Stammhintergriindemit einem anti-His-
Antikorper wurde ein GroRenunterschied zwischen GilpiHis im Wildtyp und pclpPZt
Hintergrundim Vergleich zunmclpPP2Stamm deutlich Abbildung51D). Somit scheintie
Anwesenheit von ClpR2sammen mit ClpBe,ClpRperHisneben dem PopfRbbau auch eine
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Prozessierung von ChpRéClpPaperHiszu ermdglichennteressant war an dieser Stelle, dass die
Prozessierung von ClpleeHis im Wildtyp, also in Anwesenheit von ClpP1, ClpP2 ung&sIpP

His, ineffizienterzu sein schien, als in daclpPtMutante ohne ClpPlerkennbar an der
schwachen Bande von unprozessierten GlgRlie in Gegenwart von ClpP1 sichtbar bliBBs

liel3 eine Analogie zur verlangsamten Prozessierung von ClpP1 im Wildtyp bei Expression von
ClpRpefClpRoerHisvermuten.

Basierend auf diese Ergebnissen wurde die Hypothese aufgestellt, dassdedfiei der
Resistenzvermittiungermutlich mehrere Aufgaben in dgelle erfillt. Aus den Western Blot
Analyserder Zellextrakte voB. lividanglJ6902clpkes(Abbildung51A) wurde ersichtlich, dass

das ADERensitive ClpPudnter den getesteten Bedingungen immer prasetnimslin Gegenwart

von ClpRoepnicht abgebaut wird, m die Zelle vor dem Einfluss von ADEP zu schiitzen. Somit
muss es auf eine andere Art und Weise detoxifiziert werden, hdchstwahrscheinlicleiderch
Interaktion mit Clpker die zu einer Verzégerung der Prozessierung von ClpP1 als auch vo
ClpRoerselbst fuhrt.

Auf der anderen Seite muss dphysiologische Funktion der @Haschinerie trotz des
awdzKA3adSttSyaa @2y [/ fLXtwm ¢SAGSNI -Inseisitivitaf Sy @
nicht exprimiert werden wenn Clpkber im WildtypHintergrund prasent ist, mussler
TranskriptionsaktivatoPopR effizient abgebaut werden. BeluzierterClpRpoerEXpression im
nclpPXHintergrund wurde im Westernld ein Verschwinden der ClpiBande beobachtet,
allerdings nicht imclpPP2Hintergrund(Abbildungs1Bund Q. Dies deutet auf eine Interaktion

von ClpRoeamit ClpP2 als neueartner anstelle von ClpP1 hin.

In Folgeexperimenten sollten diese Hypothesen durch kombinierte Expression der mdglichen
Interaktionspartner in de8. lividan&nockoutMutanten bestatigt werden.

4.5.3.3 Kombinierte Expression von GigRund ClpP1

Um Hinweise auf eine mdgliche Interaktion ¥&pRpepmit ClpP1 alsletoxifizieremer Anteil
des Resistenzmechanismus erhaltensollten diese zusammennabhangig von ClpP2, $h
lividansnclpPP2exprimiert werden.

Wie in Kapite#.5.2.3gezeigt werden konntést der physiologische Translationsstart von ClpP1
das zweitaler beidermdglichan Startcodos. Konstitutiv von einem Plasmid exprimiertes ClpP1
wird im pclpPP2Hintergrundnicht prozessiert, da ClpP2 als Interaktionspartner fidt
ebenso konnte die Anwesenheit von ClpP3 nachgewiesetien, was den Abbau von PopR
durch CpP1 allein ausschlie®Abbildung41l). Eine ahnliche Situation wura@eich fir Clpkep

bei induzierter Expression iptlpPP2Hintergrund beobachtet, welches Abwesenheit von
ClpP2 ebenfalls nicht prozessierirdeund auch kein Popabbaute(Abbildung51CundD).

Umzu testenob sich die Anwesenheit v&@ipRperauf denExpessionsstart von ClpP1 auswirkt
sowie zur Bildung eines proteolytisch aktiven Komplemdssomit zur Prozsgrungder ClpP
Homologeoder zum Abbau von Popétrt, wurden beide Konstrukte zur Expression von ClpP1
(plJ12551clpP1lkurz und plJ12551clpPllang) plJ10257clpBer in S. lividanspclpPP2
kombiniert(S. lividangclpP1P2P1kurzPapep S. lividangiclpPP2+P llangPaoep. Zllextrakte
dieser Stammevurdenin Western Blat getestetin beiden Proben wurde mit dem a@ipP1
Antikorper eine Bande von unprozessiertem ClpP1 detektiert (vgl. Smitlividans
nclpP1P2P1kurz S. lividangiclpP1P2P1lang imMAbbildung52 sowie Abbildung41) sowie mit
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dem antiClpP3Antikorper eine ClpRPBande. Somit kam es in keiner der getesteten
Kombinationen zu einer Prozessierung von ClpP1 oder zum Abbau von PopR. Ebenso wurde die

Expressin von ClpP1 vom zweiten Startcodon (ClpP1kurz) auch in Anwesenheit v@arClpP
bestétigt.
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Abbildung52: Western BlotAnalyse zur Uberpriifung des Effekts dankimierten Expression von @lpkurzoder ClgP1lang und
ClpRoedn S. lividangclpP1R. Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen Hasgistreptomyce€IpP1Antikdrper
(antiP1), untere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen HagéBtreptomyce€IpP2Antikdrper (antiP3).Schwarze
Pfeile zeigen die Laufhthe der RBaBande des Markers afSeeBlue Plus2 P3tained Protein Standgrdgraue Pfeile mit
schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligefi@ipdogs.

e‘oo o 2 Qg\'\‘-’
: & &
,Lp‘? S R LR T
‘2'8 & QP& QV‘& RAKS

x

NI LN Ll '\?q’
Q? Q" Q? \Q" Q? @"

28 kDa P> Cop3

23,56 kDa [> — | LlpFS

CIDP 1" | g —— P
anti-P1

28 kDa P> Ciop3

23,56 kDa P> S ———— D
anti-P3

28 kDa P S
23.15 kDa D —— . - | CIPE apep-miIs
. anti-Hisg

Abbildung53: WesternBlotAnalyse zur Uberpriifung des Effekts denbimierten Expression vaRipP1kurzind ClpRoerHisin S.
lividansnclpPP2.0bere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen HasgiStreptomyce<£IpPAntikdrper (antiPl),
mittlere Reihe: Detektio mit einem priméren polyklonalen Hasamti-StreptomycesCIpP23Antikdrper (antiP3), untere Reihe:
Detektion mit einem priméren polyklonalen Meargi 6xHistidirAntikdrper (antiHis). Schwarze Pfeile zeigen die Laufhéhe der
28kDaBande des Markers aiseeBlue Plus2 Pstained Protein Standgrdgraue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete
Molekulargewicht des jeweiligen ClplBmologs.

In einem weiteren Experiment wurden ClpPlkurz undagdgfis gemeinsam i®. lividans
nclpP1P2xprimiert . livilansnclpP1P2P1kurzPaperpHis), um mit einem antlis-Antikbrper

eine mogliche Prozessierung von GpkHis durch ClpP1 detektieren zu konn&hbkfildungs3).

Die Western BleAnalyse ergab aber keine Veranderung der Bandenhthe im Vergleich zum
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Zellextrakt vors.lividanspclpP1P2PaperHis. Somit konnte durch Kombination von ClpP1 und
ClpRpefClpPaperHis keine Veranderung im Vergleich zur einzelnen Expression der Enzyme
detektiert werden. ClpP1 und ChpB-scheinen daher keinen proteolytisch aktiven Komplex zu
bilden.

Im Gegensatz dazu konnte im Bioassay zur Bestimmung derS&BEvitat ein deutlicher
Effekt bei der Expression von ClpP1 zusammeRIpitoer(S. lividangiclpP1P2P1kurzPapep

im Verdeich zu ClpP1 allein beobachtet werdenKapiteK.5.2.4wurde bereits beschrieben,
dass die Anwesenheit von ClpP1 unabhangig von den anderelrGipinen irS. lividanT K24

eine ADERensitivitat hervorruft Abbildung 45). Im Bioassay mitS. lividans
nclpP1P2P1kurzPapepwurde ersichtlich, dass diese durch ClpP1 vermittelte Sensitivitat bei
gemeinsamer Expression von ClpPlQlpdRpeskomplett aufgehobemvird (Abbildung54).

20 ug ADEP1
12 ]2
\4 \4
DG\Q? N o
x x Q o

Abbildung54: Bioassay zum Test der AEEsitivitat vors. lividangclpP1P2P1kurz und. lividangclpPP2+P1kurzPapergegen

20 ug ADEPL.

Somit muss eine Interaktion stfnden, die aber weder eine Prozessierung noch einen-PopR
Abbau bewirktsondern entweder ADERrch eine hohe Affinitat zu Clgigsvon ClpP1 fernhalt
oder ADEFRaktiviertes ClpP1 durch eine direkte Interaktion von Aohpiit ClpP1 detoxifiziert.

4.5.3.4 Kombinierte Expression von GigRind ClpP2

Analog zu den Experimenten r@iipP1 und ClpBersollten auch ClpP2 und ClpBkombiniert

in S.lividansnclpPP2exprimiert werden, um ae mdgliche Interaktion unabhéngig von ClpP1
visualisieren zu kdnnen.

In vorherigen Zellextraktexperimenten konnte gezeigt werden, dass ClpP2 uwadéClpPoer

His bei jeweils einzelner ExpressignlividangiclpPP2+P2kurzS. lividangiclpPP2P2langS.
lividansnclpP P 2:Papedbzw. S lividanspclpP P2+PaperHis)nicht prozessiert werden und PopR
nicht abgebaut wirdAbbildung42, Abbildung51D). AuRerdem war bereits bekannt, dass nur
ClpP2lang, nicht aber ClpP2kurz, mit ClpP1 zusarameziner vollstdndigen Prozessierung
beide ClpRHomologeundzum PopFAbbau fuhrt(Abbildung4?2).

So wurden Zellextrakte vonS. lividans pclpPP2P2kurzPaper und S.  lividans
nclpPP2P2langPapedn Western Blots analysiert, um auch hier bediglichen Versionen von
ClpP2ClpP2kurz und ClpP2lang) auf ihr Interaktionspotential mit{cipl testen.

Im Western Blot mitZellextrakten vonS. lividans pclpP1P2P2kurzPaperund S. lividans
nclpP1P2P2langPaper konnte eine deutliche Interaktion lediglich zwischen ClpBer und
ClpP2lang beobachtet werden, d&ich in Form einer Prozessierung von ClpP2lang
(Verschwinden der unprozessierten Bande im Vergleic8. tvidansnclpP1P2ZP2lang und

einem Abbau von PogRiRerte (Verschwinden der ClpB&de) Abbildungs5). Der langere N
Terminus von ClpP2lang im Vergleich zu ClpP2kurz schien dabei, wie auch bei der Interaktion mit
ClpP1, essentiell zu sein. Die unterste Bande im mit derClpmiAntikorper detektierten
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Western Blot konnte nicht eindeutig zugeordnet werden. Hierbei kdnnte es sich, abgeleitet von
der Laufhdhe, um prozessiertes ClpP2, prozessierteapedpller auch ClpP4 handeln, das
ebenfalls in der Zelle vorhanden sein musste, wenn Cl@R8rrist Abbildung48).
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Abbildung55: Western BlotAnalyse zur Uberpriifung des Effekts der kombinierten Expression von ClpP2k@iR®#lang und
ClpRoedn S. lividangclpP1R. Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen Hasgistreptomyce€IpP1Antikdrper

(antkP1), untee Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen HasgrStreptomyce€IpP23Antikorper (antP3).Schwarze
Pfeile zeigen die Laufhthe der KIBaBande des Markers afSeeBlue Plus2 Pstained Protein Standgrdgraue Pfeile mit
schwarzem Rand das leehnete Molekulargewicht des jeweiligen GhidMmologs.

Um die Prozessierung von ClpP2 zu verdeutlichen und auch eine mogliche Prozessierung von
ClpRoerdetektieren zu kdnnen, wurden Stdmme mitehdistaggten Versionen der Proteine
erzeugt. Im Western Blot mit Extrakten diese8. (ividans pclpP1P2P2lang®aperHis und
S.lividans nclpP1P 2P pesP2langHis) und anderer Mutantenkonnte eine Interaktion von
ClpP2CIpP2His und ClpRoe#ClpRoepHisin Form einerProzessierung beider Pratei sowie

einem PopFRbbauerneut bestatigt werdeiiAbbildung56).

Interessanterweise konnte mit dem ahlis-Antikorper bei ClpP2laddis in S.lividans
nclpP1P2P2langHis eine prozessierte dfFm beobachtet werden, diaicht der vollstandig
prozessierten Form entsprichEs ist zu vermuten, dass dieséAbbildung56 mit ClpP2lang

His(*) gekennzeichneteofm entweder durch Autoprozessierurggler durch anwesendes
ClpPZIpP4 entsteht. Dieses teilprozessierte ClpPthgt) konnte zu einem geringen Anteil

auch im Zellextrakt voB.lividansnclpP1P2ZPaperP2langHis beobachtet werdenDurch die
Anwesenheit von Clpbtrlag ClpP2His hier aber tUberwiegendollstandig prozessiert vor
Moglicherweise lauft die Prozessierung von ClpP2 daher immer zunachst tber die beschriebene,
teilprozessige Fam ab und es ist moglicdass ClpPch selbstinabhangig von anderen €ip
Homologen, teilprozessiert

Des Weiteren lagenClpP2 und ClpB:e#ClpRoepHis in den Zellextrakten vo8.lividans
NclpP1PZPaperP2lang und.lividansnclpP1P#ZPapepHisH2lang vollstindig prozessiert vor und
es konnte ein vollstdndiges Verschwinden der CRa*®le beobachtet werden. Lediglich in
S.lividansnclpP1P#PaperP2langHis konnten noch Banden fur die-umd teilprozessierten
Formen von ClpP2lastdis sowie eineClpP3Bande detektiert werden. Somit scheint der
zusatzliche HisTag an ClpP2lang Auswirkungen auf die Interaktion mitadghuieler die
Proteaseaktivitat zu habemd sollte in weiteren Experimenten gemieden werden.
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Abbildung56: Western BlotAnalyse zur Uberpriifung des Effekts der kombinierten Expression von ClRgR2igngHisund
ClpRoeClpRoerHis inS. lividangiclpPP2. Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen Has#iStreptomyces
ClpP1Antikorper (antiP1), mittlere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen HasgStreptomyce£IpP3Antikdrper
(anti-P3), untere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen {diati$xHistidirAntikorper (antHis). n.e.: Banden karten

nicht eindeutig zugeordnet werdeRrozessierte Formen sind mit einem Stern gekennzeichnet. Schwarze Pfeile zeigen die Laufhthe
der 28kDaBande des Markers g8eeBlue Plus2 Pe¢ained Protein Standgrdyraue Pfeile mit schwarzem Rand das bereehnet
Molekulargewicht des jeweiligen Ciplemologs.

Analog zur Kombination von ClpP1 mit ClpP2lAbhildung42), wurde auch fir ClpBeeHis

und ClpP2kurz eine unvollstdndige Prozessierung voxpeAdR und ein unvollstandiger PepR
Abbau beobachte{Abbildung 56, rechty. Somit scheint der vollstandigeTerminus von
ClpP2lang auch fir die Interaktion von Gidp#nit ClpP2 unabdingbar, obwohkdiermutlich
durch Autoprozessierungntstehende teilprozessierte Bande von ClpP2 nach Abschatzen der
Grol3e auf dem Western Blot eine &hnliche Grol3e wie die vom zweiten Startcodomiesteri

Form ClpP2kurz aufweist

Auf der Basis dieser Beobachtungen ist davon auszugehen, dass im Rahmen des ClpP
vermittelten Resistenzmechanismus ein Heteromaeis ClpP2 und ClpRRrentsteht, das
proteolytisch ausreichend funktional zu segheint um die Expression von ClpP3 und ClpP4
durch den Abbau von PopgR unterbinden und dem jeweiligen Stamm als Aie@EBenter Clp
ProteaseKonplex das Uberleben zu sichern.

Die Resistenzvermittiung $ hawaiiensischeint somit vergleictay neuartig und komplex zu
seinwie der Wirkmechanismus von ADEP an @ljgiarend @e Interaktion des Resistenzfaktors
ClpRpepmit ClpPIden Effekt der ADERrmittelten Uberaktivierung amfihebenund ClpP1 zu
detoxifizieren scheint, entstetfdurch eine Interaktion von Clgizemit ClpP2vermutlichein
funktionaler Komplex der die verlorenen Zellfunktionemes ClpP/ClpP2Komplees
tbernimmt.

4.5.3.5 Prozessierung von Clpk

Mit den zuvor beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass=¥pEeClpP1 und
ClpP2 prozessiert wirdum in der Zelle proteolytisch aktive Komplexe zu bilden. Um die
Prozessierungsstelle zu ermittelvurde zunéchst versucht das prozessierte Ao#pRis nach
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Expression iB. lividan§K24 und. lividangclpP liiber den HisTagmittels IMAGwufzureinigen
und die Sequenz desTéerminusmittels EdmarAbbau zu bestimmen. Di€onzentration von
ClpRperHis sowie die Reinheit dérobe waren aber zu gerifify diese Methode. Daher konnte
bisher lediglichdie Region in der die Prozessierungiutmaflich stattfindet, durch einen
Vergleich der detektierten Banden verschiedener Proben im Westeralgjeschéatziverden
Dazu wurden Zellextrakte verwendet, bei denen eine Prozessierung vapefHPbeeits in
Wesern BlotExperimenten bestatigiverden konnte(4.5.3.9 sowiein E. colitiberexprimierte
und aufgereinigte ClpBerHisVersionen mit verschiedenen ExpressionsstartsegRis
(Volllange) PaoerPRWNHis(um 15 AS verkirztind RpekurzHis(um 23 AS verkirzépn Laura
Reinhardtunveroffentlicht) Abbildung57).
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Abbildung57: GréRenvergleich verschiedener prozessierter und nicht prozess®pRberHisProteine mittels Western Blot zur
Abschatzung der Lage dbkterminalen Prozessierungsstel A) Die mit einem Stern markierten Proteine wurderk.ircoli
Uberexprimiert und tber ein HiFag aufgereinigiLaura Reinhardt, werdffentlicht) Bei allen weiteren Proben handelt es sich um
Zellextrakte von ClpR:eHis exprimierende8. lividang K24, S. lividangclpPt undS. lividangclpPP2StammenSchwarze Pfeile
zeigen die Laufthohe der RBaBande des Markers g$eeBlue Plus2 Pe¢ainedProtein Standand graue Pfeile mit schwarzem
Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen-iddpivlogsB) Die Translationsstarider verschiedenen ClpfeHis
Versionen sindim Kontext derN-Termini verschiedener ClpHomologe dargestellt (vgl. Abbildung 38). Die tatséchliche
Prozessierungsstelle von Gipf?His liegf wie aus A) ersichtlicayischen derTranslationgsirts von RpepHis undPapeRWNHis.
Mdogliche Translationsstarts von ClpP1 und ClpP2 sind blau markiert. Bidiviltandestatigten Prozessierungsstellen von ClpP1
und ClpP2 sind rot markiert.

Durch einen Vergleich der Laufhéhen der £JpiisBanden wurdersichtlich, dss dien vive
prozessierten ClpBepHisProteine der Zellextraktproben Slividans nclpP1P2Paper
His+2lang, S.lividangPaperHis und S.lividans nclpP #PapepHis) zwischen dem aug. coli
aufgereinigten VolllangeB.pepHis und der verkirztenevsion RoerRWNHis lieger{Abbildung
57A). Somit muss sich diatsachlichd’rozessierungsstelle innerhalb der ersten 16 Ariunes

des NTerminusbefinden Der Verglaih der Laufh6hen der verschiedenen Banden lasst eine
Prozessiringsstelle an einer &hnlichen Stelle wie bei ClpP1 vermuten, wohingeyéssiern

Blot in Abbildung56 die prozessierten Banden von Clgi2 undClpRperHis auf der selben
Hohe auftreten(Abbildung57B).
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5 Diskussion

Die erste Veroffentlichung tber ADEPs und ihren Wirkmechanismus erregte Aufmerksamkeit in
der Wissenschaftswelt, daer eine neue Substanzklasse mit hoher antibiotischer Potenz aber
geringer Zytotoxizitat und einem absolut neuartigen Tabgschrieben waden war (Brotz
Oesterhelt et al., 2005DPie Kombinatiommit Rifampicirgegen persistierende Zellerige eine

weitere mogliche Anwendungamd die Potenz er ADEPs ay{Conlon et al., 2013Kdrzlich
wurdenaufRerdemrmeue ADEPerivate miterhohterAffinitat zu humanem ClpP vorgestelid

es wurde eirtherapeutsches Potential fur di€rebstherapialiskutiert(Worg et al., 2018)

Auch abseits der medizinischen Aspeldiellen ADEPs wertvolle Werkzeuge fur die
Grundlageforschung dar, da sie sich als sehtaliéh erwiesermaben, um die Funktion der €lp
Maschineri@ verschiedener Organismend ihre Rlle in derZelle zu untersuchen

In dieser Arbeit wurdelie ADEFProduktionvon S. hawaiiensisharakterisiert, wodurch ein
schnelles und unkompliziertesufreinigungsverfahren fir ADEP1 aus dem Kulturiiberstand
entwickelt werden konnte, so dass detiNatoff flir Fojeexperimente im Rahmelieser Arbeit

zur Verflgung standnd folglich zukinftig auch von anderen Arbeitsgruppen nach diesem
Verfahren gereinigt werden kann

DesWeiteren wurde das ADERosynthesegencluster identifiziert und analysiert, walzes
clpRHomolog clpRoer als neuartigr Resistenzfaktor beschrieben werden konnia S.
hawaiiensisnicht ausreichend genetisch modifizierbar wagraden Experimente beziglich
Funktion und Funktionalitdt der Chpfémologe inS. lividansTK24 durchgefilhrt und der
Mechanismus der durch ClpRsvermittelten Resistenz in diesem Organismus untersucht, um
letztendlich auf den Selbstschutzmechanismus des APEBuzenten S.hawaiiensis
rickschlieRen zu kénnen.

5.1 Die konstitutive ADEProduktion vonS. hawaiiensisrmoglicht ein

robustes Aufreinigungsverfahréir ADEP1 aus dem Kulturiiberstand im

kleinen Mal3stab
Die Expressin von AntibiotikeBiosynthesegnclustern und anderen
Sekundarmetabolig@nclusternin Streptomyceterist normalerweise an den Entwicklungszyklus
desjeweiligenProduzenten gekoppelWahrend die Trophophase in erster Linie auksdaselle
Zellwachstum abzieltnd diedafiir notwendgen Priméarmetabolite produztewerden, beginnt
mit der stationaren Wachstumsphased entstehenden Néahrstoffdefizitedie Ideophase, in der
der Fokus auf die Produktion v8ekundarmetaboliteaur Generation eines Selektionsvorteils
anstelle des Wachstum gelegt wirdBeding durch das Wachstum in Hyphesiiets
verschwimmen die Phasen haufig, olmerhalb einesPellets Zellen in unterschiedlichen
Wachstumsphasen vorliegen konn&mas hokkulieren mit Sporen statt Mgckann helfen eine
deutlichere Phasentrennung zu sehen, da dann noch keine ldeopBazgme produziert
wurden, die mit in &i Hauptkultur Gbertragen werdgiCundliffe and Demain, 2010; Doull and
Vining, 199Q)

Auf Grundlage dieses Wissamurde S. hawaiiensigur Charakterisierung des Wachstums und
der ADEMProduktion, aber auch flclpRExpressionsanalysen und die Gewinnung von
Zellextrakten immer mit Sporen angeimider Stamm war unter den genutzteadthgun@n
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ein verlasslicherAntibiotikapoduzent und sekretierte ADEPs in allen getesteten idted
(Abbildung16). Detektierbare Mengen ADEP wurdiem gewahlten ProduktionsmediunMyY

MilliQ bereits zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase produziert, so dass die ADEP
Konzentation in der Kultur proportional z&iomasse anstieg, Uber die stationare Phase hinweg
nahezu konstant blieb und in der Absterbephase ebenfalls proportional zur Biomasse abnahm
(Abbildung 17). Diese scheinbar konstitutive Expression ddeBGC ist ungewdhnlich im
Vergleich zur Sekundarmetabolig@iuktion anderer Streptomyceten, insbesondereHmblick

auf viele Biosynthesegcluster, die unter Laborbedingungen gahntranskribiert weden, also
silent(engl. fir stumm, still, ruhigjnd(Rutledge and Challis, 201B)e Regulation desleBGC

ware somit ein interessantes Thema fur zukinftige Stuéier lonstitutive ADE#Produktion

kbnnte im natirlichen Habitat von Volitesein um die Nahrstoffversorgundurch das
Ausschalten von konkurierenden Baktesamerzustelleifvan Der Heul et al., 201@lerdings

sind hohe Produktionslevel energetisch kostspielig und kommen auch resistente ADEEht
Produzenten in direkter Umgebung zug(®erardin et al., 2016)

Fir die Handhabung im Labor und die Entwicklung eines Aufreinigungsverfahrens erwies sich die
konstitutive ADEProduktion alssehr vorteilhaft, da die Kulturunter den gewahlten
Bedingungen uber einen Zeitraum von ungefahr 20 h eine konstante Menge an antibiotisch
wirksamen ADEPs enthielt und in diesem zeitlichen Rahmen variabel abgeerntet werden konnte
(Abbildungl17 und Abbildung18). Mit nur zweichromatographischen Auftrennungen konnten

rund 10 mg reines ADEP1 aus 3 L Kultur gewonnen werden.

5.2 DasadeBGC besterdus drei minimalistischen Suistern zur
Biosynthese des pepischen Ruckgrats, der Polyeisnkette und des
nicht-proteinogenernMePros
Da die Strukturen von sechs ABEB#Rivaten im A5455&xtrakt bereitsaus friheren Studien
bekannt waren(Michel and Kastner, 1983onnte anhand diesaabgeleiet werden, welche
Biosynthesemheiten im adeBGC vermutlich zu erwartensind. In siliceAnalysen des
identifizierten, putativen Genclustensaren in der Tat Uberwiegend i&inklang mit der ADEP
Primarstruktur, so dass mit weiterflilhrenden biochemischen Studien die noch offenen Fragen
bezlglich einzelner Biosyntheseschritte beantwortet werden sollten.

Mit der isolierten multispezifische A6Doméne der NRP&deH wurde ein Hydroxamat
FormierungsAssay durchgefiihrtum die Diskrepanz zwischen densilicovorhergesagten
Substraten Pro und Pip und den in den bekannten AREYaten vorhandenen Aminosauren
Pro und MePraufzuklarenTabelle31). Derin vitroAssay bestétigte die Aktivierung von Pro
und MePro durch A6 und zeigte ein zusatzlich erweitertes Substratspektrum, da auch moderate
Mengen Ser aktivieswurden obwohl kein ADEBerivat mit Ser an dieser Position bekannt ist
(Abbildung28). Dieses Ergebnis zedjé Limitierung voin vitro-Assays misblierten Domanen
auf. In einer kurzlich veroffentlichten Studie wurde die Bedeutung d2on@nen fur den
spezifischen Einbau von Substraten durch multispezifisecBenfinen am Beispiel des
MicrocystinBGC gezeidMeyer et al., 2016)So wurde eine erweiterte GatekeepiRgnktion

der GDoméanen beschrieben, welche&n bedeutendem Maf an der Kontrolle er
Substrataktivierung durekDomanerbeteiligt sind, was auch im Rahmen der ABEBynthese
eine wichtige Rolle der dBBoméanebeim spezifischeftinbau von Pro und MePro durch A6
vermuten lasst.
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NRPS mit multispethen ADoménen sind vor allem in Cyanobakterien sehr prominent und
ermdglichen dem jeweiligen Organismus im besten Fall die Biosynthese ganzer
Naturstoffbibliotheken(Christiansen et al., 2011; Golakoti et al., 2001; Hoffmann et al., 2003;
Luesch et al., 2003)n Streptomyceten kommen sie weseftlgeltener vor, aber dienen auch

hier der Biosynthese einer Reihe von leicht abgewandelten Derivaten, wie z.B ADEP1 und Faktor
B vonS.hawaiiensisDurch die Vielfaltigkeit der entstehenden Sekundarmetabolite stellen sie
sowohlinteressante Bausteine fidlie synthetische Mikrobiologie dar, als auch Angriffspunkte

fur metabolisches Engineering, um die Spezifitat fir ein praferiertes Substrat und somit den
Produktionstiter durch Mutagenese zu erhol{@hristansen et al., 2011)

Neben zwei NRRShthalt dasadeBGC Getsetsfiir die Bereitstellung von MePro und fir die
Biosynthese der Alkseitenkette, die beide hohe Ahnlichkeiten in ihrer Genanordnung
(Abbildung30) und den Aminosauresequenzen der einzelnen Enzy134,6.3.2 6.3.46.3.7)

zu kirzlich beschriebenen Suustern mit ahnlicher Funktion aufweis@ilyk et al., 2016; Du et
al., 2016, 2017Lukat et al., 2017; Pohle et al., 20Herdings fehlt in beideSubdustern des
adeBGC jeweils ein Enzymm das vollstandig modifizierte Endprodukt zu erhaltere
erfolgreiche heterologe Expression @dele-BGC irS. coelicoloM1146 (ElizabethCulp Gerard

D. Wright; unveroffentlicht) lasst darauf schlieBen, dass fir diese Reaktionen Enzyme des
Primarstoffwechsels rekrutiert werdelbas Fehlen einer Dehydratasée in deradeTyp HPKS
wurde bereits in anderen TypRKS beobachtet ungdird wahrscheinlicldurch ein Enzym der
Fettsauresynthese ersetZBilyk et al., 2016)Des \Witeren fehlt ein Ezym fur die finale
Reduktion der(3R59-3-Methykn mpyrrolin5-carboxylsaure zu MePrdm GriseinycinBGC
befindet sich im Suhgster mit den Enzymen G#E zur Bereitstellung von MePro die
Oxidoreduktase GriH, fur die iim vitro-Assay gezeigt wurde, dass sieder Lage istdiese
Reaktiorzu katalysierenAlerdings entstandMeProbei der heterologen Expression von GHiE
in S. lividanselbstdann,wenn GriH ausgeknockt wdder lezte Reduktionsschritt wurde in
diesem FaWermutlich von ProC, einer PyrrelircarboxylatReduktase der ProHBiosynthese,
tbernommen, wien vitro mit ProC au&. coligezeigt werden konnté_ukat et al., 2017)m
GrielimycinBGC liegt somit ein Clust@assoziiertesEnzym flir diese Reduktion vor, um
genltgend MePro bereitzustellen, um es an zwei Positionen in Griselimycin bzw. an drei in
MethylGriselimycin einzubauetm Gegensatz dazu liegt MePro in ADEP1 ledigliginan
Position vor und gar nicht in Faktor B, so dass eine Clugjehérige Reduktase vermutlich nicht
notwendig ist, um ausreichde MengerMeProfir die ADEBIiosyntheseu erzeugen.

Durch die fehlende Mdéglichkeit der genetischen Manipulation Sidrawaiiensisvurde die
GenclustetAnalyse stark erschwert und die Funktion sowie die Zugehdrigkeit einer Reihe von
Genen zunadeBGC konnte nicht durch die urspringlich geplanten KnodkodtKnockdown
Experimente gezeigt werde@d.4.2). Die erfolgreiche heterologe Expression des Clusters in
S.coelicoloM1146(Elizabeth Culgserard D. Wright; unverdéffentlicht) in Kombination mit einer
umfangreichain siliceAnalyse, der biochemischen Analyse zweieomanen und den Studien

zum ResistenzfaktaipRoerlassen aber keinen Zweifel an der Identitéat ddeBGC und der
Funktion des Groliteils deodierten Enzyme.

5.3 Die ClpPMaschineri@ vonS.hawaiiensisind S. lividang K24
Streptomyceten sind keine humanpathogenen Organismen und gehdéren daher klassischerweise
nicht zu den Bakteriestdmmen diebeider Aufklarung voiVirkmechanismen voAntibiotika
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an ihrem Targetins Auge gefasst werderAllerdings sind im Genom von Antibiotika
produzierenden Streptomyceten Resistenzfaktorencodiert, um diese Stammeor dem
antibakteriellen Potenzial ihregigenen Produkte zu schitzedahlreicheResistenzfaktoren
erfillen eine mit dem Wirkmechanismus de#ntibiotikumsin Zusammenhang stehende
Funkton, um z. B. den Verlust der Zielstrukwszugleichen oder zu verhindeBomit muss
zunachst der Wirkmechanismus des Antikions im Produzentenstamm verstanden werden,
umdie Funktiorsolcher Resistenzfakin zu verstehen.

Die Gesantiteit aller Antibiotikaesistenzgenedas Resistom, wurde vor einigen Jahren als
spannendes Forschungsfeld innerhalb der Antibiotikaforschung erlgeirder Untersuchung

von Erdproben wurdin den daraus kultivierbaren Baktearigine unwahrscheinlich hohe Dichte

an Resistenzgenen gegen alle klinisch relmraintibiotikaklassen gefunden5 Q/ 2 & G S
2006) Daher geht man davon aus, dass in Umweltbakiezia regelrechtes Reservoir von
Resistenzfaktoren vorliegt, welche durch Horizontalen Gentransfer auf andere Bakterien
Ubertragen werden konne®o wird eine wlutionére Verbindung zwischen den Resistenzgenen
von Antibiotikaproduzenten mit denen in Pathogenen vermutet, wobei letztere die
Resistenzfaktoren hochstwahrscheinlich nicht durch einen direkten Transfer von
Produzentenstdmmen erhalten haben, sondernctiueinen mehrstufigen Prozess Uber nicht
produzierende Amomyceten und ProteobakterigiPeterson and Kaur, 2018)

Die Erforschung von Evolution, Diversitat und Mechanismen von Antibiotikaresistenzen stellt
somit einen weiteren wichtigen Angriffspunkt Adressierungles Resistenzproblems dar, um
Resistenzentwicklungen besser vorhersehenftiitizeitig in Klinik und Forschung reagieren zu
kénnen.

DasclpRHomologclpPpoer welches bedler Analyse deadeBGC gefunden wurde, konnte als
neuartiger Resistenzfaktor gegen die $omawaiiensigroduzieten ADEPs identifiziert werden

und der durch dieses Gen vermittelte Resistenzmechanismus sollte im Rahmen dieser Arbeit
aufgeklart werdenDazu wurderzunachstStudien zum ADERarge ClpP in Streptomyceten
durchgefiihrf um aufGrundlage dieses Wissens die ductipPpoepvermittelte Schutzfunktiofir

die ClIpPMaschinerie untersuchen zu koénnen Aufgrund der fehlenden genetischen
Modifizierbarkeit vors. hawaiiensikonntenin diesem Stamm nicht, wie anfanglich geplant,
ausfihrlicheclpRKnockowExperimente durchgefihrt werden, woraufhin &ieidien zur ClpP
Maschinerie und zum Einfluss des Resistenzfaktorgpgdpfehrheitlichim Modellorganismus
S.lividansTK24durchgefiihrt wurden

5.3.1 cpP-GenexpressionsanalysenSnhawaiiensisnd S. lividang K24

Bei Gensequenzanalysen ddpRHomologe inS. hawaiiensisind S. lividansTK24 fiel das
zusatzlichelpRHomologelpRoedn S. hawaiiensials einzigr markanter Unterschied deilpR
Maschinerien der beiden Stamme auf. Mit dem Ziel seinen Einfluss auf die Expression der
anderenclpRHomologe zu untetgchen, wurden gPCGRersuchsreihen zur Charakterisierung

der Expression allerclpPs in Shawaiiensisin werschiedenen Wachsmsstadien und
weiterfihrende Expressiostudien derclpRHomologein S. lividansTK24 und derclpPoer
exprimierenden Mutant&. lividanpSE€IpP.oe durchgefiihri(4.5.1.9.

Auffallig waren bei allen durchgefiihrten Genexpressionsanalysen die zum Teil starken
Schwankungemer G-Werte der beiden untersuchten biologischdReplikate wodurchsich
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grol3e Abweichungemom Mittelwert ergden, obwohl die Kulturen fiir beide biologischen
Replikate mit dem gleichen Inokkulum angeimpft und unter gleichen Bedingungen kultiviert
wurden. Fir alle getesteten Stamme wurden auflerdem zu Beginn der Experimentreihe
Wachstumskurven agézeichnet, um die gewiinschten Wachstumsphasen bei der
Probennahme fir die RNIolierunggenau zu treffen. Daheist zu vermuten, dass die
Schwankungen dek-@/erteauf das mycelartige Wachstum der Streptomyceten zurtickzufiihren
sein konnten wodurch ineiner Probe Zellen unterschiedlicher Wachstunasgh vorliegen
kénnen.Daher konnten an dieser Stelle keine absoluten Werte in Form der Kopienzahl des
jeweiligen Gens ermittelt werdamd es wurde stattdessen die relative Genexpressiommiert

auf das Huosekeepingsen hrdB bestimmt. Hier zeigte sich, wie bereits im Ergebnisteil
angesprochen, eingeutlicheDifferenz deselativenExpressionslevels delpRGene zwischen

den vaschiedenen getesteten Stammend in allen Experimentemar dasExpressionsleV der
clpRGenein S. hawaiiensibther alsin S. lividansDa die Unterschiede zwischen den auf
S.lividansTK24 basierenden Stammenteneinander nicht so grof3 warawvie der Unterschied
zwischen diesen un&. hawaiiensjsscheint sich da&xpressionslevelpsziespezifisch zu
unterscheiden, entweder durch ein grundséatzlich niedrigeres Expressionslevelclgér
Homologe odedurchein basal hthereBxpressionslevel des ReferegrzghrdBin S.lividansim
Vergleich zuS. hawaiiensjsda alleWerte auf dieses Gen normiert wurdewahrend der
laufenden gPGExperimente im Rahmen dieser Atheurde publiziert dasshrdB obwohl es

das furStreptomyceam haufigsten genutzte Referenzgen istHalasekeepingsensubgtimal

ist, da seine Promotorstérke mitunter durdie Wahl des Mediumsnd eingefihrteMutationen
variiert (Li et al., 2015)Dies begriindet zwar nicht die speziesspezifischen Unterschiede, aber
verlangt eine kritische Betrachtung der hier ermittelten undnadBbezogenen Daten.

Somit konnten aus den erzgien Genexpressionsdaten lediglich dilgemein@ Trends der
relativen Expressionslevder clpRHomologeermittelt und miteinander verglichen werden.
Dabei fel der Unterschiedler Expressionslevel der in einem bicistronischen Operon codierten
HomologeclpPlundclpP2n allen Stammen auf, welcher auolandererStreptomycesSpezies
beobachtet werden konntéDogra et al., 2015; Laing et al., 2006; Rex et al., 1884 kine
solchePolaritéat der Exprason wurden bereitmogliche Grinde beschrieben, wie die friihzeitige
Termination z. B. durch Umwelteinfliisse oder daseReldn Terminationssuppressoréraing

et al., 2006; Selinger et al., 2008per dieunterschiedlichen Transkriptmengean clpP1und
clpP2lasst sichallerdirgskein Rickschluss auf die in der Zelle vorhandenen Mengen an ClpP1
und ClpPZProtein ziehen, da nichts tUber die Stabilitat der beiden-BtpRologe bekannt ist.

ApP1lund clpP2waren in allen gesteteten Stammen die am starksten exprimierigh
Homologe der physiologischen GMBschinerie. Auch die vergleichbar starke Expression des
ResistenzfaktorslpRoerdn S. hawaiiensisnd inS. lividangSETclpiesfihrte diesbeziiglich zu
keiner Veranderung. Dementsprechend kann davon ausgegangennwelags der durch
clpRoervermittelte Resistenzmechanismus nicht tber eine Veranderunghdesologischen
clpRExpressiongpfils funktioniert, abeeine permanente, ausreichend starke Expresgam
clpRoeperforderlich ist die posttranslational eineADEFResistenz bewirkfvgl. Bioassay in
Abbildung49).

ClpRoep wurde in S.lividans pSETclpRernicht unter der Kontrolle des nativecipRoer
Promotors aus. hawaiiensjsondern des konstitutiveermE -Promotors exprimiert, wodurch
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sicheinclpPZ, clpP2 undclpRoerdominiertes Expressionsprofil ergatlas dem irs. hawaiiensis
sehr dhnlichwar. Da auRerdemdurch Expression voapRperunter PermE -Kontrolle eine
deutlich ausgepragtéADEPResistenz fiir verschiedenS8trepbmycesSpezies nachgewiesen
werden konnte(Abbildung46), ist nicht zu erwarten, dass eine Expression alpRpepunter

dem nativen PromotaaiusS.hawaiiensigu einer starken Veranderung der Expressionslevel aller
dreiclpPRmRNALevel fihren wirde.

DesWeiteren wurde in allen Stammen ein geringes, basales Expressionsleld? 3inpP4und
clpP5detektiert. Zuvor wurdeclpP5als konstitutiv exprimiertes Gen beschrieben, wéahrend die
Expression vorlpP3und clpP4in S. lividanslurch Abbau des Transkriptionsaktivat®opR
durch ClpP1 und ClpP2 als konstitutiv unterdrick{@iiminet et al., 2011)n S. hawaiiensis
schien die Tanskriptmengevon PopRnach 28 h Wachstum kurzzeitig leicht anzustegigen
wahrend sie nach 36 bereits wieder auf das Ausgangslevel abgesunke(Awaildung35). Im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Western HBigperimentezum Clpkbepvermittelten
ResistenzmechanismusSrhawaiiensidie3endarauf schliel3erdass ClpBerdurch Interaktion
mit ClpP1 eine Ruhigstellung des A2aE#ierten ClpP1 bewirkt, wahrend es mit ClpP2 einen
aktiven Komplex bildet, der PopR abbauen Kari3.3und4.5.3.4. So kénnte es maoglich sein,
dass zum Zeitpunkt des Anstiegsr ddenge des clpP3clpP4ranskripts kurzzeitig keine
ausreichenden Mengen Clplrexprimiert wurdenum ClpP1 zu detoxifizieren und gleichzeitig
genligend aktive Komplexetr@llpP2 zur Proteolyse einschliel3ligs PopFRAbbauszu bilden.

In Western BleExperimenta mitS.hawaiiensigZellextrakten konnte aber zu keinem Zeitpunkt
ClpP3 detektiert wereh (Abbildung47, Abbildung60, Abbildung61). >mit scheintdie leicht
verringerteProteolyse von PopR und eventuell auch anderen Proteim® besagten Zeitpunkt
keinen mit der genutzten Methode quantifizierbaren Effekt und auch keegativen Effekt auf
die Viabilitat von S.hawaiiensiszu haben Die mit clpP3clpP4vergleichbar niedrigen
Transkriptmengen voripP3assen darauf schliel3en, daés Mengen des durch Translation der
MRNA enstehenden Proteins ClpP5 ebenfalls minimalisthkeinenennenswertdnteraktion

mit den die ClpfMasdinerie bildenden ClpHomologereu erwarten ist.

5.3.2 In viveStudien zur @P-Maschinerie inS. lividansTK24 zeigen hdchste
Komplexizitat und strikte Kontrolle der Protease auf
Da diephysiologischeClpRPMaschinerie in Streptomyceten b&hnur in Anséatzen erforscht
wurde, sollten diebereits veroffentlichten Ergebage und Theoriebestéatigtbzw. ausgebaut
werden, undgleichzeitig ein Testsystemtabliert werden welchesin Folgeexperimenten
ebenfals die Untersuchung deEinfliisse von Clpktrmauf die physiologehen ClpRHomologe
erlaubte. Dazu wurdemlurch markerlose HrrameDeletionen irS. lividan§K24 zwei Knockout
Mutanten, S.lividanspclpPlund S. lividanqiclpPP2 erzeugt, die es mdglich machten, die
Komplementierung durcldie variable Kombinationon verschiedenen ClpPind ClpP2
Versionen zu testen und zu vergleichen.

Bei der Ausfuhrung und Auswertung der Western Blots wurde ersichtlich, dass es mit dem hier
genutzten Testsystemicht mdglich ist, zuverlassigeissagen Uber diguantitativen Mengen

der exprimierten ClpProteine zu machen. Die genutzten Kulturen wurden immer mit dichten
Sporensuspensionen angeimpft und fur 40 h kuitivied nach dem Herstellegter Zellatrakte

wurden diese auf 5 oder 10 mg/ml Gesamtprotein, berechnet nach Bestimmung der Absorption
bei 280 nm, eingestellt. Fur Mutanten, die auf démlividansTK24 oderS. lividangiclpP1
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Hintergrund beruhen, war es ausreichen80 ng Gesamtprotein Uber eine SBSGE
aufzutrennen, wahrend vatten imS.lividanspclpPP2Hintergrund erzeugten Stamméiir die
Detektion von ClpR1CIpP2oder ClpRoerVersionermmit dem antiClpP1 oder dem antiHis-
Antikdrpermindestens die vierfache Menge aufgetragen werden mugsteschiendass der
Verlust desclpPl1clpP®perons die Fitness der in diesem Hintergrund erzeugten Mutanten
soweit beeinflisst, dass es zu einer insgesamt schwéacheren Expression der eingebripéhten C
Homologe kamSomit konntenrAussagen dariber getroffen werden, ob ein Protein detektiert
werden konnte oder nicht, aber Unterschiede in der detetdn Bandenstérke hath in den
gezeigten Western Blots keine interpretierbare Bedeutung. Die einzigmalfxue stelen
Western Blots mit Zellextrakten dar, bei deren Kultivierung lediglich ein einziger Paramter
verandert wurde, wie die Menge des Induktors bei der kontrollierten Expression vape&£IpP
(Abbildung 50) oder die Zeit des Wachstums bei der Wachstumskurve Srohawaiiensis
(Abbildung61). DesWeiteren konnten Signale von Clp&&r ClpRoerBanden aufgrund der
unspezifischen Bindung haufig erst dann gut mit demGpf tAntikdrper detektiert werden,
wenn sich auf demselben Western Blot keine Gip®timierende Probe befan8omit waren

fur quantitative Analysen spezifische Antikorperaiie exprimierten ClpProteine notwendig.
Eine weitere Mdglichkeit ware die Expression der-8lpRologe mit unterschiedlichen Tags,
wobei allerdings nicht bekannt ist, inwieweit eite@ninaler Tag die Eigenschaften des ClpP
Proteins verandertSo schie die Kombination von ClpP2ladg mit ClpRerin S lividans
nclpPP2weniger proteolytisch aktiv zu sein, als ClpP2lang mitgeipRbbildungs6).

Fur beide ClpPlomologe imclpPlclpP®peron existieren z8¥ mogliche Translationsstarts
(Abbildung 38). Analysen des Codddsage implizierten eine Favorisierung des zweiten
Startcodons fir ClpP1 (ClpP1kurz) und des ersten Startcodons fir ClpP2 (Cl(iRRanégy
Lagard et al., 1999; Viala and Mazodier, 200@)Iche im Rahmen dieser Arbeitirch
kombinierte Komplementierung der Knockddmtanten mit ClpP1lkurz oder ClpP1llang und
ClpP2kurz oder ClpP2lang in Western-Biwilyserbewiesenwerden konnten Abbildung41

und Abbildung4?2). Wéahrend bei beiden ClpiKbnstrukten die Expression grundsatzlich vom
zweiten Startcodon erfolgte, konnte mit den Plasmiden ClpP2kurz und ClpP2lang die Expression
zweier unterschiedlicher ClpR2rsionen erreicht werdemie beiden ClpPZarianten zeigin
allerdings unterschiedliche Funktionalitdteburch Expression vorClpP2langkonnte eine
vollstandige Prozessierung von ClpP1l und ClpP2 sowie ein Verschwinden d&adieP3
beobachtet werdenwelches auf einen effizienten Abbau von Pbpiteist, wohingegeibei
Komplementierung mit ClpP2kurz die CHaBde bestehenblieb und lediglichdie
Prozessierung voGlpP2vollstandig erfolgt¢Abbildung4?2). Die Prozessierung von ClpP1 blieb
unvollstandigSomit scheinen die zusatzlichen 18 AminosaararNTerminus von ClpP2lang
essentiell fir eine optimale Funktionalitat des @Hgtnologs zu sejrobwohl das Propeptid
sowohl bei ClpP2lan@5 Aminosauren) als auch bei ClpP2kurz (17 Aminoséuren) durch die
Prozessierup in Gegenwart von ClpPgleichermalRenentfernt wird. Uber den bereits
prozessierten Nlerminus von Clp&us anderen Organismast bekannt, dass er sowohl den
Substratzugang zumrgieolytischen Zentrum durch die Eintrittsporen kontrolliert, als auch
wichtig fur die Interaktion mit den GHTPasen igiGiibun et al., 2005; Jennings et al., 2008)
Dahingegenist die Funktion dedropeptid am NTerminusvon ClpP kaunerforscht Rir
Propeptide anderer Proteasavurde eine wichtige Rolle bei der Proteinfalturayr Kontrolle
und zum Schutz der Zelle valer aktivierten Fornder Proteaseund fur die Interaktion mit
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anderen Molekilen gezeigDemidyuk et al., 20105omit ware denkbar, dass ClpP2kurz
aufgrund der fehlenden 18 Aminoséauren nicht optimal gefaltet ist oder nicht in der Lage ist, all
notwendigen Interaktionen, B. mit den CATPasen, einzugehen.

Die Prozessierungn ClpP1 und ClpP2 und der Abbau von PopR als natlrliches Substrat konnten
als Biomarker fir eine Intdedon der ClpPHomologe bzw. letztereKir die Bildung eines
proteolytisch aktiven Komplexes genutzt werdéiala und Mazodier beobachteten in Western
Blot-Experimentenmit Zellextrakten verschiedenes. lividanslpRMutanten prozessierte
Formen von ClpP1 und ClpP2 jewaeils in Gegenwart des anderen ClgBmologs und
vermuteten daher eine gegenseitige Prozessierung. Durtdrnihale Sequenzierung de
prozessierten Foran konnten sie di€chnittstellerir beide Homologe i8.lividansbestimmen
(Abbildung38) (Viala andVlazodier, 2002)Ebenso wurde nur in dieser Konstellation ein PopR
Abbau beobachtet und daher angenommen, dass ClpP1 und ClpP2 einen proteolytisch aktiven,
heteromeren Komplex bildg{Viala and Mazodier, 2008uch in deim Rahmerdiese Arbeit
durchgefuhrten Western Blainalysen wurden die vollstandig prozessierten Formen von ClpP1
und ClpP2 nur in Gegenwart des jeweils anderen Hom@dg31kurz und ClpP2ladg}ektiert
(Abbildung4?2). Ebenso wurde nur in dieser Konstellation ein Verschwinden der-Bire@
detektiert, was auf den Verdau des natirlichen Substrats PopR und somit auf die Bildung eines
proteolytisch aktiven Komplexéinweist.

Der detaillierte Vergleich der Bandenmuster verschiedener Proben gab allerdings Hinweise auf
komplexere Prozessierungsvorgange, die Uber eigengeitige Prozessierung hinaugehen
scheinenSowurde bei dealleinigenExpression von ClpP2laHg inS.lividanghclpPP2neben

der Bande fur unprozessiertes ClpP2ieligmit einem antiHis-Antikdrper eine zusatzliche
Bande auf Hohe von ClpP2ktiis detektiert Abbildung56). Reste dieser Bande sowie der
unprozessierten ClpP2laihtis Bande konnteauf denselben Western Blot auch im Zellextrakt

von S.lividans nclpP1P2Paper PRR2langHis beobachtet werden. idr lag der Hauptteil des
Proteinsallerdingsin der vollséindig prozessierten Form vata ClpRephtchstwahrscheinlich

als Interaktionspartner fur ClpP2 fungiert und ein proteolytisch aktiver Komplex enBitht

lasst vermuten, dass CIpP2 zunachst teilprozessiert wird, bevor in Gegenwart eines
Interaktionspartners (ClpP1 oder Glg die vollstdndige Prozessierung erfolgt. Sactiien
ClpP2sichentweder zu einem gewissen Anteil selbstprozessierender eswurde durch die
ebenfalls anwesenden Chpfdmologe ClpP3 und ClpP4 prozessiert.

In einem weiteren Experiment wurd8. hawaiiensi€lpP1(SHP1) mit Mutationen in den
hydrophoben Taschen zur Bindung der -KlfPasen (SHP1HyP) oder mit einer
Funktionsverlustmutatiom der katalytischen Triad&HP1Cat)n S.lividanspclpPP2tP2lang
Hisexprimiert undZellextrakte dieser Mutantein Western Blotgetestet (Abbildung43). Hier
zeigte sichanhand der bestehenden ClpBande dass sich durctden Knockout der
katalytischen Triade vo8HP1Cat kein Komplex bilden kapmler zum PopRbbaufahig ist.
Katalytischaktives ClpP1 scheialso essentiell flWen Abbau von Proteinsubstraten dudn
ClpRLP2Komplexzu sein Dennoch fanckine fast vollstandige Prozessierung von ClpP2,statt
wéhrendCIpP1 unprozessieblieb. Da inS.lividanspclpP1P2P2langHis also m Abwesenheit
von SHP1Cat, aber inAnwesenheit von ClpP3 und ClpPyr die zuvor beschriebene
Teilprozessierung, abé&eine vollsindige Prozessierung stattfgrknn eine Beteiligung von
ClpP3 und ClpP4 an déollprozessierung von ClpP2 ausgeschlossen werden. Baltent die
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Anwesenkit vonSICIpP1Carotz des Knockouts der katalytischen Tridi#g\utoprozessierung
von ClpP2u triggernwas vermuten lasst, dadge Interaktion mit einem Partnedmolog und
vermutlich damit einhergehendlie Bldung eines Komplexesichflr die Autoprozessierung
essentiell ist.

Durch den Verlust der Fahigkeit von ClpRtlden ClpATPasen zu interagier¢8rCIpP1Hyp)
konnte in S.lividanspclpP1P2SHP1Hyp#P2langHis das natirliche Substrat PopR nicht mehr
abgebaut werden, aber ClpP2 wurdsistandig und ClpP1 teilweise prozesgignbildungs3).
Somit schierdie Bildung eines ClpP1/ClpR2mplexes und eventuell digindung einer Cip
ATPase an ClpP2 aueeichen um die Prozessierung zu stimulieneéhrend der Komplex aber
nicht zur wlistdndigerEntfaltung seiner Funktionalitéit der Lage war. Eine mdgliche Erklarung
ware, dass der heterologe Komplex aus ShCIpP1 und SICIpRiptiicht zusammen arbeitet
oderdass der Komplex zum PopR Abdaidie Bindung eineClpATPase an ClpRhgewiesa

ist. Um der ersten Hypothese nachzugehemss) in Folgeexperimenten wildtypissh8.
hawaiiensisClpP1mit S.lividans ClpP2 kombiniert werderlJm zu testen, ob die alleinige
Bindung der ATPase an ClpP1 fur den Substratabbau ausreichexidsst) in weiterfihrenden
Experimenten Mutationen der hydrophoben Taschen ebenfalls in ClpP2 eingeflihrt wedden
ClpP2Hyp gemeinsamit vollfunktionalem ClpP1 i&.lividansnclpPP2exprimiert werden.

Die Detektion des S.lividans pclpP1P2SHP1HypP2langHis Zellextraks zeigte
Uberraschenderweise ein identischBandenmuster z8.lividansnclpPP2+HP 1kurzP2kurzHis

bei dem die Proteaseaktivitat durch eine Verkirzung des Propeptids eingeszhrégikschien
(Abbildung 42 und Abbildung 43). Wie bereits zuvor beschrieben, koénnte das
Volllangenpropeptid von ClpR2g eine wichtige Funktion zur Interaktion mit anderen
Strukturen erfullen, wie z. B. mit @\ Pasen odemaeren ClpP2lanllonomerenzur Bidung
eines Oligomers. Auf der Basis des identischen Bandenmusters lasst sich spelakedas
verkurzte Propgtid von ClpP2kureine vergleibbare Interaktion beeintrachtigen konnteie
die Mutatioren, die bei ShCIpP1Hyp in die hydropen Taschen eingefuhrt wurden und die
Bindung der CHATPasen unterbinden.

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde das folgende hypothetische Modell fir die Bildung
des physiologischen Ch®mplexes i%. lividang K24 erstell{Abbildung5s8).

ClpP2, exprimiert vom ersten Startcodon, war in der Lage sich in Abwesenheit von ClpP1, selbst
teilweise zu prozessieren und geht dazu, héchstwahrscheinlich vermittelt durch das lange
Propeptid, Interaktionen zur Formierung eines Homooligenan. Ob CHATPasen dazu
notwendig sind ist noch nicht bekanmbpildung58A). In Anwesenheit von proteolytisch
inaktivemSICIpP1Cat fand sogar eine Vollprozessierung von ClpP2lang statt, so dass ClpP2 sich
scheinbar in einem gemischten Komplex vollstandig prozessieren kann. ClpP ZHoipf&Cat

aber nicht prozessieren und zeigte auch keine proteolytische Aktivitat in EsrAbbaus des
natirlichen Substrats PopR.

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Bindung eiraif Bse an ClpP1 notwenidig
fur die volle Funktionalitit des Clgemplexes inStreptomycesist, da in S.lividans
nclpP1P2SHP1HypP2langHis zwar Prozessierungen stattfanden, aber der gebildete- ClpP
Komplex keine Proteaseaktivitat aufwies. In weiterfihrendernviveExperimenten muss
zunachst getestet werden, ob dieser Effekt durch eine Inkompatibilité® vioawaiiensi€lpP1

103



undS. lividan€lpP2 zustande kam. Weiterfihrend soll auch untersucht werden, welchen Effekt
Mutationen in den hydrophoben Taschen von ClpP2 auf Prozessierung und Proteaseaktivtat
haben.

A ClpP2: Propeptid triggert Homotetradekamerformierung und/oder
Interaktion mit Clp-ATPasen mit dem Resultat einer Teilprozessierung.

-

Clp-ATPase C ClpP1/ClpP2: Bildung eines Heterokomplexes fiihrt zu
vollsténdiger Prozessierung und Kompetenz zum Substratabbau.

'y
B
‘J.%J - ‘6\ -

~ e
ClpP2lang . .
B ClpP1: Bisher keine Hinweise auf Homotetradekamerformierung.
0@ e posR
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Abbildung58: Hypothetisches Modell zur Bildung eirfiesktionalen ClpfKomplexes in Streptomycetef) Das vollstéandige ClpP2
Propeptid ermdglicht eine Teilprozessierung von ClpP2, vermutlich durch die Bildunbla@ia@stradekames und/oder die
Interaktion mit ClpATPaserB) Auf eindHomooligomerbildungon ClpP1 gibt es bisher keine HinweiS@n Anwesenheit beider
ClpRPHomologe undunter putativer Beteiligung vo@IpATPasen kdnnen sich beide Homolegéstandig prozessieren und der
Komplex kann naturliche Substrate, wie PopR, abb&iemnteraktion mit den Gi@TPasen wurde in dieser Arbeit nicht untersucht
Sowohl eine asymmetrische Bimg) an nur einen ClpReptamerring als auch eine symmetrische Bindung an beide Ringe ist
denkbar.

/

Fur ClpP1 gibt es bisher keine Hinweise fiir emmaddligomerbildung, bevor es zur Bildung
eines gernschten Komplexes mit ClpP2 kommbbildung58B). Es schien sich selbst erst durch
Bildung eies Heterokmplexes mit ClpP@rozessiererzu kénnerund verlieh dem Komplex in
prozessierter Form seine proteolytische AktivitAbkildung 58C). In Anlehnung an die
Komplekildung in den nahverwandten Mylakterien ist die Bildung eines
Heterotetradekamers aus zwei Homoheptameren nahelie¢&kapian et al., 2012)

Aus den durchgefiihrten Bioassays konnte abgeleitet werden, dass nur ClpP1, aber nicht ClpP2,
ADEPRsensitiv ist wodurch es gut moglich sein kdnnte, dass sich die Affinitaten der beiden
Homologe auchiifr die assoziierten GiyTPasen unterscheid@iesbezlglich wurde aber noch
nichts publiziert und auch in dieser Arbeit wurden keine Untersuchungen mit d&TE4sen

in Streptomyceten durchgefuhmBisher isbekannt, dass irs. coelicoleGenom eirclpXx und

drei clpGHomologe(clpC1, clpC2, clpfP®rhanden sindBellier and Mazodier, 20Q4)elche

auch inS. lividanI K24 pasent sind. Des ¥iterenliegen Gene fir die mit der ChiMRaschinerie
assoziierterProteine ClpS un@lpBvor, sowie zwei Gene fiir Proteine mit groRer Ahnlichkeit zu
ClpC (CIpC4 und CH)Cdie aber stark verkiirzt und daher vermutlich nicht funktional sind. Bei
der Untersuchung deS.hawaiiensissenoms konnten Homologe fir alle oben genannten Gene
identifiziert werden, allerdings nicht flolpC3(6.3.19. Wie bereits bei der Analyse der
Anordnung declpP1clpP2und clpP3clpP©Operong4.5.1.]) konnte auch bei den GHTPasen

eine sehr groRe Ahnlichkeit den Homologen i$. chartreusiBIRRL 3882 url.spS1q2016)
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beobachtetwerden. Auch in diesen beiden Stammemnte kein Gen firclpC3identifiziert
werden. Somit ist das Fehlen vdpC3nicht spezifisch fi$. hawaiiensisnd kann daher nicht

mit dem ADEMResstenzmechanismus assoziiert werd&femehr ist anzunehmen, dass es
evoluionsbhedingt zum Verlust despGHomologs gekommen ist, wieiteinigenStreptomyces
Stammen zum Verlust deipRHomologeclpP3und clpP4 Hier stellt sich die Fragaelche
Funktion ClpC3 i8. lividan®rfullt, die inS. hawaiiensigicht bendtigt wird und ob, trotz des
Fehlens von ClpP3 i8.hawaiiensis die im Rahmen dieser Arbeit i8. lividansTK24
durchgefiihrten Experimentehne Weiteres auf den ADE®oduzenten Ubertragen werden
kénnen Dain viveStudien inS. hawaiiensigicht mdglich sindempfiehlt es sichSpezifitaten

von CIpATPasen sowie Affiaten zwischen CipTPasen und ClgRoteinen vors.lividansund
S.hawaiiensign zukinftigenin vitroExperimenten mit isolierten Proteinegeite an Seite zu
untersucheninteressant waren an dieser Stelle auch Untersuchungen zum Adaptorprotein CIpS,
fur das inE. colieine modulierende Wirkung auf die Substratspezifitdt von CIpA gezeigt werden
konnte und in Pflanzen sowie Plasmodien éieraktion mit ClpC vermutet widhyoung et

al., 2016; Dougan et al., 2002; Zeth et al., 2002)

Insbesondere im Vergleich zu Firmicutes und Mykobaktéherrascht die ClpRlaschinerie in
Streptomyceten durch ihre vieleroiiponenten und Kontrollinstanzen, di@ das Entstehen
einer sicheren und funktionalen Proteasseinbamunabdingbasind.Beginnend mit der strikt
regulierten Expression vonimdestens viein das Regulon eingeschlossenen €pmologen
mussenCIlpP1 und ClpP2ur Bildung eines aktiven Komplexes prozessiert wengenmit
mindestens einer von drei GAprPasen inS. hawaiiensidozw. vier inS. lividansund
moglicherweise mitzusatzlichen Adapterproteinen interagieren, um naturliche Substrate
abbauen zu kbnnen. Abgesehen davon, ist es mdglich, dass weitere Komponenten, insbesondere
Regulatoren und Adapterproteini@yolviert sind die bishenoch gamicht bekannt sind.

5.3.3 ClpRoepvermittelt ADEFResistenm S.lividansTK24durch Interaktion mit

CpP1 und ClpP2
Durch die Unterschiede der CipRaschinerien in verschiedenen Organismen als auch durch die
Vielschichtigkeit des Wirkmechanismus von ADEP an ClpP isselssar E. coloderB. subtilis
noch nicht vollstéandig aufgeklart bziw.vielen Organismemvie denStreptomycetennahezu
unbekanntln dieselArbeit wurde der Fokuavarnicht auf die Aufklarung des Wirkmechanismus
gelegt,jedoch konnteaus Vorarbeiten bereits geschlossen werden, dass es sich nicht um eine
einfacte Inhiberung des physiologischen ClpP1/CigBhplexeswie bei Mykobakterien
handeln kann, da dann durch eineopRinduzierte Expression voMDEHRnNnsensitivem
ClpPZIpP4 das Uberleben gesichert wéFamulla et al., 2016; Gominet et al., 201ih)
Bioassay mit S.lividans pclpP1P2P1kurzund S.lividans nclpP1P2P1kurzP2lang konnte
gezeigt werden, dasSIpP1 das einzigeDEPsensitive ClpfPlomologist und in AR wie in
Abwesenheit seines physiologischen Partr@P2 durch ADEP Uberaktiviert werden kann
(Abbildung45). Somit muss ADEP in der Lage sein, die Bildung einesHotp&tetradekamers
zu triggern und dieses, entkoppealbn den ClpATPasendurch eine Uberaktivierung zu
toxifizieren. Allerdingschlief3t dies nicht ayslass ADEP auch gemischte ClpP1/c{pRiblexe
Uber die Bindung an ClpP1 Uberakterekann.

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde deutlich, dass der dlpBlepvermitelte
Resistenzmechanismus zum eif@nhaltenmuss,dassADEPRaktiviertes ClpPdlurch Clpkber
detoxifiziert wird In S.hawaiiensisund rach dem Einbringen voclpPperin verschiedene
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StreptomycesSpeziekonnte mittels Western Blotseine Beteilgung von ClpP3 nachgewiesen
werden (Abbildung47), womit, analog zum Wirkmechanismus von ADEP an @ipBlloRe
Inhibieung von ClpP1 durch ClpB; welche eine Expression von ClgBBFolge haben wirde,
ausgeschlossen werden konnBamitlasst sich folgerrdass Clpi3erneben der Detoxifizierung
von ClpPluchdie physiologischen Funktionen des gestérten ClpipR2Komplexes ersetzt
kénnenmuss

Im Western Blot mig. lividangclpP1P2P1kurzPapersowie den Variationen nitpPllangder
clpRoerHis konnte keine Prozessierung der beiden cHpihologe oder ein PopfAbbau
beobachtet werden(Abbildung52 und Abbildung53). Somit schierClpRoerClpP1 in einen
Komplex einzubindemler proteolytisch inaktiundin keiner Weise funktional id/estern Blot
Experimente mit Zellextrakten vé@hawaiiensisund verschiedenen Clpizeexprimierenden
Stdmme deuten daraufhidas<ClpRoperdie Prozessierungon ClpP Yerhindert bzw. vermindert
(Abbildungd?). Wie einsolcher proteolytisch inaktiv€lpP 1/ClpkeKomplex aussehen kdnnte
ware an dieser Stelle reine Spekulation und musaukiinftigenin vitro-Studien z. B. durch
Auftrennung  der  Komplexe  mittels einer  nativen PAGE  odeine
GroRenausschludsmmatographieuntersucht werden.

Im Gegensatz dazu gaben die durchgefiihrten Experimente eindeutige Hinweise darauf, dass
ClpRper und ClpP2einen Komplex bilden, der abgesehen von der ADERnsitivitat
vergleiclbare Eigenschaften wie d@hysiologischen ClpP1/ClpR®mplexaufweist sowohl
bezlglich deProzessierung beider Parthemologeals auchoeziiglich deé&\bbats von PopR,
welches hier stellvertretende fir natirliclsibstraproteine betrachtet wurde(Abbildung55

und Abbildung56). Um die Funktionalitéat der beiden Partnerhomologe in diesem Komplex zu
untersuchen, sdén in zukinftigen Experimenten die fur den ClpP1/CKitaplex
vorgeschlagenen Mutationen in den Kgteschen Triaden und hydrophoben Bindestellen auch
in ClpRoerpeingefuhrt werden und analog getestet werden, wie sich die Kombination von
ClpRoeHyp oder ClpRefcat mit ClpP2 auf die Prozessierung der Homologe und die
proteolytische Aktivitat auswirkt.

Durch die kontrolliertelpRoerExpressiominter deminduzierbarertipA-Promotor in S.lividans
plJ6902clpRekonnte im Bioassayezeigt werden, dass die Auspragung der Resistenz abhangig
von der Konzentration des exprimierten GheHst, dader Stamnmit zunehmender Induktign

also bei steigender ClpR2eKonzentration, stetig resistenter wurd&bbildung49). Gleichzeitig
konnte im Western Blot bei steigender GigglPExpression eine Zunahme von unprozessiertem
ClpP1 beobachtet werdgAbbildung50), wahrend bei dr Detektion eine$. lividan®apeeHis
Extraks auffiel, dassnicht nur ClpP1 zumeil unprozessiert vorliegt, sondern ebenso lp#

His (Abbildung56). Durch dieisolierte Expression von ClpP1 mit GigRsowievon ClpP2 mit
ClpRoerin S. lividangiclpPP2konnte aufgezeigt werden, dass der Resistenzfaktor in der Lage
ist, zwei voneinander unabhéngige C®Rteme zu etabliereADEP entkoppdlie nattirlichen
PartnerClpP1 und ClpP2 voneinanded gehtmit beiden eine neue Interaktion gjAbbildung

53, Abbildung54 und Abbildung56). Durch die Interaktion von ClpP1 und GlgPFagen daher

Teile beider Homologe in unprozessierter Form vor, wahrend die Interaktion von ClpP2 und
ClpRoereine Prozessierungbendieserbewirkte. Trotz der nachgewiesenen Interaktion von
ClpRpepmit ClpP1 und ClpP2 konnte sowohBihawaiiensisls auch irs. lividanpSETclpBer
prozessiertes ClpP1 detektiert werdekblbildung47), fir dessen Entstehen ein Komplex mit
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proteolytisch aktivem ClpP1 prasent sein mesdweder Restmengen eingdysiologischen
ClpP1/ClpRKomplexes und/oder elsDEPAktiviertes ClpRHomadetradekamemund/oderein
ADEP&ktivierter @pP1/ClpPZomplex ggf. mit Beteiligung von CAYTPasen

Dies konnte drauf hindeuten dass die Bildung der CigBmplexe wahrend der
Resistenzsituation méglicherweise in einem dynamischen Gleichgewichtwakdites durch
Expression der zum Uberleben notwendigen MengestdigRf die Seite der ADEBsistenten
Komplexe verschoben wirdifbildung59). Trotzdem entstehende Anteile von prozessiertem,
potentiell toxischem ClpP1 sind entwedeargeringum schadigend zu wirkexder kdnnen, wie
unprozessiertes ClpP1, auch von gjpRdetoxifizert werden. Dabei ergaben sichkeine
Hinweise deauf, dass ClpBecine Praferenz bzw. eine héhere Affinitat fur eins der beiden ClpP
Homologe besitzt. Basierend auf der Annahme, deEsggleichermalien wichtig ist, den
unkontrollierten Verdau von esseriten Zellproteinen zu verhinden (AD&#&iviertes CpP1)
und den Abbau nicht bendétigter Substrate sicherzustellen (ClpP2), ist davon auszugehen, dass
die deutlich préaferierte Bindung eines Glp&mologs durch ClpReher kontraproduktiv ware.

Hypothetisches Modell des physioclogischen
ClpP1/ClpP2/Clp-ATPase-Komplex in Streptomyceten.

.

Clp-ATPase

+ ADEP1

¢

+ ClpPapep
s

—
- ClpPapep

Durch ADEP1 wird die Clp-ATPase von ClpP1 Ausreichende Mengen ClpP,pcp verschieben das Gleichgewicht

verdrangt und es kénnen zwei verschiedene hinzu einem funktionalen ClpP,,ep/ClpP2/Clp-ATPase-Komplex

Uberaktivierte Komplexe entstehen. und durch ClpP,pep detoxifiziertem ClpP1.

Abbildungb9: Hypothetisches Modetles Effekts von ADEP1 auf die &pkplexbildung iStreptomyceand desGegeneffelddes
ADEResistenten ClpfPlomologs ClpiBer Durch Verdrangung der G4T Pase von ClplRihdanschlieRender Binduramn dieselben
Bindestellen bewirkt ADEP1 eine tddliche Uberaktivierung von -BipRdtetradekamer sowie ClpP1/ClpP2
Heterotetradekamerkomplexein Anwesenheit voRIpRoeswird ClpP1 aufiochunbekannte Weise detoxifiziert und es entsteht

ein ADEResistenter, aber voflinktionaler ClpRefClpP2/ClpATPasé&omplex, der den ClpP1/ClpP2/8IpPasé&omplex ersetzt.

Eine spannende Frage bleibt an diese Stelle, wieso ClpP1 irP/&ldEReNnterS. hawaiiensis

trotz seiner Toxizitat, weiterhin erltvah ist, da es in Anwesenheit von GlglRund ClpP2 auf der
Grundlage der bisherigen Erkenntnisse keinen offensichtlichen Nutzen mehr hat, sondern viel
mehr eine Schwachstelle gegen ADEP darstellt. In vorhergegangenen Studien mit einem
S.lividansWildtyp-Stamm konnte bereits gezeigt werden, dass unter ABERISS spontan
ADEResistente Mutanten auftreten, bei denedpPl1 durch Nonsens®lutationen oder
Deletionen nicht mehr funktional w&Bominet et al., 2011Bei den untersuchten Mutanten in
dieser von @Gminetet al.durchgefiihrten Studie wurden tberwiegend auch DownstrEfiekte

auf clpP2beobachtet, so dass lediglich in einer von elf Mutanten weiterhin ein funktionales
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clpP2Genvorhanden war. Somit wéare es moglich, dass solche spontanen Mutatiotip 1n
nicht so gezielt erfolgen kénnen, dass die ExpressioalpBain jedem Fall ohne Downstream
Effekte erfolgen kann. Dies wirde den Erhalt des vollstéandigBtclpP2perons begrinden,
da ein funktionales CIpP2 essentiell ist, um gemeinsam mipEdpiRen funktionalen, ADEP
resistenten Clpfomplex zu bilden.

5.4 Ausblick

So wie die Suche naameuen antibiotischen Wirkstoffemst auch das Verstéandnis von
Resistenzmechanismen unabdingbar, um alarten Problematik der steigenden Zahlen von
multiresigenten Pathogean Einhalt zugebieten.Bei der Identifizieing und Annotierung des
adeBGQusS. hawaiiensigurde einclpRHomolog als mdglicher Resistenzfaktor gefundas,
im Rahmen dieser Arbeit durch das Einbringen in verschi&tesgomycesSpezies als solcher
bestétigt werden konnte.

Da S. hawaiiensisiicht genetisch manipulierbar wagestaltet sich die Planung weiterer
Experimente und Projekte, die invoStudien mit dem ADHPoduzenten erfordern, sehr
schwierig. Die Regulation dede-BGC und des Resistenzgelpsioedleiben offene Fragen und
konnten in Zukunft eventuell Gbereitere Experimente in einem heterologen Wirtsstarader
die Anwendung innovativeTechniken wie CRISP&as9 Genome Editing, welches in
Streptomycedbereits erfolgreich angewendet werden konrft@obb et al., 2015; Tong et al.,
2015; Yeo et al., 201 %eantwortet werden.

So wurde fir die Untersuchung depRpepvermittelten Resistenzmechanismder Weg der
heterologen Expressian S.lividansTK24 gewahltFir diese Arbeiten wurde das Augenmerk
zunachst auf die physiologsiche Ch&schinerie irdiesem Stamm gelegim den Einfluss des
Resistenzgens im Anschluss aussagekratftig interpretieren zu kénnen.

In einer Reihe vorin viveExperimenten wie clpRKnockoutStudien und anschlieRende
Komplementierungen, Bioassays und Western Blatainte bestatigt werden, dass der
physiologische ClgRomplex aus ClpP1l und ClpP2 besteht, von denen nur ClpP1 sensitiv
gegenuber ADEP .ifdiese beiden ClpPlomologescheinemur dann in der Lage zu sein einen
proteolytisch aktiven Komplex zu bilden, wenrdbeiusarmen anwesendaind und es durch

eine Interakibn zur Prozessierungpmmt Wahrend ClpP2 sich ohne ClpP1 teilprozessieren und
in Anwesenheit von katalytisch inaktivehCI@P1Catvollstandig prozessieren konniigte sich

fur ClpP1, dass es in Abwabeit von ClpP2 nicht prozessiert witlpP2 schien aber nichim
Substratabbau beféahigiu sein, da der Abbau natirlicher SubstratedagiKombination von
ClpP2 mit katalytisch inaktive®ClpP1Cat zum Erliegen kahtier sollten in zukunftigen
Experinenten durch ortsspezifische Mutagenese cipP1lund clpP2von S. lividansTK24
Punktmutationen zum Verlust der Funktion der katalytischen Triade gesetzt werden und der
Effekt auf die Prozessierung sowie den Abbau natirlicher SubSergean Seitbeobachtet
werden.Zu klaren ist, ol€lpP1 sich in Anwesenheit von katalytisch inaktivem ClpP2 (wie ClpP2
bei katalytisch inaktivem ClpP1) prozessieren kann und somit fir die Prozessiean@GIip®
Homologe bereits eindteromerer Kmplex gebildet werde muss. Ebenso sollte getestet
werden, ob der Komplex durch katalytisch inaktives ClpP2 in gleichem Maflie an proteolytischer
Aktivitat verliert wie durch katalytisch inaktives ClpP1 oder ob der Abbau von naturlichen
Substraten weiterhin erfolgen kann.
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Durdh die Einfihrung von Mutationen der hydrafien ClpATPasdindestellen irSICIpPHyp

wurde der PopR Verdau d&ClpP1Hyp ClpP2laihtis Komplexes verhindert. Dies kdnnte
entweder darauf hindeuterdass die Interaktion zwischéh hawaiiensi€lpP1 unds.lividans

ClpP2 nicht optimalerlief oder dass die Bindunginer oder mehrerer CipATPaseran ClpP1
essentiell fiurden Verdau von PopRt Mittels ortsspezifischer Mutagenese sollten diese
Mutationen gleichermafRen in ClpP1 und ClpP2Xvdinidan3 K24 eingefiihrt werdeiClpP1Hyp

und ClpP2Hypum in Kombination mit einem nichtutierten Partnerhomolog den Effekt der
ausbleibenden CipTPaseiinteraktion mit ClpP1 bzw. ClpP2 zu vergleicBémKombination

der beiden madifizierten ClgRPomologesolte die Bindung jeglicher ATPasen unterbinden und

es moglich machen zu zeigen, ob die Prozessierung nur durch eine ClpP1/ClpP2
Heterokomplexbildung, abeZlpATPasainabhangig ablaufen kanBurch die Erzeugung von
Knockouts der einzelnen T Pasen in Kabination mit ClpP1Hyp oder ClpP2Hyp kénnten
Ruckschlisse auf die Affinitatsunterschiede der-BtpRologe zu den verschiedenen ATPasen
gezogen werden. Hierbei ist zubertcksichtigen, dass CIpC1l essentiell zu sein scheint und dies
moglicherweise ich furandere Clp&Proteine ztreffen konnte(Bellier and Mazodier, 20p4

Durch die konstitutive Expression des naheaiksBGC lokalisiertecipPpoerGens irS. lividans

TK24, S. coelicolorA(3)2 und S. griseusWaksman konnte dasclpRHomolog als
speziesunabhangig agierender Resistenzfaktor gegen ADEPs identifiziert werden. Wahrend der
kontrollierten Expression mittels eindpA-Promotors wurde ersichtlich, dass die Starke der
Resistenz abh&ngig von der Konzentration des exprimi€lgRoerist und durchkonstitutive
Expressioreine Hochresistenz, vergleichbar mit der des ABRBBuzentenstammes, erzielt
werden kannDiese Konzentrationsabhangigkeit ergibt sich héchstwahrscheinlich durch eine
Interaktion von Clpfermit ClpP1 und @P2, wodurch zum einen durch ABEfRraktiviertes

ClpP1 detoxifiziert wird und aus ClpP2 und &op€in ADEResistenter Clplomplex entsteht,

der alle physiologischen Funktionen tibernehmen kann.

Bisherige Hinweise fur eine Interaktion von ClpP1 uriéhézhiegen nur in Form der in einem
Bioassay ersichtlichen Aufhebung der ABERsitivitat von ClpP1 in Anwesenheit von GhpP

vor. In zukunftigem vitro-Experimenten mit isolierten Proteinen sollte die Interaktion z. B. durch
isothermaleTitrationskalorimetriequantifiziert werden und die Bildung moglicher Oligomere
mittels entsprechender Methoden (Native PAGE, GrolRenausschlusschromatographie)
nachgewiesen werden.

Die Ausbildung eines ClpBClpP2Komplexes ist auf Grundlage der erzengkErgebnisse
nahezu eindeutig, abanalog zum ClpP1/ClpR®mplex missen auch hier in zukinftigen
vivo-Experimenten Uber die Einfihrung von Mutationen in die hydrophoben Bindetaschen
(ClpRoeHyp)und die katalytische Triad€lpRoeia) Aussagen beglich der proteolyschen
Aktivitat der Partnerbmologe sowie zur Interaktion mit O3 Pasen getroffen werden.

Samtliche Erkenntnisse sollten sich im besten Fall in einewitro-System mit isolierten
Proteinen nachstelleand entstehende ProteiKomplex hochauflésend darstelldassen. Zu
Bedenken ist an dieser Stelle, dass in StreptomyceterCéirdultigen-Familie vorliegt, deren
Komponenten vielzéhlig undmdglicherweise nochgar nicht alle bekannt sindEs ist
unwahrscheinlich, dass aldder CIpATPasen (drei if5 hawaiiens)s gleichermafl3en eine
Interaktion mit den drei hier untersuchten ClgBmologen eingehen uraliRerdem isbisher
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unbekannt, ob dazu weitere Faktoren wies Adapterproteil©lpS oder Komponenten anderer
Art notwendig sid.

Doch gerade diese Vielseitigkeit macht die ®GdpBchinerie in Streptomyceten zu einem
spannenden System ur@pRperzu einembishereinzigartigen Resistenzfaktdeben neuen
Erkenntnissen Uber ClgRoteine und ihre Interaktionen ermdglicht die ltdzierung von
ClpRoerauch die bioinformatisch unterstitzte Suche nach neuen Antibiogkandiosynthese
einen durch eirclpPRHomolog vermitteltenSchutzmechanismus erfordewie diein dieser
Arbeit vorgestellte ADEBiosynthese.
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6 Anhang

6.1 WeitereWestern BlotAnalysen
6.1.1 Western BlotAnalysen vois. hawaiiensiZellextrakten

TSB YM-VE

Tag il 2 3 1 2 3

ClpP1

.. . 2Es

anti-P1

anti-P3

Abbildung60: Western Blot miS. hawaiiensigellextrakten nach Wachstum in ¥88er YMVEMedium und Inkubation fir ein,
zwei oder drei Tage. Wéhrend in beiden Medien an Tag 1 noch eine Verzégerung derdsBitrung und eine mutmaglich
unprozessierte ClpPRande sichtbar sindst die prim&e Bande an Tag 2 und 3 prozessiertes C®Piawaiiensischeint in TSB
Medium schneller die Absterbephase zu erreichen als #V&Medium (vgl.Abbildung61). Obere Reihe: Detektion mit einem
primaren polyklonalen Hasemti-StreptomycesClpP1Antikorper (antiP1l), untere Reihe: Detektion mit einem priméren
polyklonalen Haseanti-Streptomyce€IpP2Antikdrper (antiP3).

YM-Milli-Q
24 32 48 56 72 79 90 h

anti-P1

Abbildung61: Western Blot mi. hawaiiensiBellextrakten nach WachstumYitMilliQ-Medium fur bis zu 90 h. Wahrend nach 24
h noch die unprozessierte ClpBande dominiert, verschiebt sich dies bereits nach 48 h deutlich zur praeesSigrPiBande,
welche nach drei Tagen fast nicht mehr detektierbabistektion mit einem priméaren polyklonalen Haserti-Streptomyce€IlpP1
Antikdrper (antiP1). DieDetektion mit einem priméren polyklonalen Haseni-Streptomyce£IpP3Antikdrper wurde ebenfalls
durchgefuhrt, aber der Western Blotrd aufgrund des Ausbleibens eines Sigmiatht gezeigt.

6.1.2 InduzierbareExpression vo@lpPaxpedn S. lividangiclpP1

S. lividans AclpP1 plJ6902¢lpP ,pep

| ClpP2.

ClpP3

anti-P1

ClpP3

- - [
anti-P3

0 2.5 5 10
Mg Thiostrepton

Abbildung 62: Western BlotAnalyse von Zellextrakten vo8. lividanspclpP1l plJ6902clpker die mit variierenden
Induktorkonzentrationen kultiviert wurden-(@ pg/ml Thiostrepton). Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen

Hasenranti-StreptomycesClpP1Antikorper (antiP1), untere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Kagéen
Streptomyce€IpP23Antikdrper (antP3).
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6.1.3 Induzierbare Expression v@pPaxperund ApPapepHisin S. lividangiclpP1

AclpP1
g o
& R 53
& e Qe
- + - + - +
28 kDa P> ClpP2
- . - ClpP3
23,56 kDa D> | " s - —— — ClpP,c-His*
- . CIpP apep”
anti-P1
CIpP3
23,56 kDa D> | i N =3 —
anti-P3

Abbildung63: Induzierte Expression va@@pRoerund ClpRoeeHis inS.lividansnclpP1(nclpP). Zellextrakte wurden aus Kulturen
hergestellt, die fur zwei Tage ohne Induktpiofler mit 20 pg/ml Thiostrepton (+) angezogen wurden. Stamme mit plJ6902 dienten
als Leervitorkontrolle. Obere Reihe: Die Detektion erfolgte mit einem priméren polyklonalen-atatsStreptomyceIpP1
Antikodrper (antiP1); untere Reihe: Die Detektion erfolgte mit einem priméaren polyklonalen -Bias&ireptomyce<ClpP3
Antikorper (antiP3).Die aufgetragene Pm@inmenge pro Extrakt betrug 1@@. Die Identitat der schwachen Bande auf Héhe von
ClpRoe# in den Proben plJ6902)/ (+), Paer(-) und RoepHis(-) wurde nicht bestimmt. Abgeleitet von der Laufhéhe kénnte es sich
dabei um ClpPHandeln.

6.1.4 Prozessierungstabelle

Exprimierte Detektion Prozessierung Kommentar
ClpRHomologe von ClpP3
ClpP1kurz ja ClpP1kurz nein
ClpP2lang ja ClpP2lang nicht detektierbar
ClpP2langis ja ClpP2langis Teilprozessierung
ClpP1kurz ja, ClpP2lang nicht
ClpP1kurz, ClpP2lang nein detektierbar
ClpP1kurz, ClpP2lahtis nein ClpP1kurz ja, ClpP2laHis ja
ClpP1kurz unvollstandig, ClpP2kt
ClpP1kurz, ClpP2kurz ja ja
ClpP1kurz ja ClpP1kurz nein
ShClpP1Cat ja ShClpP1Cat nein
ShCIpP1Cat nein, ClpP2lang nict Kombination von
ShClpP1Cat, ClpP2lang ja detektierbar ClpRPHomologen
ShClpP1Cat nein, ClpP2lktig verschiedener
ShClpP1Cat, ClpP2ladiz ja fast vollstandig StreptomycesSpezies
ShCIpP1Hyp ja ShCIpP1Hyp unvollstandig
ShClpP1Hyp unvollstandig, Kombination von
ShCIpP1Hy&IpP2lang ja ClpP2lang nicht detektierbar ClpRHomologen
ShClpP1Hyp unvollsténdig, verschiedener
ShClpP1Hyp, ClpP2lads ja ClpP2langis ja Streptomyce$pezies
ClpRoep ja ClpRpemicht detektierbar
ClpRpepHis ja ClpRpepHis nein
ClpP1kurz nein, Clpdmicht
ClpP1kurz, ClpB:p ja detektierbar
ClpP1kurz, ClpRepHis ja ClpP1kurz nein, ClpReHis nein
ClpP2lang nicht detektierbar,
ClpP2lang, Clpk:p nein ClpRpernicht detektierbar
ClpP2lang nicht detektierbar,
ClpP2lang, ClpR:eHis nein ClpRperHis ja
ClpP2kurz nicht detektierbar,
ClpP2kurz, ClpR:p ja ClpRpemicht detektierbar
ClpP2kurz nicht detektierbar,
ClpP2kurz, ClpBerpHis ja ClpRpepHis unvollstandig
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ClpP2langis ja, Clpemicht
ClpP2langis, ClpRep teilweise detektierbar

ClpP1kurz unvollstandig, ClpP2la

nicht detektierbar, ClpBemicht
ClpP1kurz, ClpP2lang, GigiB nein detektierbar

ClpP1kurzinvollstandig, ClpP2lan

nicht detektierbar, ClpBepHis
ClpP1kurz, ClpP2lang, GipRHis nein unvollstandig

Tabelle 34: Funktionalitaiten von ClpFProteinKombinationen Der Ubersichtlichkeit halber wurde in dieser Tabelle
zusammengefasstvelche Funktionalitatehei der Expression von verschiedenen €ipfologen irS. lividangiclpP1P2nittels

Western Blot detektiert werden kmten. Die Detektion von ClpP3 diente als Biomarker fur einen unvollstandigen oder
unterbundenen Abbau vom nattrlichen Substrat PopR umit $or das Fehlen eines proteolytisch aktiven Komplexes. Im Western

Blot konnten aufRerdem vollstéandig prozessiegiad( oder vollstandig unprozessier@éind) ClpPHomologe detektiert werden.

al yg2tt AGNYRATIa 06Sa0OKSA O (rteRFoim gen2il K Y Yy REY aB & M) RS 8z EINB NS S AS2 Ny @
beschreibt eine Prozessierung, die aber nicht der vollstandig prozessierten Form entspricht. Aufgrund der genutztem Antikdrpe

konnten verschiedene Clgfomologe und ihre Prozessierung®mid 6 S&a G AYY(G Sy . SRAy3dzyadSy yAOKi{G RS
RSGSTOGASNDF NKO ®

6.2 Vektorkarten

6.2.1 Konstrukte basierend apETFDuet

Xbal
Sphl

_-Sacl
~~_HindIII
~_NotI
—(T7 promoter

—llac operato

__——Bsal

Restriktionsschnittstellen, die fur die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
Grof3buchstaben und unterstrichen markiert.

ggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatgggcagcagccatcaccatcatcaccacagccaggate
cgaattcgagctcggegegectgcaggtdydG CTgcggecgcataatgcettaagtcgaacagaaagtaatcgtattgtacacggecgeataatcgaaattaat
acgactcactataggggaattgtgagcggataacaattatcttagtatattagttaagtataagaaggaga@ear ATGeagatctcaattggatatcggec
ggccacgcgatcgetgacgtcggtadC GAGiggtaaagaaaccgctgctgcgaaatttgaaegoacatggactcgtctactagecgcagcttaattaac
ctaggctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccecttggggectctaaacgggtcttgaggggtttiggaggaactatatccggattggegaatg
ggacgcgccctgtagcggegcattaagcgeggegggtgtggtggttacgegeagegtgaccgctacacttgccagegecctagegeccegceteetttegctttetteectte
ctttctcgccacgttcgecggctttcecccgtcaagetctaaatcgggggctecctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggt
gatggttcacgtagtgggccatcgccectgatagacggtttitcgecctttgacgttggagtccacgtictitaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaacc
ctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctatiggttaaaaaatgagcetgatitaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgt
ttacaatttctggcggcacgatggcatgdigdcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaact
tggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatitcgttcatccatagttgcetgactceccgtegtgtagataactacgatacggg
agggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccgdttatcagcaataaaccagccagecggaagggecgagegeaga
agtggtcctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagticgccagttaatagtttgcgca@@pffifiGaca
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ggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccecatgtigty captegaget
tcggtcctecgategttgtcagaagtaagttggecgcagtgttatcactcatggttatggcageactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtg
actggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgcetcttgcccggegtcaatacgggataataccgcgecacatagcagaactttaaa
agtgctcatcattggaaaadgticggggcgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatc
ttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttc
aatcatgattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatattig@ittagaaaaataaacaaataggtcatgaccaaaatcccttaacgtgagttt
tcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatccttttittctgcgegtaatctgetgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageg
gtggtitgtttgccggatcaagagctaccaactcttittccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatacigigietttegtagttaggccac
cacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggcetgetgeccagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacga
tagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcet
atgagaaagcgccadtrcgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagegcacgagggagcettccagggggaaacg
cctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagegtegattittgtgatgctcgtcaggggggeggagcectatggaaaaacgccagcaacgcggectt
tttacggttcctggccttttgctggectttigctcacatgttctttcctgegttainctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgatacecgetcgecge
agccgaacgaccgagcgcagcegagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgeggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtg
cactctcagtacaatctgctctgatgccgceatagttaagccagtatacactccgctatcgetacgtgactgggtcatggctacgoooggeaacacccgetga
cgcgcecctgacgggcttgtctgetcceggceatcegettacagacaagcetgtgaccgtctccgggagetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgega
ggcagctgcggtaaagctcatcagegtggtcgtgaagegattcacagatgtctgectgttcatccgegtecagetegttgagtttctccagaagcegttaatgtctggettct
gataaagcgggetgttaagggcggttttttcctgtttggtcactgatgectcecgtgtaagggggatttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggat
gctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggceggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcaggg
tcaatgccagcgcttcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtagmagcatcctgcgatgcagatccggaacataatggtgcagggegctgacttcegegttt
ccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcagceagtcgettcacgttcgetcgegtatcggtgattcattct
gctaaccagtaaggcaaccccgcecagcectageccgggtectcaacgacaggagcacgatcatgetagtcatgcccogapgagciupactgggttgaag
gctctcaagggcatcggtcgagatccecggtgcctaatgagtgagctaacttacattaattgegttgegetcactgeccgctttccagtcgggaaacctgtegtgcecagcety
cattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggeggtttgegtattgggegecagggtggtttitettttcaccagtgagacgggcaacagctgattgeccttcaccgect
ggccctgagagdigcagcaageggtccacgcetggttigccccagcaggcgaaaatectgtttgatggtggttaacggcgggatataacatgagctgtettcggtateg
tcgtatcccactaccgagatgtccgcaccaacgcgcagceccggactcggtaatggcegegcattgcgeccagegecatctgategttggcaaccageatcgeagtggga
acgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacaigfgcagtcgecttcecgttcegetatcggetgaatttgattgcgagtgagatatttatgece
agccagccagacgcagacgcgccgagacagaacttaatgggeccgetaacagcgcegatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgeccagtegegtaceg
tcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggragpattgg catcctggteat
ccagcggatagttaatgatcagcccactgacgegtigcgcgagaagattgtgcaccgecgctitacaggcttcgacgecgcttegtictaccatcgacaccaccacgcty
gcacccagttgatcggcgcgagatttaatcgccgegacaatttgcgacggegegtgcagggecagactggaggtggcaacgcecaatcagcaacgactgtttgccegec
agttgttgtgccacgagitgggaatgtaattcagctcecgecatcgecgcttccactttttccegegttitcgcagaaacgtggctggectggttcaccacgcgggaaacg
gtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggegctatcatgccataccgcgaaag
gttttgcgccattcgatggtgtccgggatctcgacgcteteccttatgtgetgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggecgttgagcaccgecgecgeaa
ggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtccceccggecacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgageccgaagtggegageccg
atcttccccatcggtgatgtcggegatataggcgcecagcaaccgeacctgtggecgecggtgatgeccggecacgatgegtecamozigamygictcgat
cccgcgaaattaatacgactcactata

6.2.1.1 pETDuet_Adel
Das Inseradelwurde mit den Primern MtbH_fexco und MtbH_reHindamplifiziert und tber
die Restriktionsschnittstellddcd undHindll in pEIDuet kloniert

CCATG@igactatcgtgtccaatccctttgaggacaacgacagcgaatacctggcgcttgtcaacgacgaaggacaatactcactctggcccgcegtacatcggegte
cctgagggatggcatgtagcgcaccagaaggctggcecgtcaggtctgcctggaatacattgaggcgcaatggacggacatgcgtccccggagccttgcccaageggtc
acgcaggccacgacggcaactcagidGCTT

6.2.1.2 pETDuet_Adé HisA3
Das Insert HisA3 wurde mit den PrimerB@main_forHis und ADomain_reviXhoamplifiziert
und Uber die Restriktionsschnittstelldidd undXhd in pEIDuet_Adel kloniert.

CATATGatcatcatcatcatcatgatccgggtgtgcgggtcggtgcggtggagetgcetgtcggeggacgagegtgeccagatcatcgaggcetcggaatgeccaccga
ccgggaggtgatcgtcccgagegtgctetcggaggegttcgaggegcaggtgcgggtgacgccggecggggtggeggtggtgtgtgacgaggtegaggtttegtatge
ggagttgaatgagcgggcgaatcggctggegeggtigetgggomtgcggggecggagegattggtggggctggcetgticcgeggteggtggagtiggtgatg
gcggtcctggeggtgttgaaggecggggcggcgtatctgecgttggatgtggagtatccgegegageggttggegttcatggtgggggatgcggegecggtgttgetggt
gtccaccgaggceggtggtggecggegtgccgggggatgtggagegggtgctgctggacgatccggeggtgctggegaiatgptgggegggegatgteg
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agtctggtgagcggcetgggtgtggtggggcecgcagtcgecggcegtatgtgatctacacgtccggticcaccggcacacccaagggegtggtgatgacggtggaggege
tggccaatctgattgcttggcatgtggcgacgatcggggcggggecggaggcegtcggtggegeagttcacggegatcagttticgatgtgtcggegcaggagattctgga
gacgctggggtcggahgegtctggtggttccggatgetgatgtgcggegggacgeggegeggticgtccggtggetggaggagtatcgaatcacggaactgtacge
gccgaacgtcatggtggaagcggtctgcgaaggeiggaacaacaccgcacccttcccgecctccaccacatcggccaggccggtgaagcactgcgactgagttc
cgcggtgcaggactttttctccgcatcctccgaccgecgcatgcacaaccgetacgctgagacgcacgtcgtcacggctcacteectgtcggacgatgtgacgg
gatggcgggcgacggctccgattggtcggecgatttggaatacgegggtgtatgtgctggatgccgggetggegecggtgecggtgggtgttgcgggtgagttgtacate
gcgggcgcecgecctggeccgceggcetaccacgaccgtecctggtectgacggcggagceggtttgtggcgaatccgttcactcctagtjegeagaigggatc
tggtgcggtggaatgccgagggtgagetggagtatctgggecgggecgactcccaggtgaaggtgeggggtticcggatcgagetgggtgaggtcgagacggtgetgg
ctggccggecggaggttggccaggeggceggtgatggtgcgtgaggaccgtcceggtgatcagegceatcgtggectatgtggtgcegggtgecggggcegtgtggtggatg
agcgtgtgctgcgtgggcegtdtmgaggtgtigccggagtacatggtgecgtcggeggtggtggtgctggacgcegetgecgttgacgcccagcggcaaggtggaccy
gcgggcccttcccgegceccgttatcgacactgagtcctcgggccgaggeccccggacaccccaggaggagatcctctgcggagtgttcgecgatgtectgggagtttce
agggtcgattg&@ TCGAG

6.2.1.3 pETDuet Adel HisA6
Das Insert Higfwurde mit den Primern ADomain_forHis und ADomain_rev2xho
amplifiziertund Uber dieRestriktionsshnittstellenNdd undXhd in pETDuet_Adel kloniert.

CATATGatcatcatcatcatcatgatccgggtgtgcgggtcggtgcggtggagetgcetgtcggeggacgagcegtgeccagatcatcgaggcetcggaatgecaccga
ccgggaggtgatcgtcccgagegtgcetctcggaggegticgaggegcaggtgecgggtgacgeecggecggggtggeggtggtgtgtgacgaggtcgaggtttcgtatge
ggagttgaatgagcgggcgaatcggcetggegeggttgctggggomgcggggecggageggttggtggggetggetgttccgeggicggtggagtiggtggtg
gcggtectggeggtgttgaaggecggggceggcegtatctgecgttggatgtggagtatccgegegageggttggegttcatggtgggggatgeggegecggtgttgetggt
gtccaccgaggeggtggtggecggegtgccgggggatgtggagegggtgctgetggacgatccggeggtgctggeggaigptgggegggcgatgicg
agtctggtgagcggcetgggtgtggtggggcecgcagtcgecggcegtatgtgatctacacgtcecggttccaccggcacacccaagggegtggtgatgacggtggaggege
tggccaatctgattgcttggcatgtggcgacgatcggggcggggecggaggcegtcggtggegeagttcacggegatcagtttcgatgtgtcggegcaggagattctgga
gacgctggggtcggahgcegtctggtggttccggatgetgatgtgcggegggacgceggegeggttcgtccggtggetggaggagtatcgaatcacggaactgtacge
gccgaacgtcatggtggaagcggtctgcgaagecgegcetcgaacaacaccgeacccttcccgeccteccaccacatcggecaaggeggggaggctctggggetcacce
ctgccgtgcgegagttcatcacggcetgageccggtecgtcggcetccacaacamateitgecgagaccceatctggtcacggeccattcectgtcggacgatgtgacg
ggatggcgggcgacggctccgattggtcggecgatttggaacacgegggtgtatgtgctggatgccgggetggegecggtgecggtgggtgttgegggtgagttgtaca
tcgcgggcegcecgecectggeccgeggcetaccacgaccgtectggtctgacggcggageggtttgtggegaatcegttcactectggidegeadatgga
tctggtgcggtggaatgccgagggtgagetggagtatctgggecgggcecgactcccaggtgaaggtgcggggeatacgegtcgaactaggcgagatcgaggeggtect
cgctggccaccccgacgtcgcccaggcagecgtggeattgcgegetgagggeccgggeggtggacgecccgtcggatacgtegteectgtgtcgggetgecgacgtgga
cgttccggegctgegeacttacggeggegegttgccggagceacatgatgecgtccgegategtgatgctggacgccttgecgttgacacctagcggcaaggtggac
cggcgggcccttcectgcgececgttatcgacactgagtcctcgggecgaggeccccggacaccccaggaggagatectctgeggegtgticgccgaaatcttggggatgt
cccgggtcgattg@aTCGAG

6.2.2 Konstrukte basierend aptJ6902
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