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Zusammenfas sungen

1 Zusammenfassungen

1.1  Summary

Several streptomycetes are known as producers of the antibiotics spectinomycin and
netropsin. The pheno- and genotypical properties of some of the strains were determined and
compared. No significant difference was detected between Streptomyces flavopersicus NRRL
B-2820, Streptoverticillium baldaccii ATCC19756 and Streptomyces netropsis DSM40093.
Therefore most investigations were carried out with S. flavopersicus NRRL B-2820.

Different media compositions and culture conditions for the production of the aminoglycoside
antibiotic spectinomycin were tested until the antibiotic could be concentrated from a culture
broth of S. flavopersicus NRRL B-2820 in sufficient amounts and purified after modification
of published methods. The production of spectinomycin was proven by bio-assays, thin-layer
chromatography and HPLC analysis.

The synthesis of a second antibiotic, that has not been found in S. flavopersicus before,
interfered with the detection of spectinomycin. Due to the properties of the active agent and
the close relationship of S. flavopersicus NRRL B-2820 and S. netropsis DSM40259, a
producer of the peptide antibiotic netropsin, it was assumed that this substance is identical to
netropsin.

The biosynthesis gene cluster for spectinomycin was cloned using a cosmid gene library from
S. flavopersicus NRRL B-2820. One cosmid containing the assumedly whole biosynthesis
cluster was identified, sequenced and analysed. In this region 21 complete and 2 incomplete
ORFs were identified. The functions of the putative proteins were deduced from database
comparisons and the proteins were classified into protein families. Putative functions in
spectinomycin biosynthesis could be assigned for 16 proteins (SpcRNTABCDXEYFGHIJK).
In particular, there was a transcriptional regulatory protein, a spectinomycin resistance
protein, a transport protein, a monophosphatase, two dehydrogenases, two aminotransferases/
dehydratases, an epimerase, a keto-isomerase, a 4,6-dehydratase, a glycosyltransferase, a
methyltransferase, a thymidylyltransferase, a sugar binding protein and a protein which
showed similarity to molybdenum-cofactor-biosynthesis proteins. The cluster was compared
to the spectinomycin biosynthesis genes from S. spectabilis NRRL2494 and S. spectabilis
NRRL2792. A putative pathway for the biosynthesis of spectinomycin was postulated in

consideration of all available data.
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Zusammenfas sungen

The spectinomycin phosphotransferase SpcN was identified as spectinomycin resistance
enzyme in S. flavopersicus NRRL B-2820 and in S. spectabilis NRRL2494. The spcN gene of
S. spectabilis NRRL2494 was expressed in Escherichia coli and the protein was purified by
immobilised metal affinity chromatography. Different assays were carried out with the
purified protein. It was demonstrated that SpcN phosphorylates spectinomycin and dihydro-
spectinomycin, an intermediate of the biosynthesis pathway, in an ATP-dependent reaction.
The enzyme exhibited a stringent substrate specifity, i.e., it showed no activity against other
tested aminoglycoside antibiotics and there was no competitive inhibition by other antibiotics.
The Ky-value of the spectinomycin phosphotransferase for spectinomycin was approximately
20 uM.

There are two putative oxidoreductase-encoding genes in the spectinomycin gene cluster,
spcB and spcH, but in the postulated biosynthesis pathway more dehydrogenase reactions are
needed. An exact assignment of the enzymes to the catalysed reactions was not possible. The
proteins SpcB and SpcH were expressed in E. coli. In assays using four of the possible
substrates (myo-inositol, scyllo-inosose, spectinomycin and dihydrospectinomycin) and the
coenzymes NAD(P)" and NAD(P)H no activity of either SpcB or SpcH was found.
Inactivation of several biosynthesis genes using different methods showed no success. The
reasons were the very low transformation efficiency of S. flavopersicus and that no spores
with single chromosomes were obtained. Experiments regarding the combinatorial
biosynthesis, i.e., the replacement of the methyltransferase gene spcG in S. flavopersicus
through the amidinotransferase gene strBI from S. griseus N2-3-11, could therefore not be
realised. However the reciprocal replacement of the gene st#B1 in S. griseus by spcG resulted
in mutants that did not show antibiotic activity.

The search for the netropsin resistance determinant from S. flavopersicus NRRL B-2820
revealed two genes netPl and netP2. The deduced proteins displayed homology to ABC-
transporters and shared some characteristic motifs, i.e., the transmembrane and ATP-binding
domains with these proteins. When one of the two genes was mutated, the mutants still
exhibited weak netropsin resistance in different assays. It is speculated, that the transport
proteins NetP1 and NetP2 usually act as heterodimers, but can possibly also form
homodimers. The detected genome fragment will serve as a probe to identify the netropsin

biosynthesis gene cluster in a genomic library.
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Zusammenfas sungen

1.2 Zusammenfassung

Die beiden Antibiotika Spectinomycin und Netropsin werden von verschiedenen
Streptomyceten synthetisiert. Einige der Produzentenstimme wurden hinsichtlich ihrer phino-
und genotypischen Eigenschaften ndher charakterisiert und verglichen. Dabei konnten
zwischen den Stimmen Streptomyces flavopersicus NRRL B-2820, Streptoverticillium
baldaccii ATCC19756 und Streptomyces netropsis DSM40093 keine Unterschiede fest-
gestellt werden. Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurde hauptsidchlich der Stamm
S. flavopersicus NRRL B-2820 herangezogen.

Nach einer Optimierung der Kulturbedingungen wurde das Aminoglykosid-Antibiotikum
Spectinomycin von S. flavopersicus NRRL B-2820 in hinreichender Menge gebildet. Durch
Modifikation bekannter Methoden konnte der Wirkstoff aus den Kulturiiberstinden des
Stammes aufgereinigt und anhand von Agarplatten-Diffusionsassays, Diinnschichtchromato-
graphie und HPLC-Analytik nachgewiesen werden.

Ein Problem im Nachweis der Spectinomycin-Produktion stellte die Synthese eines zweiten
Antibiotikums dar, das vorher nicht in S. flavopersicus gefunden worden war. Aufgrund der
Eigenschaften dieses Wirkstoffs und der Ahnlichkeit von S. flavopersicus NRRL B-2820 mit
S. netropsis DSM40259, einem Netropsin-Produzenten, wurde vermutet, dass es sich dabei
um das Peptid-Antibiotikum Netropsin handelt.

Ein bereits bekannter und sequenzierter Teil des Spectinomycin-Biosynthese-Genclusters von
S. flavopersicus NRRL B-2820 diente als Ausgangspunkt, um in einer Genbank nach weiteren
Synthesegenen zu suchen. Ein Cosmid mit dem vermeintlich gesamten Biosynthese-Cluster
bestehend aus 16 offenen Leserahmen (spcRNTABCDXEYFGHIJK) wurde identifiziert. Uber
Homologie-Vergleiche und der Suche nach konservierten Regionen konnten den daraus
abgeleiteten Proteinen mdgliche Funktionen zugeteilt und sie Protein-Familien zugeordnet
werden. Danach gibt es einen Transkriptionsregulator, ein Protein fiir Spectinomycin-
Resistenz, ein Transportprotein, eine Monophosphatase, zwei Dehydrogenasen, zwei Amino-
transferasen/Dehydratasen, eine Epimerase, eine Keto-Isomerase, eine 4,6-Dehydratase, eine
Glykosyltransferase, eine Methyltransferase, eine Thymidylyltransferase, ein Zuckerbinde-
protein und ein Protein mit Ahnlichkeit zu einem Molybdin-Cofaktor-Biosyntheseprotein.
Das Synthese-Cluster wurde mit den bereits bekannten Spectinomycin-Biosynthesegenen aus
S. spectabilis NRRL2494 und S. spectabilis NRRL2792 verglichen. Anhand aller verfiigbaren

Daten konnte ein moglicher Biosyntheseweg fiir Spectinomycin postuliert werden.
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Zusammenfas sungen

Das fiir die Spectinomycin-Resistenz verantwortliche Enzym in S. flavopersicus NRRL
B-2820 und S. spectabilis NRR1L.2494 ist eine Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN. Das
Protein aus S. spectabilis wurde in Escherichia coli exprimiert und mittels Affinitéts-
chromatographie aufgereinigt. Mit Hilfe verschiedener Aktivititstests wurde festgestellt, dass
das Enzym mit ATP als Cosubstrat spezifisch Spectinomycin und Dihydrospectinomycin
phosphoryliert. Eine Inaktivierung anderer Aminoglykosid-Antibiotika ebenso wie eine
kompetitive Inhibition des Enzyms durch diese Substanzen konnte nicht nachgewiesen
werden. Der Ky-Wert der Spectinomycin-Phosphotransferase fiir Spectinomycin betrug etwa
20 uM.

Die Gene fiir die beiden Dehydrogenasen, SpcB und SpcH, aus dem Spectinomycin-
Gencluster von S. flavopersicus konnten in E. coli nur in geringer Menge exprimiert werden.
Im postulierten Biosyntheseweg von Spectinomycin konnten sie mehrere denkbare
Oxidations-/Reduktionsreaktionen katalysieren. Mit einigen der mdglichen Substrate, myo-
Inositol, scyllo-Inosose, Spectinomycin und Dihydrospectinomycin, konnte in in vitro mit
NAD(P)" bzw. NAD(P)H als Coenzym jedoch keine Aktivitit festgestellt werden.

Die Inaktivierung einiger Biosynthesegene iiber verschiedene Methoden zeigte keinen Erfolg.
Dies lag zum einen daran, dass fiir S. flavopersicus kein zufriedenstellendes Transformations-
protokoll erstellt werden konnte, und zum anderen daran, dass durch das Fehlen von Sporen
die Mutanten inhomogen waren, und in einem Myzel Wildtyp- und mutierte Sequenz parallel
vorkamen. Daher konnten die Ansétze zur kombinatorischen Biosynthese, d.h. der Austausch
des Methyltransferasegens spcG in S. flavopersicus gegen das Amidinotransferasegen strB1
aus S. griseus, nicht verwirklicht werden. Dagegen fiihrte der umgekehrte Austausch von
strB1 gegen spcG in S. griseus zu Mutanten, die keine antibiotische Aktivitdt mehr aufwiesen.
Des Weiteren wurden die Netropsin-Resistenzgene netPl und netP2 aus S. flavopersicus
NRRL B-2820 isoliert. Die daraus abgeleiteten Proteine zeigten Homologie zu ABC-
Transportern und wiesen charakteristische Motive dieser Proteine auf, insbesondere eine
Transmembran- und eine ATP-Bindedoméne. Verschiedene Mutanten in netPl und netP2
wurden in unterschiedlichen Tests auf ihre Netropsin-Resistenz untersucht. Aufgrund der
Ergebnisse wird postuliert, dass NetP1 und NetP2 als Heterodimer wirken, aber zu einem sehr

geringen Teil auch als Homodimer aktiv sind.

16



Einleitung

2 Einleitung

2.1  Streptomyceten als Antibiotika-Produzenten

Streptomyceten sind gram-positive, aerobe Bakterien, die zur Gruppe der Actinomyceten
gehoren. Sie kommen zahlreich und ubiquitidr im Boden vor. Nur sehr wenige Stimme sind
human- und tierpathogen, einige konnen Krankheiten bei Pflanzen ausldsen.

Bakterien der Gattung Streptomyces zeichnen sich durch einen recht ungewdhnlichen
Lebenszyklus aus. In ihrer natlirlichen Bodenumgebung liegen sie groBtenteils als inaktive
Sporen vor. Diese Sporen halten Austrocknung aus, sind aber nicht hitzeresistent. Durch
duflere Signale keimen die Sporen zu Zellen aus, die ein Substratmyzel bilden. Ausgeldst
durch physiologischen Stress, wie Nahrungsmangel, aber auch durch chemische Signalstoffe
entsteht ein Luftmyzel (s. 2.2), von dessen Lufthyphen sich wiederum Sporenketten
abschniiren. Wéhrend der Differenzierung werden charakteristische Pigmente gebildet.
Anhand der Lufthyphen, der Kolonieform, -farbe und -groBe, aber auch an ihrem Geruch
konnen Streptomyceten-Stimme grob unterschieden werden.

Viele Streptomyceten produzieren hydrolytische Exoenzyme wie Proteasen, Lipasen,
Cellulasen, Amylasen, Xylanasen u.a., mit denen sie in ihrer natiirlichen Umgebung schwer
zersetzliche Naturstoffe abbauen. Sie leisten damit einen Beitrag zur Biodegeneration von
Polymeren. Einige der Stimme und Enzyme werden industriell genutzt (McCarthy &
Williams, 1992). So werden z.B. Xylanasen in der Papierindustrie zum Bleichen von Zellstoff
eingesetzt.

AuBerdem zdhlen Streptomyceten zu den wichtigen Produzenten von Naturstoffen, darunter
Pestizide, Herbizide, Immunsuppressoren und Antibiotika, die in der Agrarwirtschaft sowie in
der Human- und Veterindrmedizin zum Einsatz kommen. Von den etwa 12.000 bekannten,
von Mikroorganismen gebildeten Antibiotika werden 67 % von Actinomyceten produziert,
wovon wiederum 80 % aus der Gruppe der Streptomyceten stammen (Kieser et al., 2000). Im
Gegensatz zu der Pilzfamilie der Aspergillales, die ebenfalls einen Grofteil der bekannten
antibiotisch wirksamen Substanzen produziert, ist die chemische Mannigfaltigkeit der
Verbindungen bei den Streptomyceten um einiges grofler. So konnten aus Streptomyceten-
Kulturen unter anderem Aminoglykoside, Makrolide, Polyketide und Peptid-Antibiotika
isoliert werden. Bisher wurden iiber 2.000 Antibiotika niher charakterisiert, von denen jedoch

nur etwa 50 therapeutisch angewandt werden.
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In Streptomyceten liegen die Gene zur Biosynthese eines Antibiotikums meist in einem
Cluster mit dem Resistenzgen vor und sind in der Regel chromosomal codiert. Bisher wurden
nur die Synthesegene fiir Methylenomycin auf einem Plasmid gefunden. Dariiber hinaus
enthalten  Antibiotika-Biosynthese-Gencluster meist auch  Syntheseweg-spezifische,
regulatorische Gene, die als Transkriptionsaktivatoren wirken und von iibergeordneten
Elementen oder Regulationskaskaden kontrolliert werden (s. 2.2). In Streptomyces coelicolor
wurden iiber 20 verschiedene solcher pleiotroper Gene nachgewiesen, die die Antibiotika-
Produktion beeinflussen. Dazu zdhlen z.B. Gene fiir ,,two-component” regulatorische
Systeme, Proteinkinasen, verschiedene 0-Faktoren oder fiir Enzyme zur Synthese von ppGpp
und y-Butyrolactonen (Bibb, 1996; Chater & Bibb, 1997). Im Genom von S. coelicolor A3(2)
wurden 965 Gene gefunden, deren Produkten eine potentielle regulatorische Funktion
zugeordnet wurde, darunter allein 65 mutmaBliche Gene fiir 0-Faktoren (Bentley et al., 2002).
Abhédngig von der Komplexitit der Substanz umfassen die Biosynthese-Cluster im
Durchschnitt 20 - 30 Gene, sind also etwa 20 - 30 kb groB. Bei der Analyse der DNA-
Sequenz von S. coelicolor A3(2), dessen Genom komplett sequenziert wurde, wurden mehr
als 20 Cluster zur potentiellen Synthese von Sekundidrmetaboliten beschrieben. In
S. avermitilis, dessen Chromosom ebenfalls zum Grofteil sequenziert vorliegt, belegen die
Gencluster zur Biosynthese von Sekunddrmetaboliten einen Anteil des Genoms von 6,4 %
(Omura et al., 2001). Diese nicht-essentiellen Gene, sowie auch die Gene fiir die
hydrolytischen Exoenzyme, liegen eher in den Randbereichen des linearen Chromosoms

(Bentley et al., 2002).

2.2 Regulation der Antibiotika-Produktion in Streptomyceten

Die Produktion von Sekunddrmetaboliten in Streptomyceten ist vor allem von der
Wachstumsphase abhingig und setzt meist ein, wenn die Kultur in die stationdre Phase eintritt
bzw. die morphologische Differenzierung beginnt. Als negative Effektoren konnen
Medienkomponenten wie N-Quellen, Phosphat oder Glucose wirken, die die Antibiotika-
Synthese reprimieren. Es wird angenommen, dass mindestens ein gemeinsames Kontroll-
element fiir die Antibiotika-Produktion und fiir die Bildung des Luftmyzels verantwortlich ist.
Hiufig findet man auch Mutanten, die unféhig sind zu sporulieren und gleichzeitig auch keine
Sekundidrmetabolite mehr produzieren konnen (Chater & Bibb, 1997). Die iibergeordneten

Regulatoren wirken oft iiber Kontroll-Kaskaden auf die Expression von Biosyntheseweg-

18



Einleitung

spezifischen Regulatorgenen oder Biosynthesegenen ein oder beeinflussen die Aktivitit der
zugehorigen Enzyme.

Eine Vielzahl physiologischer Aktivititen in Bakterien wie konjugativer Plasmidtransfer,
Sporulation, Biolumineszenz, Synthese von Sekundirmetaboliten oder die Bildung eines
Biofilms unterliegt unter anderem einer ,,Quorum-sensing”’-Regulation, d.h. die Zellen
produzieren in Abhéingigkeit der Zellpopulationsdichte und der Wachstumsphase chemische
Signalmolekiile, sogenannte Autoinducer oder Pheromone, und setzen diese in die Umgebung
frei. Wird eine bestimmte, meist schon sehr niedrige Konzentration der Pheromone
iiberschritten, fiihrt dies zu Anderungen der Genexpression. Gram-negative Bakterien nutzen
haufig acetylierte Homoserin-Lactone (Miller & Bassler, 2001), wéhrend in Streptomyceten
die Autoinducer meist zur Familie der y-Butyrolactone gehdren, wie z.B. der A-Faktor, die
nach der Bindung an ihre zugehorigen Rezeptorproteine eine ,,Quorum-sensing”’-Regulations-
kaskade auslosen konnen. Diese kann schlie8lich zur morphologischen Differenzierung und
zur Produktion von Sekundidrmetaboliten fiihren.

In S. griseus wurde das regulatorische Zusammenspiel von morphologischer Differenzierung
und Streptomycin-Biosynthese zum Teil aufgeklart und ein Regulationsmodell aufgestellt
(Abb. 1). Eine zentrale Rolle spielt dabei der A-Faktor, ein kleines, diffundierbares Signal-
molekiil aus der Gruppe der y-Butyrolactone, das schon in extrem niedrigen Konzentrationen
wirkt. Wahrend des Wachstums des Substratmyzels wird der A-Faktor durch die Aktivitdt des
Synthese-Enzyms AfsA (,,A-factor synthesis”) angehiuft. Uberschreitet seine Konzentration
eine kritische Menge, bindet er an das Repressor-Rezeptorprotein ArpA (,,A-factor receptor
protein”), das die Promotorregion des Gens adpA (,,A-factor-dependent protein’) blockiert.
Dadurch dissoziiert der Repressor von der DNA, und es kommt zu einer Expression des
Aktivators AdpA. Dieser wiederum aktiviert die Transkription von s#R, indem er an die
stromaufwérts des stR-Promotors gelegene ,,upstream activating sequence” (UAS) bindet,
wodurch es zur Ausbildung der Streptomycin-Resistenz durch Synthese der Streptomycin-
Phosphotransferase StrA sowie zur Bildung des Regulators StrR kommt. StrR wirkt als
Syntheseweg-spezifischer Transkriptionsaktivator auf die UAS einiger Promotoren von
Streptomycin-Biosynthesegenen.

Weitere Erlduterungen zur Aktivitit von StrR finden sich auch unter Kapitel 5.4. AdpA, d.h.
auch der A-Faktor, stimulieren zusidtzlich die Bildung von Luftmyzel und Sporen in
S. griseus. Es wird angenommen, dass AdpA als Transkriptionsaktivator fiir noch unbekannte

Gene zum Start der Luftmyzel-Bildung fungiert. Der A-Faktor hat dariiber hinaus in
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S. griseus auch einen Einfluss auf Enzyme des Primérstoffwechsels (PEP-Carboxylase) und
ist fiir eine Vielzahl weiterer Phénotypen verantwortlich (Ohnishi et al., 1999; Thamm, 1999).
Die Form der Regulation in S. griseus unterscheidet sich von der Kontrolle der
Virginiamycin-Produktion in S. virginiae. Dort hat der y-Butyrolacton-Autoregulator
Virginiae-Butanolid (VB) nur unmittelbaren Einfluss auf die Synthese des
Sekundédrmetaboliten, nicht jedoch auf die Entstehung von Luftmyzel. Wahrend der A-Faktor
Wachstumsphasen-abhédngig in einer friilhen Phase sowohl die Differenzierung als auch die
Antibiotika-Synthese induziert, wird VB erst kurz vor der Virginiamycin-Produktion gebildet
und kontrolliert eine spdte Stufe innerhalb der Regulationskaskade fiir den
Sekundédrmetabolismus. Es wird angenommen, dass in den meisten Streptomyceten
Regulationssysteme iiber y-Butyrolactone zu finden sind, die die physiologische und
morphologische Entwicklung zusammen oder nur einen Zweig davon beeinflussen. So
wurden z.B. in S. coelicolor A3(2) sechs verschiedene y-Butyrolactone und mindestens drei
arpA-verwandte Gene identifiziert (Ohnishi et al., 1999).

In Streptomyceten unterscheidet man mindestens drei Klassen von Biosyntheseweg-
spezifischen Transkriptionsregulatoren. Die groflte davon bilden die SARP-Proteine
(,,Streptomyces Antibiotic Regulatory Proteins™), zu denen die Aktivatoren der Actinorhodin-
Synthese ActlI-ORF-IV und der Undecylprodigiosin-Synthese RedD aus S. coelicolor zihlen.
Sie besitzen keine definierten Helix-Turn-Helix-Motive (HTH) und auch keine anderen stark
konservierten Doménen. Es wurde jedoch postuliert, dass sich der C-Terminus der Proteine
fiir die DNA-Bindung und die Wechselwirkung mit der RNA-Polymerase verantwortlich
zeichnet (Wietzorrek & Bibb, 1997). Der oben erwéhnte Regulator der Streptomycin-
Biosynthese StrR aus S. griseus bildet eine eigene Klasse, zu der bislang nur die beiden
Proteine HstR aus dem 5’-Hydroxy-Streptomycin-Gencluster von S. glaucescens und SpcR
aus dem Spectinomycin-Gencluster von S. flavopersicus zugeordnet werden konnten. Sie
weisen keine Ahnlichkeit mit anderen Regulatorproteinen auf und besitzen ein zentral
gelegenes HTH-Motiv, mit dem sie, wie im Fall von StrR und HstR auch bewiesen wurde, an
palindrome DNA-Sequenzen binden (Thamm, 1999). Der Vertreter der dritten, LysR-
genannten Klasse ist der Transkriptionsaktivator der Bialaphos-Synthese aus
S. hygroscopicus. Er zeichnet sich durch ein C-terminales HTH-Motiv sowie drei hydrophobe
N-terminale Bereiche aus, die als Transmembran-Doméinen oder zur Protein-Protein-

Interaktion dienen konnten (Raibaud et al., 1991).
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Abb. 1: Modell der A-Faktor-abhingigen Regulationskaskade zur Streptomycin-Produktion in
S. griseus (modifiziert nach Thamm, 1999). p = Promotor; UAS = ,upstream activating

sequence”’; gestrichelte Pfeile = mRNA. Ndhere Erlauterungen s. Text.
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2.3  Isolierung von Antibiotika-Biosynthesegenen und Modifikation von

Antibiotika

In den letzten Jahrzehnten stieg die Anzahl an Antibiotika-resistenten, pathogenen
Mikroorganismen drastisch an. Zusdtzlich nahmen Mehrfachresistenzen zu und erfassen nun
beinahe alle antibakteriellen Substanzgruppen wie auch die Glykopeptide, die bisher noch als
gut wirksame ,,Reserveantibiotika” galten oder die erst Ende der achtziger Jahre eingefiihrten
Neuentwicklungen (z.B. Fluorochinolone). So erhohte sich etwa der Anteil an Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus-Stimmen in Deutschland von 1,7 % im Jahr 1990
innerhalb von 5 Jahren auf 8,7 % und lag in den USA im Jahre 1996 schon bei 35 % (Witte &
Klare, 1999). Des Weiteren flammen bisher behandelbare Infektionskrankheiten, wie zum
Beispiel die Tuberkulose in Osteuropa, erneut auf.

Diese Situation macht deutlich, wie wichtig die Suche und Isolierung von neuen Antibiotika
und auch die Modifikation bereits bekannter Substanzen ist. Es wird geschitzt, dass bisher
nur etwa 10 - 20 % der existierenden Antibiotika bekannt sind (Gréfe, 1992). Zusétzlich ist
die Pharmaindustrie bestrebt, die Leistung von schon vorhandenen Produzentenstimmen zu
steigern, um so die Ausbeute an Sekunddrmetaboliten zu erhohen. Dafiir werden die
Produktionsbedingungen und Medien optimiert und versucht, durch Mutation, auch von
regulatorischen Genen, aktivere Produzenten zu erzeugen.

Da Streptomyceten die Mehrheit der bereits in Human- und Tiermedizin angewandten
Sekundarmetabolite produzieren, im Erdreich ubiquitir vorkommen und zudem, bis auf
wenige Ausnahmen, nicht pathogen sind, sind sie als Organismengruppe zur Suche neuer
Wirkstoffe gut geeignet. Das Auffinden neuer Wirksubstanzen verlduft meist {ber
groBflachige Screens, indem aus einer Bodenprobe Bakterien aus einer Gruppe wie den
Actinomyceten angereichert werden und die erhaltenen Kulturen mit den tiblichen Methoden
z.B. nach einem Antibiotikum getestet werden. Neuerdings versucht man auch {iber
kombinatorische Biosynthese bekannte Antibiotika zu modifizieren und damit die Wirksam-
keit der Substanzen zu erhéhen und die Resistenzmechanismen zu umgehen. Um gezielt in
die Synthese der Antibiotika eingreifen zu konnen, ist es notig, die Biosynthesegene in
Hénden zu halten. Dabei macht man sich oft zunutze, dass die Gene zur Biosynthese,
Resistenz und Regulation geclustert vorliegen. Kieser und Co-Autoren beschreiben in ihrem
Buch ,Practical Streptomyces Genetics” sechs Moglichkeiten zum Auffinden von

Antibiotika-Synthese-Clustern (Kieser et al., 2000):
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Genetische Komplementation von Blockmutanten: Staimme, die das zu analysierende
Antibiotikum aufgrund einer Mutation im Biosynthese-Cluster nicht mehr produzieren,
konnen durch Transformation der gesuchten Gene wieder zu Wirkstoffproduzenten
werden.

Klonierung des Resistenzgens: Uber die Selektion resistenter, heterologer Transformanten
konnen aus einer Genbank Klone isoliert werden, die das Resistenzgen enthalten. Dieses
liegt meist in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Biosynthesegenen.

. Viele Enzyme, die zur Synthese bestimmter Antibiotika-Klassen benétigt werden, wie
Polyketid-Synthasen, Oligopeptid-Synthetasen oder Proteine zur Synthese von Desoxy-
zuckern, sind verwandt und haben konservierte Regionen gemeinsam. Eine Hybridi-
sierung mit heterologen Sonden oder eine PCR-Amplifikation mit degenerierten Primern
dieser Bereiche kann zum Auffinden weiterer Gene, die solche Enzyme codieren, in
verschiedenen Stimmen fiihren. So zeigten z.B. in einem Screen mehr als 50
Streptomyceten, die 6-Desoxyhexose-enthaltende Sekundirmetabolite produzierten, ein
Hybridisierungssignal mit den dTDP-Glucose-Synthase- und 4,6-Dehydratase-Genen aus
dem Streptomycin-Biosynthese-Cluster von S. griseus (Stockmann & Piepersberg, 1992).

»Mutational Cloning” mit dem temperenten Phagen @C31KC400: Bei diesem Phagen
wurden die ,,Attachment-Sites” fiir die Integration deletiert. Wird der Antibiotika-
produzierende Stamm mit Phagen, die eine Genbank des gleichen Stamms enthalten,
infiziert, konnen durch Rekombination homologer DNA-Bereiche Phagen, die Gene aus
dem Antibiotika-Biosyntheseweg tragen, integrieren und dabei zu einer Unterbrechung
der Expression dieser Gene fithren. Es muss also nach Transfektanten gesucht werden, die
keine wirksame Substanz mehr produzieren.

Bei Antibiotika, die eine relativ einfache Grundstruktur besitzen und daher nur wenige
Gene fiir ihre Synthese benétigen, kann das gesamte Biosynthese-Cluster in einen
heterologen Wirt kloniert werden, der dann in der Lage sein sollte, den Wirkstoff zu
synthetisieren.

Klonierung von Aktivatorgenen, die bei einer Uberexpression dazu fiihren, dass das
Antibiotikum iiberproduziert wird: Viele Antibiotika-Synthese-Cluster beinhalten
Aktivatorgene, die hédufig auch in einem Wirt aktiv und nachweisbar sind, der eine

dhnliche Substanz produziert.

Der Erfolg dieser Methoden ist von vielen Faktoren abhingig, wie z.B. der Menge an

produziertem Antibiotikum und seiner Nachweisbarkeit, der Transformierbarkeit des

Stammes oder der Expression der Gene in einem heterologen Wirt.
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Mit Hilfe von verschiedenen chromatographischen Methoden oder Extraktionen konnen die
produzierten Antibiotika angereichert und aufgereinigt werden. IThr Nachweis erfolgt {iber
Agarplatten-Diffusionsassays, Diinnschicht-, Papier- oder Gaschromatographie und HPLC-
Analytik, wihrend zur Strukturaufkldrung Massenspektroskopie, Kernresonanzspektroskopie
und die Rontgenstrukturanalyse zum Einsatz kommen.

Liegen die Sequenzinformationen der Biosynthese-, Resistenz- und Regulationsgene vor,
erlaubt dies einen gezielten Eingriff in den Biosyntheseweg. Durch Manipulation von
Syntheseweg-spezifischen oder global wirkenden regulatorischen Genen kann die Menge der
produzierten Substanz erhoht werden. AuBBerdem wurden bereits Versuche unternommen, um
neue ,,Hybrid”-Antibiotika herzustellen. Dabei werden gezielt einzelne Biosynthesegene oder
Cluster, die alle Gene zur Synthese einer Untereinheit des Molekiils codieren, ausgetauscht
bzw. ergidnzt. Zum Beispiel wurden schon einzelne Module von Peptid-Synthetasen
substituiert, was zum Einbau einer anderen Aminosdure in das Peptid-Antibiotikum fiihrte
(Stachelhaus et al., 1995). Ahnliche Versuche wurden auch an Polyketid-Synthasen unter-
nommen. Werden dort einzelne Module inseriert, entfernt oder ausgetauscht, fiihrt dies
ebenfalls zu einer modifizierten Grundstruktur aus mehr oder weniger bzw. veranderten Acyl-
Einheiten (Cane et al., 1998).

Bei glykosylierten Antibiotika tragen Zuckerreste ebenso zur Wirkung der Substanz bei wie
die Aglyconreste. Daher werden auch Versuche unternommen, um die Synthesegene fiir die
seltenen Zucker durch andere zu ersetzen oder zu modifizieren. Von Nutzen ist dabei, dass die
Glykosyltransferasen héufig eine sehr breite Substratspezifitit besitzen. Diese kombi-
natorische Biosynthese kann noch ergénzt werden, indem chemisch synthetisierte Precursor
als Substrate zugefiittert werden. So stellt z.B. S. echinatus Varianten des Peptid-
Antibiotikums Echinomycin her, die sich in den endstdndigen Chinoxalinsdure-Resten
unterscheiden, wenn dem Medium verschiedene Chinoxalincarbonséure-Analoga zugegeben
werden (Grife, 1992).

Im Moment ist allerdings noch kein Antibiotikum auf dem Markt, das durch kombinatorische
Biosynthese hergestellt wurde, und chemische Modifikationen der bereits isolierten und
gereinigten Wirkstoffe sind nach wie vor von groferer Bedeutung. Einige Molekiile werden
totalsynthetisch produziert. Hierzu zdhlt z.B. L-Alanyl-L-1-aminoethylphosphonsdure, ein
Inhibitor der Zellwand-Synthese, der nach dem Vorbild des natiirlich vorkommenden
Cycloserin ,,mallgeschneidert” wurde, aber einen grofleren Wirkungsbereich als dieses besitzt

und weniger toxisch wirkt (Gréfe, 1992).
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Die Methoden der chemischen Partialsynthese, bei der die Strukturen natiirlich
vorkommender Substanzen gezielt abgewandelt werden, um z.B. das Wirkungsspektrum und
die Loslichkeit zu verbessern oder Nebenwirkungen zu verringern, sind bei Antibiotika fast
aller Strukturklassen gut ausgearbeitet. Vor allem im Fall der 3-Lactam-Antibiotika, wie den
Penicillinen und Cephalosporinen, werden sie industriell eingesetzt, um die [-Lactamase-
stabilitidt zu erhohen und die pharmakokinetischen Eigenschaften (bessere orale Absorption,
verlangerte Halbwertszeit, hohere Saurestabilitit) zu verbessern. Dabei sind auch die
Fortschritte in der Bioinformatik von Nutzen, bei der mit Hilfe von speziellen Computer-
Programmen Molekiile entworfen und ihre Bindungen an die Zielorte oder Wechsel-
wirkungen mit Resistenzenzymen vorhergesagt werden konnen. Semisynthetische Penicilline
werden ausgehend von 6-Aminopenicillansdure hergestellt, an die verschiedene, z.T.
modifizierte Amidseitenketten angehidngt werden. Zu den bekannten Derivaten zéhlt

Ampicillin, das einen D-Phenylglycin-Substituenten tragt (Abb.2).
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Abb. 2: Chemische Grundstruktur von Penicillin und zwei halbsynthetischen Derivaten.

Bessere Moglichkeiten zur Modifikation bieten jedoch die Cephalosporine, da sie zwei
Seitengruppen besitzen, an denen Verdanderungen mdglich sind. Im Zeitraum von 1985 - 1990
wurden iiber 1.000 halbsynthetische Cephalosporin-Derivate neu charakterisiert. Die Vorstufe
7-Aminocephalosporansdure kann entweder biotechnologisch gewonnen werden oder
chemisch durch Ringerweiterung aus Penicillin. Da bis zum Endprodukt mehr chemische

Syntheseschritte notig sind als bei den Penicillinen, ist die Produktion von modifizierten
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Cephalosporinen teurer, bietet aber gegeniiber Penicillin den Vorteil eines breiteren
Aktivitdtsspektrums, der Wirksamkeit gegen penicillinasebildende Bakterien und eines nicht
vorhandenen Allergie-Potentials der Wirkstoffe. Cephalosporine konnen sowohl an der 3- als
auch an der 70- und 7(3-Position durch Anhingen verschiedener Seitengruppen modifiziert

werden (Gréfe, 1992) (Abb. 3).
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Abb. 3: Chemische Grundstruktur von Cephalosporin und zwei halbsynthetischen Derivaten.

Von Aminoglykosid-Antibiotika werden ebenfalls semisynthetische Derivate erzeugt, die z.T.
zum Einsatz kommen. Hier soll nur nidher auf Versuche eingegangen werden, die vor etwa
15- 20 Jahren unternommen wurden, um Spectinomycin chemisch, z.B. durch Desoxy-
genierungen, Demethylierungen, Chlorierungen oder Aminierungen, zu modifizieren. Diese
Modifikationen zielten einerseits darauf ab, die antibiotische Aktivitdt zu erh6hen und die
Alkali-Instabilitit der Substanz zu reduzieren. Andererseits sollten durch Verdnderungen
bestimmter Reste die Angriffspunkte von Resistenzenzymen unzuginglich gemacht werden.
Allerdings hatten alle Modifikationen, die an der Actinamin-Untereinheit vorgenommen
wurden und zu Spectinomycin-Derivaten wie 7-epi-Spectinomycin, 7-Desoxyspectinomycin
(Abb. 4), 9-Desoxyspectinomycin, mono-N-Demethyl- und N,N’-Didemethylspectinomycin
fithrten, eine Verringerung oder einen Verlust der antibiotischen Aktivitdt als Konsequenz
(Rosenbrook, 1979). Anderungen an der Zucker-Untereinheit ergaben bessere Resultate. So
hatte zwar eine Reduktion der C-4 Ketogruppe in Actinospectose zu den beiden Epimeren
Dihydrospectinomycin noch eine verringerte Aktivitdit zur Folge, aber 4-Amino-4(R)-

Dihydrospectinomycin und 4-Aminomethyl-4(R)-Dihydrospectinomycin und N-alkylierte
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und acylierte Derivate davon zeigten eine erhohte Wirkung gegeniiber einer Vielzahl von
Mikroorganismen. Dabei wurde auch festgestellt, dass 4(R)-Analoga aktiver als 4(S)-Analoga
waren (Thomas & Fritzen, 1988). Spectinomycin-Derivate, die an der C-2 Position
modifiziert wurden, wiesen im Vergleich zu Anderungen an der C-4 Position die hdchsten
antibakteriellen Aktivititen auf. Trospectomycin, ein 2-Propyl-Spectinomycin-Derivat, erwies
sich als 4- bis 32-mal aktiver gegen viele pathogene Bakterien (Abb. 4). Dies deutet darauf

hin, dass beide Untereinheiten zur antibiotischen Wirkung von Spectinomycin beitragen.

T
HSCHN ' 0 _CH3
10a 1 2
4a 4 3
HO
H OH
NHCH, @)

Spectinomycin

H
H,CHN o .CH, 0 . -CH,CH,CH,CH,
T0a 1 2 T0a 1 2]
4a_4 3 4a 4 3
H OH H OH
NHCH, 0 NHCH, o
7-Desoxyspectinomycin Trospectinomycin

Abb. 4: Strukturformel von Spectinomycin und zwei chemisch modifizierten Spectinomycin-

Derivaten.

2.4 Spectinomycin

2.4.1 Eigenschaften von Spectinomycin

Spectinomycin ist ein Aminocyclitol, das zur Gruppe der Aminoglykosid-Antibiotika gezéhlt
wird (Abb. 5). Es wurde 1961 und 1962 aus den Fermentationsbrithen von Streptomyces
spectabilis (Mason et al., 1961) und Streptomyces flavopersicus (Oliver et al., 1962) durch die
Firmen Upjohn Company bzw. Abbott Laboratories isoliert und zuerst unter dem Namen

Actinospectacin oder M-141 bekannt. Wenig spéter wurde es auch in den Fermentations-
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iiberstinden von Streptomyces hygroscopicus zusammen mit dem Hygromycin-Komplex

gefunden (Yamamoto et al., 1974).

Actinamin

Abb. 5: Chemische Struktur des Aminocyclitol-Antibiotikums Spectinomycin mit alternativer

Nummerierung der C-Atome (vergleiche Abb. 4).

Spectinomycin wirkt als Breitspektrum-Antibiotikum gegen eine Vielzahl aerober, gram-
positiver und auch gram-negativer Organismen. Eine Wirkung gegeniiber Pilzen, Parasiten
oder als Antitumor-Agens konnte dagegen nicht nachgewiesen werden (Mason et al., 1961).
Spectinomycin greift in die Translation ein. Es inhibiert die Translokation der Peptidyl-tRNA
von der A-Site zur P-Site, indem es die Bindung des Elongationsfaktors G an das bakterielle
Ribosom inhibiert. Dabei interagiert es spezifisch mit den Resten Gjpes und Cji9p in der
16S rRNA und verhindert dadurch, dass sich die Wasserstoffbriicken zwischen den Basen
l6sen. So wird die 30S-Untereinheit des Ribosoms in einer inaktiven Konformation
konserviert, in der es die Translation weder beginnen noch beenden kann (Brink et al., 1994).
Im Gegensatz zu vielen anderen Aminoglykosid-Antibiotika fiihrt Spectinomycin nicht zu
einem ,,Misreading”, d.h. zu einem Falscheinbau von Aminosduren. Bakterien, auf die das
Antibiotikum einwirkt, gelangen in einen ,,quasi-relaxed” Zustand, in dem einige Proteine,
z.B. Elemente des Translationsapparates, sogar noch iiberproduziert werden. Dies ist darauf
zurlickzufithren, dass sich in Gegenwart von Spectinomycin keine unbeladenen tRNAs
anhdufen, die als regulatorische Komponenten zu einem Anstieg von Guanosintetraphosphat
fiilhren wiirden (Piepersberg, 1985). Die Wirkung von Spectinomycin ist eher als
bakteriostatisch denn als bakteriozid anzusehen. Nur gegen Gonokokken wurde ein starker
bakteriozider Einfluss nachgewiesen (Ward, 1977). Daher wird Spectinomycin hauptsédchlich
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zur Behandlung von Penicillin-resistenten Neisseria gonorrhoeae-Infektionen klinisch
angewandt (Pederson et al., 1972), oder es kommt bei Personen, die unter einer Allergie
gegen [3-Lactam-Antibiotika leiden, zum Einsatz. Im Gegensatz zu manch anderen
Aminoglykosiden schiddigt es die Flimmerhaare des Ohrenepithels nicht und wirkt nicht
nephrotoxisch. Weiterhin findet Spectinomycin in der Tiermedizin (Schermerhorn et al.,
1995) und in der Gefliigelzucht in den USA Verwendung. Im Handel wird Spectinomycin

unter den Namen Spectam®, Spectogard”, Stanilo®, Togamycin® und Trobicin® vertrieben.

2.4.2 Resistenz gegeniiber Spectinomycin

Resistenz gegeniiber Aminoglykosid- und Aminocyclitol-Antibiotika wird entweder durch
Modifikationen an den Strukturen selbst oder durch Mutationen und Modifikationen an ihrem
Angriffspunkt vermittelt. Die meisten Streptomyceten besitzen mehrere Resistenz-
mechanismen gegen die von ihnen selbst produzierten Antibiotika. Die Aminoglykosid-
Resistenzgene werden meist konstitutiv exprimiert und unterliegen keiner Regulation. In
einigen Fillen erfiillen die Enzyme, die von den Resistenzgenen codiert werden, gleichzeitig
auch Funktionen in den Biosynthesewegen der Antibiotika (Martin & Liras, 1989) bzw. die
Entwicklung ging so weit, dass die Biosynthesegene durch Mutationen vollstindig zu
Resistenzgenen umgewandelt wurden.

In klinischen Isolaten, die sich als resistent gegeniiber Spectinomycin zeigten, wurden
Mutationen in der 16S rRNA an den Positionen 1064, 1191 und 1193 nachgewiesen, wodurch
eine Bindung des Antibiotikums verhindert werden kann (Brink et al., 1994). Interessanter-
weise fithren auch Mutationen im ribosomalen Protein RpsE bzw. S5 zu Resistenz, obwohl
Spectinomycin nicht an dieses Protein bindet (Carter et al., 2000). AufBlerdem konnten
verschiedene R-Faktoren isoliert werden, die Spectinomycin-Adenylyltransferasen codieren.
Durch Transfer eines Adenylylrests von ATP an die C-9 Position (Abb. 4) durch dieses
Enzym kommt es zu einer Inaktivierung von Spectinomycin (Benveniste & Davies, 1973).

In jlingster Zeit wurde eine Spectinomycin-Phosphotransferase aus Legionella pneumophila
beschrieben, die das Antibiotikum durch Phosphorylierung an der C-9 Position inaktiviert
(Thompson et al., 1998). Der gleiche Resistenzmechanismus wurde auch in den Produzenten-

staimmen S. flavopersicus und S. spectabilis gefunden (Lyutzkanova et al., 1997).
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2.4.3 Biosynthese von Spectinomycin

Die Biosynthese von Antibiotika und auch aller anderen Sekundirmetabolite erfolgt {iber
einen ,,Multistep”-Weg, an dessen Anfang Verbindungen aus dem Primérstoffwechsel stehen,
die durch spezifische, meist monofunktionale Enzyme in die Komponenten der Antibiotika
umgewandelt werden. Die einzelnen Einheiten werden dann aktiviert und zum kompletten
Sekundirmetabolit zusammengefiigt (Martin & Liras, 1981). Die Antibiotika-Biosynthese-
gene sind gewohnlich in einem Cluster zusammen mit dem entsprechenden Resistenzgen und
Genen fiir Exportproteine und Regulatoren organisiert.

Uber die einzelnen Schritte des Biosynthesewegs von Spectinomycin und den daran
beteiligten Enzymen ist noch nicht allzu viel bekannt.

Spectinomycin setzt sich aus der Aminocyclitol-Untereinheit Actinamin oder N,N’-Dimethyl-
2-epi-Streptamin und der neutralen Zucker-Untereinheit Actinospectose zusammen (Abb. 6).
Die beiden Grundeinheiten sind tiber eine B-glykosidische Bindung und eine Hemiketal-

Bindung zu einem tricyclischen Ringsystem verbunden.

OH
H,CH : OH HO _CH,
(@) -

5

2 4
HO o 1O ;

OH HO
NHCH, ©
Actinamin Actinospectose

Abb. 6: Chemische Struktur der Untereinheiten Actinamin und Actinospectose.

In vivo-Zufiitterungsversuche haben gezeigt, dass D-Glucose als Vorldufer von sowohl
Actinospectose als auch von Actinamin dient. Letzteres wird tiiber myo-Inositol als
Zwischenstufe gebildet. Donor der beiden N-Methylgruppen ist Methionin (Mitscher et al.,
1971). Durch in vitro Experimente mit Myzel-Rohextrakten von S. flavopersicus aus der
stationdren Wachstumsphase konnte nachgewiesen werden, dass die a-Aminogruppe von
L-Glutamin die beiden Aminogruppen der Actinamin-Einheit liefert, wobei die N'-Amino-
gruppe zuerst angehingt wird, gefolgt von der N°-Aminogruppe (Walker, 1995). Beide

N-Methylierungen finden erst statt, wenn beide Aminogruppen vorhanden sind und bevor der
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Ringschluss zum Spectinomycin erfolgt (Okuda & Ito, 1982). Dariiber hinaus wurde im
Fermentationsiiberstand von S. spectabilis Dihydrospectinomycin nachgewiesen, das als
unmittelbarer Vorldaufer von Spectinomycin angesehen wird (Hoeksema & Knight, 1975).
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde von Okuda und Ito ein mdglicher Biosyntheseweg

fiir Spectinomycin postuliert (Okuda & Ito, 1982).

2.5 Netropsin
2.5.1 Eigenschaften von Netropsin

Netropsin, das auch unter den Synonymen Congocidin und Sinanomycin bekannt ist, wurde
erstmals 1951 aus Kulturfiltraten von Streptomyces netropsis isoliert und aufgereinigt (Finlay
et al., 1951). Neben diesem Produzentenstamm S. netropsis ATCC23940 = DSM40259 fiihrt
die American Type Culture Collection noch zwei weitere Streptomyceten (S. ambofaciens
ATCC23877 und S. ambofaciens ATCC15154), die Netropsin produzieren, die Deutsche
Stammsammlung dagegen drei (S. ambofaciens DSM40053 = ATCC23877, S. parvulus
DSM40728 und S. sp. DSM 40384).

Netropsin ist ein basisches Peptid-Antibiotikum (Abb. 7). Aufgrund der beiden vorhandenen
N-Methylpyrrol-Ringe wird es auch als Pyrrolocarboximid bezeichnet. Die nicht-
proteinogenen Aminosdure-Reste sind iiber drei Peptidbindungen verbunden, die sehr
wahrscheinlich nicht-ribosomal mittels einer Peptid-Synthetase gekniipft werden. Uber die
Ausgangssubstanzen und die Biosynthese der Aminosduren und der anderen Vorldufer-

produkte von Netropsin ist nichts bekannt.

NH .
A AN
N WY
oo ¢ N K
h H
CH, O [ X R NH,
Y OVY
CH, O NH

Abb. 7: Chemische Struktur des Peptid-Antibiotikums Netropsin.
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Netropsin geht eine nicht-kovalente Interaktion mit der DNA ein, ohne dabei zu interkalieren
(Grife, 1992). Es bindet bevorzugt an AT-reiche Regionen in der kleinen Grube der DNA, so
dass die Amidgruppen auf der konkaven Seite und die Carbonyl- und Methylgruppen auf der
konvexen Seite zu liegen kommen. Dabei bilden die Amidgruppen Wasserstoffbriicken mit
H,O aus und die geladenen Amino-Endgruppen interagieren mit Sulfat-Anionen (Abb. 8)
(Berman et al., 1979).

Q ...............
H ; ~~NH
\ i = \E”: :
! ?qu ;‘ b
™~

Abb. 8: Interaktion von Netropsin mit der kleinen Furche der DNA. Schwarze Pfeile symbolisieren
H-Briicken, gestrichelte Linien stellen van-der-Waals-Kréfte zwischen Netropsin und den C-2

H-Atomen von Adenin dar (Kopka et al., 1985).

Die nicht-kovalente DNA-Bindung von Netropsin bot Anregung zur Entwicklung von
Substanzen, die groere DNA-Abschnitte durch Bindung blockieren konnen. Diese als
Lexitropine bezeichneten Stoffe konnen als Inhibitoren zur Analyse von Genaktivititen
eingesetzt werden (Grife, 1992). Ferner wurde nachgewiesen, dass Netropsin zwischen die
-10- und die -35-Region von E. coli-Promotoren bindet und damit wahrscheinlich die Struktur
des Promotors verdndern kann, was zu einer verstirkten Bindung der RNA-Polymerase fiihrt.
Dieser Effekt konnte zu einer gesteigerten Transkriptionsaktivierung von Genen in E. coli

eingesetzt werden (Bruzik et al., 1987).
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2.5.2 Biologische Wirkung von Netropsin

Aufgrund seiner DNA-bindenden Eigenschaften wirkt Netropsin gegen eine Vielzahl gram-
positiver und gram-negativer Mikroorganismen, Mykobakterien, Hefen, Pilze und Protozoen.
Auch ein larvizider und molluscizider Effekt konnte beobachtet werden. Die antivirale
Aktivitit des Wirkstoffs gegen verschiedene DNA-Viren hat jedoch offenbar wenig mit den
DNA-bindenden Eigenschaften zu tun (Grife, 1992).

Netropsin iibt eine Vielzahl verschiedener Effekte auf die unterschiedlichen Organismen aus.
So bewirkt die DNA-Antibiotikum-Bindung, dass die Erkennungs- und Spaltungstelle der
bakteriellen Gyrase blockiert werden kann. Dies fiihrt zu positiv superspiralisierten DNA-
Molekiilen und einer Erhéhung der Verwindungszahl der DNA (Snounou et al., 1983).
AuBerdem inhibieren Netropsin und Netropsin-Dimere, die {liber verschieden lange Ketten
synthetisch miteinander verkniipft wurden, die katalytische Aktivitit der Topoisomerase II
aus Sdugetieren und beeinflussen die Stabilitdt der Spalt-Komplexe von Topoisomerase I und
IT im Nucleus (Beerman et al., 1991).

Das Antibiotikum hemmt in vitro die Integration der DNA des ,,Moloney murine leukemia”
Virus ins Wirtsgenom. Das Virus weist in seinen langen, terminalen Sequenzwiederholungen
AT-reiche Bereiche auf, die als Bindestelle der Integrase dienen. Durch Interaktion von
Netropsin mit dieser Region wird die Spaltung der DNA durch die Integrase und der Strang-
Transfer blockiert und damit eine Integration der Virus-DNA ins Wirtschromosom inhibiert
(Carteau et al., 1994).

Ein weiterer Effekt von Netropsin betrifft den Zellzyklus. Es kann eine Dekondensation von
heterochromatischen Regionen auf den Metaphase-Chromosomen auslésen. Es verzogert das
Zellwachstum durch Verlingerung der G1-Phase, bewirkt einen Arrest in der G2-Phase und

erhoht damit auch die Polyploidisation (Poot et al., 1990).

2.6 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das Spectinomycin-Biosynthese-Gencluster aus
S. flavopersicus vollstindig kloniert und sequenziert werden. Dadurch wurden nihere
Einsichten in den Biosyntheseweg von Spectinomycin, die Regulation, den Export des
Antibiotikums aus der Zelle und den Resistenzmechanismus erhofft. Mit bereits bekannten

Biosynthese-Clustern von Spectinomycin und dhnlicher Antibiotika und daraus abgeleiteten
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Proteinen sollten Vergleiche gezogen werden. Einzelne Gene sollten exprimiert und anhand
von Aktivitétstests die postulierte Funktion der abgeleiteten Proteine bestétigt werden. Ferner
sollte iiber Inaktivierung und Austausch einiger Gene deren Beteiligung am Syntheseweg
gekliart werden, um letztendlich eventuell durch kombinatorische Biosynthese modifizierte
Grundstrukturen der Antibiotika zu erhalten. Des Weiteren sollten die in den Spectinomycin-
Produzenten vorhandenen Netropsin-Biosynthesegene isoliert werden, indem im ersten

Schritt die Resistenzgene kloniert wurden.
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3 Material und Methoden

3.1

Bakterienstimme, Plasmide und Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind mit ihren genotypischen Merkmalen

und ihrer Herkunft in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 2 gibt die verwendeten Vektoren bzw. Plasmide mit ihren relevanten Eigenschaften

wieder, wiahrend in Tabelle 3 die in dieser Arbeit entstandenen Plasmide aufgelistet sind.

In Tabelle 4 sind die Sequenzen der Oligonukleotide dargestellt, die fiir Sequenzierungen,

PCR und Klonierungen verwendet wurden.

Tab. 1: Bakterienstimme mit ihren Geno- bzw. Phanotypen.

Stamm Genotyp/Phénotyp Referenz

E. coli

71718 supE thi Mlac-proAB) Dente et al., 1983
F'[proAB” lacl’ lacZDAM15]

BHB2688 N205 recA [Nimm434 clts b2 red Eam Sam] | Hohn, 1979

BHB2690 N205 recA [Nimm434 clts b2 red Dam Sam] | Hohn, 1979

BL21(DE3)/pLysS hsdS gal (Aclts875 indl Sam7 nin5 Studier & Moffatt,
lacUV5-T7-genel) 1986

ET12567 dam13::Tn9 dem6 hsdM hsdR recF143 MacNeil et al.,
zji201::Tnl0 galK?2 galT22 aral4 lacY1 xyl5 | 1992
leuB6 thil ton A31 rpsL136 hisG4 tsx78 mtl-1
ginV44 F

HB101 supEA44 hsdS20(r's m'g) recA13 ara-14 proA2 | Boyer & Roulland-

lacY1 galK?2 rpsL20 xyl-5 mtl-1

Dussoix, 1969

JM108 F'::Tn5491

recAl supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relAl thi
A(lac-proAB)/
F lacl proAB::Tn5491 Tc®

Fischer et al., 1996

IM109 recAl supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relAl thi| Y anisch-Perron et
A(lac-proAB)/ al., 1985
F'[traD36 proAB" lacl® lacZAM15]
RR1 supEA44 hsdS20(r's m'g) ara-14 proA2 lacY1 Bolivar et al., 1977
2alK?2 rpsL20 xyl-5 mtl-1
Streptomyces
S. flavopersicus NRRL B-2820/ | Wildtyp Oliver et al., 1962
Sm. baldaccii ATCC19756/
S. netropsis DSM40093
S. netropsis DSM40259 Wildtyp Finlay et al., 1951
S. spectabilis NRRL2494 Wildtyp Mason et al., 1961
S. lividans TK23 Spct Hopwood et al.,
1983
S. lividans TK64 pro-2 str-6 Hopwood et al.,
1983
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Tab. 2: Verwendete Plasmide und Vektoren.

Plasmid Genotyp/Eigenschaft Replikon Resistenz Referenz
pACYC184 p15A Cm", Tc® Chang & Cohen,
1978
pCDC201 Prac, lacl’, PstIM pBR322 ApR Jack,
unverdffentlicht
pCR®—BluntH— Plac, lacZa, ccdB pUC Kan®, Zeocin Bernard et al.,
TOPO"“-Vektor 1993
pDHS5 lacZa, lacl pUC, f1 ApR, Ts® Hillemann et al.,
1991
pFIS251b repl, rep2, mrpS, mrpA pUC, SCP2 |Ap®, Ts" Haug,
unverdffentlicht
pIC19H lacZa puC Ap" Marsh et al., 1984
plJ702 mel plJ101 Ts" Katz et al., 1983
pJOES551.1 pUC Ap", Ts® Altenbuchner,
unverdffentlicht
pJOE1082.1 temperatursensitiver E.coli- | pUC, pSG5 |Ap", Kan" Altenbuchner,
Streptomyces-Shuttlevektor unverdffentlicht
pJOE2010.2 temperatursensitiver E.coli- | pUC, pSG5 | Ap", Kan®, Tst" | Altenbuchner,
Streptomyces-Shuttlevektor unverdffentlicht
pJOE2114 2 x res, mel pUC Ap® Altenbuchner et
al., 1992
pJOE3005.1 spcA, spcT, speN, speZ* (aus | pUC Ap" Altenbuchner,
S. spectabilis) unverdffentlicht
pJOE3065.1 Expressionsvektor mit pUC Ap® Altenbuchner,
rhaPg.pund PT7, Hisg unver6ffentlicht
pJOE3075.3 Expressionsvektor mit pUC Ap" Stumpp et al.,
rhaPg.pund PT7, malE, 2000
pJOE3084.1 pUC Ap", Apr" Altenbuchner,
unverdffentlicht
pJOE4132.1 repl, rep2, mrpS, mrpA, parA, | pUC, SCP2 | Ap®, Ts® Altenbuchner,
parB unverdffentlicht
pUC18 lacZa pUC Ap" Norrander et al.,
1983
Sfcos10 DNA-Fragment (Xholl, pBR322, Ap", Kan® Lyutzkanova,
partial) aus S. flavopersicus in | SV40 unverdffentlicht
Supercos-1
Supercos-1 Cosmid-Vektor pBR322, ApR, Kan" Wahl et al., 1987
SV40
pWHM4 lacZa, PermE* pUC, Ap®, Ts® Vara,
pWHM4* unverdffentlicht

Ap" = Ampicillin-Resistenz; Apr" = Apramycin-Resistenz; Cm" = Chloramphenicol-Resistenz;
Kan" = Kanamycin-Resistenz; Tc" = Tetrazyklin-Resistenz; Ts" = Thiostrepton-Resistenz
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Tab. 3: In dieser Arbeit entstandene Plasmide.

Plasmid Genotyp/relevante Eigenschaften Replikon Resistenz
PTST35.3 | @C31 an-Site, int, Tn5494 pUC Ap", Tc*
pTST59.1 Cosmid-Vektor mit a#t-Site und Integrasegen von pBR322, SV40 | Ap~, Kan®
@C31 zur Integration ins Genom von Streptomyceten

pTST63 Cosmid aus S. flavopersicus-Genbank mit Spc- pBR322, SV40 | Ap~, Kan®
Biosynthesegenen

pTST69 ~ 60,6 kb-Smal-Fragment aus pTST63 in pIC19H pUC Ap*

pTST72 einige Spc-Biosynthesegene in pJOE2114.1 zur Tn- |pUC Ap"
Mutagenese und Sequenzierung

pTST78.2 spcB (PCR, ab 10.815 bp) aus S. flavopersicus in pUC Ap®
pJOE3065.1; Hise

pTST95.1 spcN (PCR) aus S. spectabilis in pJOE3075.3; Hiss | pUC Ap"

pTST99.1  |spcB (PCR, ab 10.843 bp) aus S. flavopersicus in | pUC, pWHM4 | Ap, Ts®
pWHM4

pTST103.1 | E. coli/Streptomyces-Vektor mit Polylinker und His- | pUC, plJ101 Ap", Ts"
Tag

pTST108.2 |pUC-Derivat mit Ts"; APstl pUC Ap", Ts®

pTST108 potentielles Peptid-Synthetase-Fragment (PCR) in | pUC Ap®, Ts®

Pep42 pTST108.2

pTST108 potentielles Peptid-Synthetase-Fragment (PCR) in | pUC Ap®, Ts"

Pep58 pTST108.2

pTST113.29 |spcB (PCR, ab 10.818 bp) aus S. flavopersicus in | pUC, plJ101 Ap®, Ts®
pTST103.1

pTST117.7 |PCR-Fragmente fiir Genaustausch in pCR"-BluntIl- | pUC Kan"®, Zeocin
TOPO"-Vektor

pTSTI128.4 |PCR-Fragmente fiir Genaustausch mit Ts"-Gen in pUC, plJ101 Ap®, Ts",
pJOE1082.1 Kan®

pTST145.1 |spcK (PCR) aus S. flavopersicus in pJOE3075.3; pUC Ap®
HiS6

pTST158.1 |spcF-Fragment (PCR) in pTST108.2; zur pUC Ap", Ts®
Inaktivierung

pTST159.1 |spcB-Fragment (PCR) in pTST108.2; zur puC Ap~, Ts®
Inaktivierung

pTST161.1 |spcR-Fragment (PCR) in pTST108.2; zur pUC Ap", Ts®
Inaktivierung

pTST162.1 | Fragmente stromaufwérts und —abwirts von spcG pUC Ap®, Ts®
(PCR) in pTST108.2

pTST163.5 |strBl aus S. griseus (PCR) in pTST108.2; fiir puC Ap®, Ts®
Genaustausch

pTST166.1 | AspcH in pTST108.2; zur Inaktivierung pUC Ap®, Ts"

pTST167.2 | mutiertes spcK in pTST108.2; zur Inaktivierung pUC Ap", Ts®

pTST180.1 |spcF-Fragment (PCR) in pTST108.2 mit Apr'; zur | pUC Ap~, Ts",
Inaktivierung Apr®

pTSTI81.1 |spcR-Fragment (PCR) in pTST108.2 mit Apr'; zur | pUC Ap", Ts",
Inaktivierung Apr®

pTST182.1 |spcB-Fragment (PCR) in pTST108.2 mit Apr'; zur | pUC Ap~, Ts",
Inaktivierung Apr"

pTST183.1 | Fragmente stromaufwirts und —abwérts von spcG puC Ap®, Ts",
(PCR) in pTST108.2 mit Apr"; zur Inaktivierung Apr®

pTST184.1 |strBI aus S. griseus (PCR) in pTST108.2 mit Apr"; |pUC Ap~, Ts",
fiir Genaustausch Apr"

pTST188.1 |spcB-Fragment in pTST108.2 mit instabilem SCP2- |pUC, SCP2 Ap®, Ts®

ori; zur Inaktivierung
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Plasmid Genotyp/relevante Eigenschaften Replikon Resistenz

pTST189.1 | AspcH in pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori; zur | pUC, SCP2 Ap", Ts®
Inaktivierung

pTST191.1 |spcB-Fragment in pTST108.2 mit Apr® und pUC, SCP2 Ap", Ts",
instabilem SCP2-ori; zur Inaktivierung Apr®

pTST195.1 |spcF-Fragment in pTST108.2 mit instabilem SCP2- |pUC, SCP2 Ap", Ts"
ori; zur Inaktivierung

pTST196.1 |spcR-Fragment in pTST108.2 mit instabilem SCP2- |pUC, SCP2 Ap", Ts®
ori; zur Inaktivierung

pTST197.1 | mutiertes spcK in pTST108.2 mit instabilem SCP2- | pUC, SCP2 Ap*, Ts"
ori; zur Inaktivierung

pTST200.1 | Fragmente stromaufwérts und —abwérts von spcG in | pUC, SCP2 Ap®, Ts®
pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori; zur
Inaktivierung

pTST202.1 |spcB-Fragment in Shuttlevektor aus pGM11 und p15A, pSG5 Cm", Kan®
pACYC184

pTST203.2 | AspcK in Shuttlevektor aus pGM11 und pACYC184 | pl15A, pSG5 Cm’, Kan"

pTST204.1 |spcR-Fragment in Shuttlevektor aus pGM11 und p15A, pSG5 Cm", Kan®
pACYC184

pTST220.1 | BamHI-Fragment aus pTST264 mit netP und pUC, SCP2 Ap*, Ts"
AnetP2 in pFIS251b

pTST228.1 | EcoRI-Fragment aus pTST264 mit netP1 und pUC, SCP2 Ap", Ts®
AnetP2 in pFIS251b

pTST245.2 | spcF-Fragment (PCR) in pDHS; zur Inaktivierung | pUC, fl Ap", Ts®

pTST246.1 | spcB-Fragment (PCR) in pDHS; zur Inaktivierung | pUC, fl Ap", Ts®

pTST247.6 | spcR-Fragment (PCR) in pDHS; zur Inaktivierung | pUC, fl Ap", Ts®

pTST250.8 | pTST59.1 mit Oligonukleotid s3673 pBR322,SV40 |Ap®, Kan®

pTST257.7 |pTST250.8 mit Ts" anstatt Kan" pBR322,SV40 | Ap", Ts"

pTST264 S. flavopersicus-Genbank mit netP1 und netP2 in pUC, SCP2 Ap®, Ts®
pFIS251b

pTST270.1 |spcH (PCR) aus S. flavopersicus in pJOE3075.3 pUC Ap"

pTST279.3 |spcH (PCR) aus S. flavopersicus in pJOE3075.3; pUC Ap*
HiS()

pTST283.2 | EcoRV-Fragment aus pTST264 mit netPI und netP2 | pUC, SCP2 Ap®, Ts®
in pFIS251b

pTST285.1 |spcB (PCR, ab 10.863 bp) aus S. flavopersicus in pUC Ap*
pJOE3075.3

pTST286.1 |spcB (PCR, ab 10.863 bp) aus S. flavopersicus in puC Ap®
pJOE3075.3; Hise

pTST287.2 |spcB (PCR, ab 10 815 bp) aus S. flavopersicus in pUC Ap*
pJOE3065.1

pTST288.2 | EcoRV-Fragment aus pTST264 mit AnetP1 und pUC, SCP2 Ap", Ts"
netP2 in pFIS251b

pTST293.1 | EcoRV-Fragment aus pTST264 mit netPI und pUC, SCP2 Ap®, Ts®

AnetP2 in pFIS251b

His,: Fusion mit Histidin-Codons; Ap" = Ampicillin-Resistenz; Apr® = Apramycin-Resistenz;
Cm" = Chloramphenicol-Resistenz; Kan" = Kanamycin-Resistenz; Ts® = Thiostrepton-Resistenz
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Tab 4: Verwendete Oligonukleotide. Eingefiigte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen hervor-

gehoben. In Kapitel 4 sind die Restriktionsschnittstellen, die fiir die Klonierungen verwendet

wurden, in Klammern hinter den Oligonukleotiden angegeben.

Nummer 5'-3"-Sequenz Verwendung
UP Cy5-CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierung
RP Cy5-CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung
s2143 GCAGGACTTCTACTACTAC Sequenzierung in pTST117.7
s2172 ACTGTTCATCGAGCTGCTG Sequenzierung in pTST117.7
s2251 AAAAGGATCCGCTATGGTCCCCCCTCCCAT | PCR von spcB aus S. flavopersicus
$2252 AAAAGGATCCACCCCGGCTTGTCTTTGCCT | PCR von spcB aus S. flavopersicus
s2779 GTGATGACGTCGCGG Sequenzierung in pTST72
s2780 GTGGCGTGAAGTGGC Sequenzierung in pTST72
s2781 GGTGCGGTGGTCCAG Sequenzierung in pTST72
s2782 CTCGTCCTCATCGACG Sequenzierung in pTST72
s2797 CCAGGTGTGGTCGTTG Sequenzierung in pTST72
$2798 CGTCTTCGACCGCGGC Sequenzierung in pTST72
$2799 CCCCGCAGCACCGACG Sequenzierung in pTST72
52816 GCCGCCCGGATACGAC Sequenzierung in pTST72
$2852 AAAACATATGAGGGGCGCAATCATTGGC PCR von spcH aus S. flavopersicus
$2853 AAAAGATCTCGCCGGGAGCAGGTCCTCGG PCR von spcH aus S. flavopersicus
$2854 AAAACATATGCAGAATCTTCCTGAAAAG PCR von spcN aus S. spectabilis
$2855 AAAAGATCTGGCTGCGGATCCGCCCGCCG PCR von spcN aus S. spectabilis
s2906 AAAACAATTGGACCGGCATTCTCGCGG PCR von spcB aus S. flavopersicus
$2907 AAAAGAATTCTTCTGCGGGCGCGGTCTC PCR von spcB aus S. flavopersicus
s2913 ACGACGACGAGGCCATGG PCR Fragment stromabwiérts von
strB1 aus S. griseus
s2914 TCGGTCACGTCGTAACGC PCR Fragment stromaufwérts von
strB1 aus S. griseus
s2915 AGCCGTCGGTCCTGGCCTGAGAGCGACCACT | PCR spcG aus S. flavopersicus,
CAACTCCGT komplementir zu s2918
s2916 CCACCTGATGGAGGAGAGTCGTGACCGAGC |PCR spcG aus S. flavopersicus,
TGACCCCGAC komplementdr zu s2917
s2917 GTCGGGGTCAGCTCGGTCACGACTCTCCTCC | PCR Fragment stromabwiérts von
ATCAGGTGG strB1I aus S. griseus, komplementér
zu 52916
s2918 ACGGAGTTGAGTGGTCGCTCTCAGGCCAGG | PCR Fragment stromaufwirts von
ACCGACGGC strBI aus S. griseus, komplementér
zu 52915
s3021 CGAATTCTAGAAGCTTGTTAACGGATCCCAT |Oligo mit Polylinker-Sequenz und
CATCATCATCATCATTAAGAGCT 6 His-Codons
s3022 CTTAATGATGATGATGATGATGGGATCCGTT | Oligo mit Polylinker-Sequenz und
AACAAGCTTCTAGAATTCGCATG 6 His-Codons
$3023 AAAAGCATGCCGGCTATGGTCCCCCCTCCC | PCR von spcB aus S. flavopersicus
s3034 AAAGAATTCTTCACSTCSGGSTCSACSGGS degenerierter Primer zur
Amplifikation von Peptid-
Synthetasegenen
s3035 AAATCTAGACTSACCTCSCCGRGCTCGAT degenerierter Primer zur
Amplifikation von Peptid-
Synthetasegenen
s3077 AAAACTGCAGCTAGGCTGCGGATCCG PCR von spcN aus S. spectabilis
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Nummer 5’-3’-Sequenz Verwendung

s3140 GCGGAAGCCGCGGATCTTCA Genbank-Screening mit
LightCycler-PCR

s3141 GCCGCCGGCTCCTCCAGC Genbank-Screening mit
LightCycler-PCR

s3142 GATGCGCGGCCGTGACGC Genbank-Screening mit
LightCycler-PCR

s3143 AGGCTGAAGGGCGTGGCGGT Genbank-Screening mit
LightCycler-PCR

$3192 ATCAGGGCATCGCCCTCG Sequenzierung in pTST117.7

$3263 ACCACCGGCAGGCCNAARGSNGT degenerierter Primer zur

Amplifikation von Peptid-
Synthetasegenen (CODEHOP)

$3264 TGGACGGTGGTCTCGGTNRKNCCRTA degenerierter Primer zur
Amplifikation von Peptid-
Synthetasegenen (CODEHOP)
$3266 GGCGCGGCGGTCNAVYTTNCC degenerierter Primer zur
Amplifikation von Peptid-
Synthetasegenen (CODEHOP)
$3276 AAAACATATGCGTGGAATCCTCTTGGC PCR von spcK aus S. flavopersicus
$3277 AAAAGGATCCCCACGCGTCCTCGGCCG PCR von spcK aus S. flavopersicus
$3328 AAAAGGATCCTCCTCCCGCCCATCACCG PCR spcR-Fragment aus
S. flavopersicus zur Inaktivierung
$3329 AAAAGAATTCGGCCATCCGCTGCTCACG PCR spcR-Fragment aus
S. flavopersicus zur Inaktivierung
$3330 AAAAGGATCCAGACGACCACGACGCCCG PCR spcF-Fragment aus
S. flavopersicus zur Inaktivierung
s3331 AAAAGAATTCCGGCCGAGAAGTGGTCGT PCR spcF-Fragment aus
S. flavopersicus zur Inaktivierung
$3332 AAAAGGATCCTCATGCACCTGCCCTATCT PCR spcB-Fragment aus
S. flavopersicus zur Inaktivierung
s3333 AAAAGAATTCCCCCCACGAGGGAACGC PCR spcB-Fragment aus
S. flavopersicus zur Inaktivierung
s3334 AAAAAGATCTGGCCCGCAAGGAGTGGCG PCR Fragment stromabwirts von
spcG aus S. flavopersicus
s3335 AAAAGAATTCACGGCGGTCATTCGGAAGCC | PCR Fragment stromabwiérts von
spcG aus S. flavopersicus
s3336 AAAAGAATTCCGACATGCCGTCGGTCCT PCR Fragment stromaufwérts von
spcG aus S. flavopersicus
s3337 AAAAGGTACCGCGTCGAGAGTACGCAGAG | PCR Fragment stromaufwirts von
spcG aus S. flavopersicus
$3338 AAAAGAATTCGATGGAGGGAGGTCATGAG | PCR strBl aus S. griseus
s3339 AAAAGAATTCTCAGAACTGGTACGTCTCA PCR strB1 aus S. griseus
$3340 CACCAAGCCGTCGCGAT PCR-Nachweis von Ts"
s3341 GCGCGATTCCGAGGGAA PCR-Nachweis von Ts"
$3456 AAAAGGATCCTCAACCCCGGCTTGTCTTTGC | PCR von spcB aus S. flavopersicus
s3457 AAAAAGATCTTCACGCCGGGAGCAGGTCC PCR von spcH aus S. flavopersicus
s3463 AAAACATATGTCAGAGACACAACGCATACG | PCR von spcB aus S. flavopersicus
s3549 GAGCGGGGCGAGCCGGTA Nachweis von Deletion bzw.
Austausch von spcG
$3550 GCGGAGCTGATCAGGGAGG Nachweis von Deletion bzw.
Austausch von spcG
s3673 CTAGACCTTAGGGTTAACCCTAAGGT Oligo fiir Genbankcosmid-Vektor
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3.2 Chemikalien und Enzyme

Abbott Laboratories, Chicago, USA
Amersham Bioscience, Freiburg

Biomaster GmbH, Kdln
Biomol GmbH, Hamburg
Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf
Cronex 4, DuPont, Baden-Baden
Difco Laboratories, Heidelberg

GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main

Oxoid GmbH, Wesel

Qiagen GmbH, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Tetenal Photowerk GmbH, Norderstedt

Cottonseed Flour, Dihydrospectinomycin, Dried
Brewer’s Yeast

[0**P]dCTP, [y*P]dATP, Auto Read Sequenzier-
Kit, ReproGel™, Sephadex G-50
Tag-DNA-Polymerase

Ampicillin, CsCl, NAD(P)", NAD(P)H

APS, ,,Bio-Rad Protein-Assay” zur
Proteinbestimmung, SDS-Langenstandard fiir
Proteine, TEMED

Easy Pure, Gelelutionskit

Rontgenfilm

Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Beefextrakt,
Casamino-Acid, Euro-Agar, Hefeextrakt,
Trypton,

DNA-Léngenstandard

Amberlite IRC-50, DMSO, Dowex 2 x 8, EDTA,
NZ Amine TypA

Soja-Ol

PCR-Topo-Kit

Chemikalien p.a., Kieselgel-Platten 60 F;sa,
Malzextrakt

Restriktionsendonukleasen

Soja-Pepton, Soja-Trypton

Ni-NTA-Agarose, Qiagen Plasmid Midi-Kit,
Qiaprep Spin Miniprep-Kit, Qiaquick PCR-
Reinigungskit

alkalische Phosphatase, Expand Long Template
PCR System, Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase I, LightCycler-DNA Master SYBR
Greenl, Nylon-Membranen,
Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase

30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid-
Stammlosung (Rotiphorese Gel 30), Dextrin,
dNTPs fiir PCR, Ethanol p.a., IPTG, Isopropanol,
SDS-Léngenstandard fiir Proteine, Sucrose, Tris
Faltenfilter, Sterilfilter, Whatman-Papier
Feinchemikalien, PEG 6.000
Casein-Hydrolysat, Lysozym, myo-Inositol,
PEG 1.000, Spectinomycin,
Spermintetrahydrochlorid, Streptomycin
Fotochemikalien
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3.3 Medien, Puffer und Losungen

3.3.1 Medien

Fermentationsmedium

HT
(Pridham et al., 1957)

LBy
(Luria et al.,1960)

M3-Medium

M9-Medium
(Sambrook et al.,1989)

MOPS 15 g (geldst in 700 ml H,O,
pH 7,5 mit 50 % NaOH)

Glucose 102 g

Cottonseed Flour 2g

Dried Brewer’s Yeast 72 ¢

K,SO4 0,18 g

H,O ad 11

Hefeextrakt lg

Beefextrakt lg

Dextrin 10g

NZ Amine TypA 2g

CoCl, 7 H,0 [20 g/l] 1 ml

H,0 ad 1'1

pH 7,3

fiir Agar-Platten wurde zu 400 ml zugegeben:

Euro-Agar 8g

Trypton 10g

Hefeextrakt 5¢g

NaCl 5¢g

H,O ad 11

pH 7,2

fiir Agarplatten wurde zu 400 ml zugegeben:

Euro-Agar 6,4¢g

Dextrin 8¢g

Soja-Pepton 2¢g

CaCoO; 02¢g

H,O ad 200 ml

pH 7,0

Euro-Agar 75¢g

H,O ad 450 ml

nach dem Autoklavieren wurde zugegeben:

10 x M9-Salze 50 ml

1 M MgSOq4 0,5 ml

0,1 M CaCl, 0,5 ml

20 mg/ml Thiamin 50 pl

20 % C-Quelle 5 ml
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10 x M9-Salze

M79-Medium

Meat-Medium

myo-Inositol-Medium
(Walker, 1990)

R2
(Hopwood et al., 1985)

R2-Softagar (0,8 %)

Na,HPO, 2 H,O
KH,PO4

NaCl

NH4CI

H,O

Glucose

Bacto-Pepton

10 % Casein-Hydrolysat
Hefeextrakt

NaCl

H,O

pH 7,0

Glucose
Bacto-Pepton
Beefextrakt
NacCl

H,O

Glucose
myo-Inositol
Trypton
Soja-Pepton
Hefeextrakt
K,HPO4
H,O

Sucrose
K>SOy

MgCl, * 6 H,O
Glucose

Casamino-Acid (vitamin-frei)

Bacto-Agar
H,O

425¢
I,5¢
025¢g
05¢g

ad 50 ml

10g
10g
10 ml
2g
6g
ad 11

10g
5g
3g
5g
ad 11

0,1g

lg

2g

2g

04¢g
34,8 mg
ad 200 ml

412 ¢
0,1g
4,05¢g
4g

0,04 g
88¢g

ad 320 ml

nach dem Autoklavieren wurde zugegeben:

Spurenelement-Losung (s. 3.3.3)

0,5 % KH,POy4

3,68 % CaCl, 2 H,O

0,25 M TES-Puffer, pH 7,2
1 M NaOH

10 % Hefeextrakt

20 % Prolin

Zusammensetzung s. R2,

1 ml
4 ml
32 ml
40 ml
2 ml
20 ml
6 ml

Zugabe von 0,64 g LMP-Agarose pro 80 ml
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Seed-Medium

SGGP-Medium

Soja-Mannitol-Medium

Soja-Medium

Spectinomycin-
Produktionsmedium
(Oliver et al., 1961)

Glucose
K,S0O4

MgCl, 6 H,O
CaCl, -2 H,O
NaN03

KCl1

MgSO4
Casamino-Acid
F CSO4

MOPS
Hefeextrakt
Sucrose
Bacto-Agar
H,O

pH 7,4

8g
02¢g
328¢g
5,88 ¢
1,6 g
0,8 ¢g
0,16 g
032¢g
0,016 g
46¢g
4g

164 ¢
17,6 g
ad 800 ml

nach dem Autoklavieren wurde 1,6 ml Spurenelement-Losung

(s. 3.3.3.) zugegeben

Soja-Pepton
Glucose
CaCOs
NaCl

H,O

Bacto-Pepton
Hefeextrakt
Glycin

MgSO4 -7 H,O
H,O
pH7,0-72

I5¢g
15¢g
05¢g
25¢g
ad 11

4g

4g

2g

0,5¢g

ad 960 ml

nach dem Autoklavieren wurden 20 ml 50 % Glucose und

20 ml 0,5 M KH,PO, zugegeben

Soja-Pepton
Mannitol
H,O

Soja-Pepton
Glucose
CaCOs;

H,0

Soja-Pepton
Glucose
NaCl
CaCO;
Soja-0l
H,O

20g
20g
ad 11

20g
20g
lg
ad 11

lg
ad 200 ml

44



Material und Methoden

TSS
(Chung et al.,1989)

YEME
(Hopwood et al., 1985)

Soja-Trypton 30g
H,O ad 11
LBy (pH 6,5) 82,5 ml
PEG 6.000 10g
DMSO 5ml
MgCl, 50 mM
Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
H,O ad 11
pH 7,2

Hefeextrakt 3g
Bacto-Pepton S5¢g
Malzextrakt 3g
Glucose 10g
Sucrose 270 g
H,O ad 11
nach dem Autoklavieren wurden zugegeben:
1 M MgCl, 5ml

10 % Glycin 50 ml

Alle Medien wurden autoklaviert und danach Antibiotika (Tab. 5) und andere Zusitze

zugegeben.

Tab. 5: Antibiotika und andere Medienzusitze.

Stammlosung [mg/ml] Endkonzentration Endkonzentration
[ug/ml] zur Anzucht [ug/ml] zur Anzucht
von E. coli von Streptomyceten
Apramycin 50 in H,O 50 25
Ampicillin 100 in 50 % EtOH 100
Chloramphenicol 25 in 50 % EtOH 25
Hygromycin 50 in H,O 100 50
Kanamycin 50 in 0,1 N NaOH 50 15
Nalidixinsdure 20 in 0,1 N NaOH 40
Spectinomycin 40 in H,O 100 100
Tetrazyklin 15 in 50 % EtOH 15
Thiostrepton 50 in DMSO 15 (Flissigkultur)
50 (Agarplatten)
400 (Uberschichten)
IPTG 100 mM in 50 % EtOH 0,15 mM
Rhamnose 20 % in H,O 0,2 %
X-Gal 80 in Dimethylformamid 80
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3.3.2 Puffer

Auftragspuffer fiir DNA-

Elektrophorese (10x)

Auftragspuffer fiir SDS-PAGE

(5x)

Lysepuffer
(Lee & Rasheed, 1990)

vor Gebrauch zugeben:

Xylencyanol
Bromphenolblau

87 % Glycerin

0,5 M EDTA, pH 8,0

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
10 % SDS
B-Mercaptoethanol
87% Glycerin
Bromphenolblau

H,O

20 % Glucose

2 M Tris/HCI, pH 8,0
0,5 M EDTA, pH 8,0
H,O

Lysozym

RNaseA

0,25 ¢
0,25 g
57,5 ml
ad 100 ml

I ml

1,6 ml
0,4 ml
4,6 ml
0,8 mg
0,2 ml

22,7 ml
6,25 ml

10 ml

ad 0,51

10 mg/ml
0,25 mg/ml

Puffer zur Herstellung von Streptomyces-Protoplasten und zur Transformation:

(Hopwood et al., 1985)
L-Puffer

P-Puffer

Sucrose

K»SO4
Spurenelement-Losung
MgCIZ

H,O

nach dem Autoklavieren wurden zu 80 ml zugegeben:

0,5 % KH,PO4

3,68 % CaCl,

0,25 M TES, pH 7,2
H,O

Grundldsung s. L-Puffer

103 g
0,025 g
0,2 ml
0,203 g
ad 80 ml

1 ml
1 ml
10 ml
9 ml

nach dem Autolavieren wurden zugegeben:

0,5 % KH,PO,4
3,68 % CaCl,
0,25 M TES, pH 7,2

1 ml
10 ml
10 ml
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T-Puffer PEG 1.000 25¢g
autoklavieren, vor Gebrauch schmelzen und folgende
Reagentien zugeben:

2,5 % Sucrose 7,5 ml
0,5 % KH2P04 0,1 ml
2,5 % K,SOy4 0,1 ml
1 M MgCl, 0,1 ml
5 M CaCl, 0,2 ml
1 M Tris/Maleinséure 0,5 ml

Puffer zur Proteinreinigung mittels Ni2+-NTA-Afﬁnitéitschromatographie:

Waschpuffer 1 2 M Tris/HCI, pH 7,5 10 ml
NaCl 58¢g
1 MDTT 1 ml
H,0O ad 11

Waschpuffer 2 2 M Tris/HCI, pH 7,5 10 ml
NaCl 88¢g
1 M Imidazol 50 ml
1 MDTT 1 ml
H,O ad 11

Elutionspuffer 2 M Tris/HCI, pH 7,5 10 ml
NacCl 58¢g
1 M Imidazol 200 ml
1 MDTT 1 ml
H,O ad 11

Puffer zur Herstellung von Phagenlysaten:

Puffer A 2 M Tris/HCI, pH 8,0 20 ul
2 M MgCl, 3ul
0,5 M EDTA, pH 8,0 4 ul
Mercaptoethanol 1 ul
H,O ad 2 ml

Puffer M1 1 M Tris/HCI, pH 7,5 3ul
Spermidin + Putrescin-Losung 300 pl
0,1 M ATP 75 ul
Mercaptoethanol 1 ul
2 M MgCl, 4,5 ul
H,0 ad 500 pl

Spermidin + Putrescin-Lésung Spermidin-Trichlorid 63 mg
Putrescin-Dichlorid 80 mg
H,O ad 5 ml

neutralisieren mit 1 - 2 Tropfen 1 M Tris/HCI, pH 7,5
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0.1 M ATP

SM-Phagenpuffer

SDS-Laufpuffer (5x)

TAE (50x)

TBE (10x)

TE 10.01

3.3.3 Losungen

Coomassie-Firbeldsung

Entfiarbeldsung fiir SDS-
PAGE

ATP (Dinatrium-Salz)
H,0
pH 7,0 mit 1 N NaOH

NaCl

MgSO4

1 M Tris/HCI, pH 7,5
2% Gelatine-Losung
H,O

Tris
SDS
Glycin
H,O

Tris

Eisessig

0,5 M EDTA, pH 8,0
H,0

Tris
Borat
EDTA
H,O

2 M Tris/HCI, pH 8,0
0,5 M EDTA, pH 8,0
H,O

Coomassie Brilliant BlueR250
Methanol

Ethanol

Eisessig

H,O

Ethanol
Eisessig
H,O

60 mg
ad 1 ml

58¢g

50 ml
5 ml
ad 11

15,1¢g
10g
9% ¢
ad 11

242 ¢
57,1 ml
100 ml
ad 11

121,14 g
51,32 ¢g
372 ¢
ad 11

5ml
0,2 ml
ad 11

50 ml

425 ml
100 ml
425 ml

450 ml
100 ml
450 ml
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Losungen zur Hybridisierung:

Denaturierungslosung

Neutralisierungslosung

20 x SSC

Hybridisierungslosung fur
DIG-markierte Sonden

Hybridisierungslosung fiir
radioaktive Sonden

Waschlésungen

Puffer 1

Puffer 2

Puffer 3

Waschpuftfer

NaOH 20g
NaCl 87,66 g
H,O ad 11
NaCl 87,66 g
1 M Tris/HCI, pH 7,5 500 ml
H,O ad 11
NaCl 1753 ¢
NasCitrat - 2 H,O 88,2 ¢g
H,O ad 11
filtrieren

20 x SSC 25 ml
Blockingreagenz lg

10 % N-Lauroylsarcosinat 1 ml

10 % SDS 200 pl
H,0 75 ml
bei 70°C 16sen

20 x SSC 25 ml
Blockingreagenz 2g

10 % N-Lauroylsarcosinat I ml

10 % SDS 200 pl
Formamid 50 ml
H,0 25 ml
2x SSC/0,1 % SDS

0,1 x SSC/ 0,1 % SDS

Maleinséure 2322 ¢g
NaCl 17,53 g
H,O ad 21
pH-Wert mit NaOH-Plédtzchen auf 7,5 einstellen
Blockingreagenz lg
Puffer 1 100 ml
bei 70°C 16sen

Tris 243 g
NaCl 1,17 g
MgCl, 2,03 ¢g
H,O ad 200 ml
pH 9,5

Tween 20 3ml
Puffer 1 ad 1'1
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Spurenelement-Losung ZnCl, 40 mg

Fe*'Cl; - 6 H,O 200 mg

CuCl, 2 H,O 10 mg

MnCl, 4 H,O 10 mg

Na,B407 10 H,O 10 mg

(NH4)6M07024 "4 H,0O 10 mg

H,O ad 11
Tris/Maleinsdure-Losung 1 M Tris-Losung mit 1 M Maleinsdure auf pH 8,0 titrieren

3.4 Stammhaltung und Bakterienanzucht
3.4.1 Dauerkulturen von E. coli

Dauerkulturen von E. coli wurden hergestellt, indem 5 ml LB-Medium mit Einzelkolonien
angeimpft und iiber Nacht bei 37°C im Roller (New Brunswick, TC-7) inkubiert wurden. Die
Zellen wurden 5 min bei 4.500 rpm abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0) und das Pellet
anschlieBend in 3 ml TY mit 50 % Glycerin resuspendiert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Zur kurzfristigen Aufbewahrung der Stimme wurden Strichkolonien auf Agarplatten angelegt

und bei 4°C gelagert.

3.4.2 Dauerkulturen von Streptomyces

Einzelkolonien von Streptomyces wurden auf HT-Platten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausgestrichen und bis zur vollstindigen Sporulation bei 30°C inkubiert. Dann
wurden die Bakterien mit 5 ml sterilem H,O mit leichtem Druck einer Pipette von der Platte
abgeschwemmt und durch nicht adsorbierende Baumwolle filtriert, wobei das Myzel von den
Sporen abgetrennt wurde. Das Filtrat wurde 10 min bei 4.000 rpm in einer Heraeus
Megafuge 1.0 zentrifugiert, das Pellet in 1 ml 20 % Glycerin aufgenommen und als Sporen-
Suspension bei -20°C gelagert.

Konnten auf diese Weise keine Sporen gewonnen werden, wurden Myzelkulturen von den
Stimmen angelegt. Dazu wurden 5 ml einer in YEME-Medium gut angewachsenen Kultur
abzentrifugiert (5 min, 4.500 rpm, Heraeus Megafuge 1.0) und das Pellet anschlieend in 3 ml
TY mit 50 % Glycerin resuspendiert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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3.4.3 Anzuchtbedingungen

Ausgehend von 5 ml Ubernachtkulturen in LB-Fliissigmedium mit Antibiotikum, die mit
E. coli-Einzelkolonien beimpft und bei 37°C im Roller inkubiert wurden, wurden
Hauptkulturen im selben Medium 1:100 verdiinnt und bei 37°C im Schiittler (New
Brunswick, GIO Gyratory Shaker) bis zur gewiinschten Zelldichte angezogen. Das Wachstum
wurde bei 600 nm im Photometer (Shimadzu Spectrophotometer UV-120-02) verfolgt.
Vereinzelungsausstriche von E. coli auf selektiven Agarplatten wurden ebenfalls bei 37°C
inkubiert.

Zur Anzucht von Streptomyceten wurden 20 ml YEME in 100 ml-Schikane-Kolben mit 20 pl
Sporen-Suspension angeimpft, ca. 3 Tage bei 30°C im Schiittler inkubiert, im Mikroskop auf
Kontamination untersucht und daraus Hauptkulturen in 500 ml-Kolben mit Schikanen oder
Stahlspirale im Verhéltnis 1:100 im selben Medium angeimpft. Thre Inkubationsdauer lag
zwischen 32 und 36 Stunden bei 30°C.

3.5 Proteinanalytische Methoden

3.5.1 Herstellung eines Zellextrakts

Ausgehend von einer 5 ml E. coli-Ubernachtkultur in LB mit Antibiotikum wurde die
Tageskultur 1:100 mit demselben Medium verdiinnt und im Brutraum bei 37°C inkubiert. Zur
Uberpriifung der Zelldichte wurde die ODggo verfolgt. Bei einer ODggo von 0,4 - 0,5 wurden
Zellen, die Plasmide mit dem T7-Promotor-System trugen, mit 0,4 mM IPTG induziert,
wihrend Zellen, die Plasmide mit Rhamnose-Promotor enthielten, mit 0,2 % Rhamnose
induziert wurden. Um die Bildung von Inclusion bodies gering zu halten, wurden alle
Kulturen nach der Induktion fiir 4 - 7 h bei maximal 30°C inkubiert. Ein Kulturvolumen, das
10 ODgop Zellen entsprach, wurde abzentrifugiert und in 1 ml Natrium-Phosphat-Puffer
(0,1 M, pH 7,0) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis 3 x 30 Sekunden per
Ultraschall aufgeschlossen (Ultrasonic Sonicator, Mikrotip 4,8 mm, duty cycle 50 %).
Verbleibende Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (15 min, 13.000 rpm, 4°C, Heraeus
Biofuge A) vom Rohextrakt abgetrennt und in 1 ml Puffer aufgenommen.

Streptomyceten-Kulturen wurden mindestens 4 x 30 Sekunden einem Ultraschall-Aufschluss

unterzogen.
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GroBere Zellmengen wurden in etwa U0 des urspriinglichen Volumens resuspendiert und mit
einer French Press (500 - 600 psi, American Instrument Company, Illinois) in drei Durch-

gingen aufgeschlossen.

3.5.2 Proteinbestimmung (Bradford, 1976)

Die Proteingehaltsbestimmung nach Bradford erfolgte mit Hilfe des ,,BIO-RAD-Protein-
Assay”. Die Proteinextrakte wurden in H,O verdiinnt und davon 800 pl mit 200 pl
Férbereagenz gemischt. Nach 10 min Inkubation wurde die Extinktion der Probe bei 595 nm
gegen eine Kiivette mit H,O gemessen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer
Eichgeraden bestimmt, die mit einer Verdiinnungsreihe von BSA in Wasser erstellt worden

war.
3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)
Mit der SDS-PAGE in vertikalen Gelelektrophorese-Apparaturen (8 x 8 x 0,1 cm, Biometra,

Gottingen) wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Ldsungen,

ausreichend fiir 2 Polyacrylamid-Gele, setzten sich aus folgenden Komponenten zusammen:

12 % iges Trenngel 4 % iges Sammelgel
30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid 8 ml 0,67 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 5 ml -

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 - 1,25 ml
10 % SDS 200 pl 50 ul
H,O 6,7 ml 3ml
10 % APS 100 pl 50 ul
TEMED 10 pl S5l

Das Trenngel wurde zwischen die gut abgedichteten Glasplatten bis etwa zu % der Gelhohe
eingefiillt und mit Isopropanol iiberschichtet, um eine gerade Trennschicht zu erhalten. Nach
dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel eingegossen und der
Kamm eingesetzt. Die Proteinproben wurden mit '/s Volumen an SDS-Auftragspuffer
versetzt, 5 min in kochendem Wasser denaturiert und aufgetragen. Der Gellauf erfolgte zuerst
bei einer Stromstirke von 10 mA pro Gel und wurde nach dem Eintritt der Proben ins
Trenngel auf 20 mA erhoht. AnschlieBend wurden die Gele etwa 20 min bei Raumtemperatur
in Coomassie-Firbelosung gefdrbt, in Entfirberlosung 20 min entfarbt und in 7,5 % iger

Essigsdure fixiert. Fiir die weitere Aufbewahrung wurden die Gele in 7,5 % iger Essigsdure in
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PE-Folie eingeschweiflt und bei 4°C gelagert. Zur Molekulargewichtsbestimmung diente ein

Standard-Proteingemisch von Roth oder BioRad:

Roth BioRad

Myosin 200 kDa

[B-Galaktosidase 119 kDa Phosphorylase 97,4 kDa
Serumalbumin 66 kDa BSA 66,6 kDa
Ovalbumin 43 kDa Ovalbumin 45,5 kDa
Carboanhydrase 29 kDa Carboanhydrase 31 kDa
Trypsininhibitor 20 kDa Trypsininhibitor 21,5 kDa
Lysozym 14,5 kDa Lysozym 14,4 kDa

3.5.4 Aceton-Fillung von Proteinen

Um Proteine auszufillen, wurde das vierfache Volumen an Aceton zu den Reaktionsansitzen
gegeben und 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 13.000 rpm) wurde der
Uberstand in ein neues GefdB iiberfithrt und bis zum vollstindigen Verdampfen des Acetons

unter dem Abzug offen stehen gelassen.

3.5.5 Proteinreinigung iiber Affinititschromatographie

Zur Reinigung der Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN wurde diese am C-Terminus mit
6 Histidinresten fusioniert und mit Hilfe einer Ni2+-Nitriltriessigséiure (NTA)-Matrix von
Qiagen (Hilden) aus der 16slichen Rohextrakt-Fraktion einer induzierten Kultur von E. coli
JM109/pTST95.1 aufgereinigt. Die Vorbereitung und das Aquilibrieren der Siule erfolgte
nach den Angaben des Herstellers mit Waschpuffer 1.

Die Séule wurde mit 2 ml aufgeschlossenem Rohextrakt einer 50 ml-Kultur befiillt. Nach dem
Durchfluss des Uberstandes erfolgten 5 Waschschritte mit je 1 ml Waschpuffer 1 und
5 Schritte mit 1 ml Waschpuffer 2. Anschlieend wurden die Proteine mit 3 ml Elutionspuffer
eluiert. Dabei wurden Fraktionen mit einem Volumen von 200 - 300 pl gesammelt und mittels
SDS-PAGE analysiert. Proteinhaltige Fraktionen wurden vereinigt und mindestens zweimal

gegen die 500-fache Menge eines entsprechenden Puffers dialysiert.

3.5.6 Dehydrogenase-Aktivititstest

Die Enzymaktivitit wurde photometrisch bestimmt, indem die Umsetzung von NAD(P)" bzw.

NAD(P)H durch die Dehydrogenasen bei 340 nm verfolgt wurde.
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Als Substrate dienten myo-Inositol, scyllo-Inosose, Spectinomycin und Dihydro-
spectinomycin. Die Konzentrationen von myo-Inositol und Spectinomycin im Ansatz wurden
zwischen 10 mM - 100 mM variiert, die Endkonzentration von scyllo-Inosose und Dihydro-
spectinomycin lag gleichbleibend bei 10 mM. Zu einem Gesamtvolumen von 500 pl wurden
62 pl Rohextrakt, d.h etwa 19 pg Protein gegeben. Die Reaktionen fanden in 0,1 M Na-
Phosphatpuffer, pH 7,5 bei 25°C statt und wurden durch Zugabe des entsprechenden
Coenzyms in einer Endkonzentration von 2 mM gestartet. Die Messung erfolgte in Form einer
Zeitkinetik in einem Kontron Uvikon 860 Photometer. Zehn Messungen wurden im Intervall
von 5 s durchgefiihrt, danach wurden die Ansétze weiter bei 25°C inkubiert und nach
3 Stunden bzw. iiber Nacht noch einmal vermessen.

In einem weiteren Test betrug die Endkonzentration von Spectinomycin 100 mM und von
NADH bzw. NADPH 0,2 mM. Die Reaktionen fanden in 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,5
und in 0,1 M Glycin/NaOH-Puffer, pH 9,0 bei 25°C statt. Dabei wurde die Menge an
Rohextrakt zwischen 10 - 600 pul (entspricht 3 - 180 ug Protein) pro 1 ml Gesamtvolumen
variiert. Als Kontrolle diente jeweils der gleiche Ansatz ohne Spectinomycin. Die Messung
erfolgte wiederum im Photometer in Form einer Zeitkinetik, wobei 20 Messwerte in

Abstdnden von 60 s genommen wurden.

3.5.7 Aktivitiitstest der Spectinomycin-Phosphotransferase

3.5.7.1 Gekoppelter Assay

Dieser Assay basierte auf einem Testsystem von Roche Applied Science, das zur Bestimmung

von Glycerin in der Lebensmittelanalytik verwendet wird. Es wurde leicht abgewandelt und

folgende Reaktionen gekoppelt:

Spc-Phosphotransferase (SpcN)

Spectinomycin + ATP p Spectinomycin-Phosphat + ADP

Pyruvat-Kinase (PK)
ADP + PEP » ATP + Pyruvat

L-Lactat-Dehydrogenase (LDH)

Pyruvat + NADH + H" » L-Lactat + NAD"

Die Abnahme von NADH wurde in einem Photometer bei 340 nm bestimmt und entspricht
dabei stochiometrisch der Menge an phosphoryliertem Spectinomycin.

Zur Messung wurden 300 pl Losung 1 (Glycylglycin-Puffer, NADH, ATP, PEP, MgSQ,),
40 - 50 pg gereinigtes SpcN und 10 pl Losung 2 (PK, LDH) auf 900 ul mit H,O aufgefiillt
und 15 min bei 25°C inkubiert, um durch spontane Hydrolyse entstandenes ADP zu
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entfernen. Nach Zugabe von 100 pl Spectinomycin in den Endkonzentrationen von 0,001 -
20 mM wurde die Adsorption bei 340 nm in einem Kontron Uvikon 860 Photometer in Form

einer Zeitkinetik gemessen.
3.5.7.2 Radioaktiver Assay

Die Reaktionsansidtze bestanden aus Spectinomycin oder Dihydrospectinomycin in
Konzentrationen von 0 - 20 mM, 100 nM - 10 mM kaltem ATP, 30 ul Rohextrakt bzw.
aufgereinigter Spectinomycin-Phosphotransferase (~ 25 pg) und etwa 0,6 pCi [y’°PJATP. Sie
wurden mit 20 mM MOPS / 10 mM MgCl, auf 50 pl aufgefiillt und 1 Stunde bei 30°C
inkubiert. Je 10 ul dieser Ansitze wurden mit Aceton gefillt und die Uberstinde nach der

Féllung einer Diinnschichtchromatographie unterzogen.

3.6 Molekulargenetische Methoden
3.6.1 DNA-Isolierung
3.6.1.1 Isolierung von genomischer DNA iiber CsCl-Dichtegradienten-Zentrifugation

Zur Priparation von genomischer DNA aus Streptomyceten wurde eine 10 ml Kultur in
YEME-Medium in 100 ml-Schikanekolben 24 h bei 30°C geschiittelt und danach ab-
zentrifugiert (10 min, 15.000 rpm, Sorvall SS34-Rotor). Das Pellet wurde in 8 ml 25 mM
Tris/HCI, 25 mM EDTA, 10 % Sucrose resuspendiert und 1 ml Lysozymlésung (100 mg/ml
in TE10.01) zugegeben. Der Ansatz wurde 60 min bei 37°C inkubiert und dabei mehrmals
durch Aufziehen mit einer Pipette durchmischt. Nach Zugabe von 1 ml 10 % N-Lauroyl-
sarcosinat wurde weitere 15 min erst bei 37°C, danach bei 65°C inkubiert. AnschliefSend
wurden die Proben auf genau 10 ml mit TE10.01 aufgefiillt, zu 10 g CsCl dazugegeben und
bei 65°C gelost. Die Lysate wurden zu 400 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) in
Ultrazentrifugen-Rohrchen gefiillt und zentrifugiert (48 h, 35.000 rpm, 17°C, Sorvall T-1270-
Rotor). Die DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit einer Spritze abgezogen, mindestens 2 h
gegen TE10.01 dialysiert und mit Phenol (dquilibriert in TE10.1, pH 7,5 - 8,0) extrahiert, bis

das Ethidiumbromid vollstindig verschwunden war (ca. 3 x). Die DNA wurde erneut 24 h bei
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mindestens dreimaligem Pufferwechsel gegen TE10.01 dialysiert und konnte bei 4°C gelagert

werden.

3.6.1.2 Plasmidisolierung nach Lee & Rasheed (1990, modifiziert)

Eine E. coli-Ubernachtkultur in 1,5 ml LB mit Antibiotikum wurde 5 min bei 5.000 rpm
(Heraeus Biofuge A) abzentrifugiert und das Pellet im verbliebenem Tropfen Medium
resuspendiert. Nach 5 min Inkubation in 200 pl Lysepuffer bei RT erfolgte eine alkalische
Lyse mit 300 pl 0,2 N NaOH / 1 % SDS. Die Proben wurden kréftig geschiittelt und 5 min auf
Eis inkubiert. Danach wurde 400 pl gekiihltes 7,5 M Ammoniumacetat, pH 7,5 zugesetzt,
erneut gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 13.000 rpm,
Heraeus Biofuge A) wurden 800 ul vom Uberstand in ein neues EpppendorfgefiB iiberfiihrt
und mit 700 pl Isopropanol gefillt. Der Ansatz wurde wiederum zentrifugiert (10 min,
13.000 rpm, Heraeus Biofuge A) und zweimal mit 50 pl 70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet
wurde getrocknet und in 30 - 50 pul TE10.01 aufgenommen.

3.6.1.3 Plasmidisolierung aus Streptomyceten (nach Kieser, 1984, modifiziert)

Von einer gut angewachsenen Streptomyceten-Kultur in Soja-Mannitol- oder YEME-Medium
wurden 1,5 ml in ein Eppendorfgefil iiberfiihrt und 5 min bei 5.000 rpm (Heraeus Biofuge A)
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 ul Lysozymldsung (4 mg/ml Lysozym + 50 pg/ml
RNaseA in H,0) resuspendiert und bis zur Lyse des Myzels etwa 30 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden 250 pl 0,3 N NaOH / 2 % SDS zupipettiert und 15 min bei 70°C
inkubiert. Der Ansatz wurde dann einer zweimaligen Phenolextraktion unterzogen, indem
100 pl Phenol (dquilibriert in TE10.1, pH 7,5 - 8,0) zugegeben, 1 min gevortext und 2 min bei
13.000 rpm (Heraeus Biofuge A) abzentrifugiert wurde. Die wissrige Phase wurde in ein
neues Gefdl} tiberfiihrt und 150 pl einer 5 M Kalium-Acetat (KAc)-Lésung, pH 5,0 zugesetzt,
stark gevortext, dann 150 ul 6 M KAc, pH 8,0 zugegeben, erneut gemischt und fiir 10 min auf
Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm, Heraeus Biofuge A) wurden 800 pl
vom Uberstand in ein neues Eppendorfgefif iiberfiihrt und mit 700 pl Isopropanol gefillt.
Der Ansatz wurde erneut zentrifugiert (10 min, 13 000 rpm), das Pellet in 100 ul TE 10.01
aufgenommen und mit 5 pl einer 0,1 M Spermintetrahydrochlorid-Losung flir 5 min gefallt.
Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min, 13.000 rpm) wurde das Pellet fiir 1 h in 1 ml
Sperminaustauschlésung (70 % EtOH / 30 % 0,01 M MgCl,, 0,3 M NaAc, pH 8,0) belassen.
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Der Ansatz wurde wieder zentrifugiert (s.o.), das Pellet getrocknet und anschlieBend in 30 pl

TE 10.01 aufgenommen.

3.6.1.4 Plasmidisolierung aus E. coli nach Kieser (1984, modifiziert)

Eine E. coli-Ubernachtkultur in 4 ml LB mit Antibiotikum wurde 5 min bei 4.500 rpm
(Heraeus Megafuge 1.0) abzentrifugiert und das Pellet im verbliebenem Tropfen Medium
resuspendiert. Nach 5 min Inkubation in 0,5 ml Lysozymlosung (4 mg/ml Lysozym in 10 %
Saccharose, 25 mM Tris, pH 8,0, 25 mM EDTA, pH 8,0) bei RT erfolgte eine alkalische
Lyse. Dazu wurden 300 pl 0,3 M NaOH / 2 % SDS zugegeben, geschiittelt bis die Losung
klar wurde und anschlieBend fiir 20 min bei 80°C inkubiert. Nach Abkiihlung auf Eis wurden
150 pl einer 5 M KAc-Losung, pH 5,0 zugesetzt, stark gevortext, dann 150 ul 6 M KAc,
pH 8,0 zugegeben, erneut gemischt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation
(10 min, 13.000 rpm, Heraeus Biofuge A) wurden 800 pl vom Uberstand in ein neues
Eppendorfgefal tiberfiihrt und mit 700 pl Isopropanol gefillt. Der Ansatz wurde erneut
zentrifugiert (10 min, 13.000 rpm), das Pellet in 100 pl TE 10.01 aufgenommen und mit 5 pl
einer 0,1 M Spermintetrahydrochlorid-Ldsung fiir 5 min gefillt. Nach einem Zentrifugations-
schritt (10 min, 13.000 rpm) wurde das Pellet fiir 1 Stunde in 1 ml Sperminaustauschlésung
(70 % EtOH / 30 % 0,01 M MgCl,, 0,3 M NaAc, pH 8,0) belassen. Der Ansatz wurde wieder
zentrifugiert (s.0.), das Pellet getrocknet und anschlieend in 50 pl TE 10.01 aufgenommen.

3.6.1.5 Plasmidisolierung mit dem Qiaprep Spin Miniprep-Kit

Fiir die Sequenzierreaktionen erfolgte die DNA-Isolierung mit dem Qiaprep Spin Miniprep-

Kit in einer Heraeus Biofuge A nach den Anweisungen des Herstellers (Qiagen, Hilden).

3.6.1.6 Midi-Priparation von Plasmiden mit dem Qiagen Plasmid Midi-Kit

Um groBBere Mengen an Plasmid- bzw. Cosmid-DNA zu erhalten, wurde das Qiagen Plasmid

Midi-Kit nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.
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3.6.2 Enzymatische Behandlung von DNA

3.6.2.1 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Etwa 0,2 - 0,5 pg DNA wurden in einem 10 pl Ansatz mit 3 U Restriktionsenzym und dem
zugehorigen, vom Hersteller angegebenen 10 x Reaktionspuffer fiir mindestens 1 h bei der fiir
das Enzym optimalen Temperatur inkubiert. War die Spaltung mit zwei Enzymen notwendig,
wurde die DNA zwischen den einzelnen Restriktionsverdaus mit Isopropanol gefallt
(s.3.6.2.2). Fiir préparative Ansétze, die zur Isolierung einzelner Fragmente aus dem Gel
dienten, wurden etwas mehr DNA und 10 U Restriktionsendonuklease eingesetzt. Nach der
Spaltung wurden die Proben mit '/;o Volumen Auftragspuffer versetzt und mittels Agarose-

Gelelektrophorese analysiert.

3.6.2.2 Fallung von DNA

Die DNA-Probe wurde mit '/jy Volumen an 3 M NaAc-Puffer, pH 6,2 und 1:1 mit
Isopropanol versetzt, gut gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach einem Zentrifugations-
schritt (15 min, 13.000 rpm, Heraeus Biofuge A) wurde das Pellet fiir 5 min in der Speed-Vac
(SpeedVacConcentrator SVC100H, Savant) getrocknet und in TE 10.01 aufgenommen.

3.6.2.3 Behandlung mit der Klenow-Polymerase

Die groBBe Untereinheit der DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) wurde zum Auffiillen
5’-iiberstehender Enden oder zum Entfernen 3’-liberstehender Enden verwendet. Die DNA
(0,2 - 0,5 pg) wurde einer Isopropanol-Féllung unterzogen, in 8 pl TE 10.01 resuspendiert
und mit 1 pl 2 mM dNTP-Gemisch, 1 pl 10 x Reaktionspuffer und 2 U Klenow-Enzym
behandelt. Die Reaktion wurde fiir 15 min bei 37°C durchgefiihrt und die DNA durch
Gelelektrophorese oder Fillung gereinigt.

3.6.2.4 Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Die alkalische Phosphatase entfernt Phosphatgruppen an den 5'-Enden und verhindert damit
eine Religation des Vektors. Die mit Restriktionsendonukleasen linearisierte Vektor-DNA

(~0,2 - 0,5 ng) wurde gefillt (s. 3.6.2.2), in 8 pul TE10.01 resuspendiert und mit 1 pl 10 x
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AP-Puffer und 20 U alkalischer Phosphatase (isoliert aus Kélberddrmen) versetzt. Der Ansatz
wurde fiir 15 - 30 min bei 37°C inkubiert und die alkalische Phosphatase durch Agarose-
Gelelektrophorese von der DNA abgetrennt.

3.6.2.5 Ligation

Aquimolare Mengen der zu ligierenden DNA-Fragmente (~ 50 ng/ml) wurden gemischt, zu
einem Volumen von 8§ pl mit H,O aufgefiillt und mit 10 x Ligasepuffer und 1 U T4-DNA-
Ligase versetzt. Die Ligation {iberstehender Enden erfolgte bei 4°C iiber Nacht oder auch bei

RT fiir einige Stunden. Glatte Enden wurden immer bei RT {iber Nacht ligiert.

3.6.2.6 Bereitstellung von DNA-Liingenstandard fiir Agarose-Gelelektrophorese

A-DNA (25 pg) wurde in einem Volumen von 200 ul mit 40 U Bgll bzw. HindllI {iber Nacht
bei 37°C verdaut, danach 10 min auf 65°C erhitzt und mit 20 pl Auftragspuffer versetzt. Von

diesen A-Markern wurden 10 - 13 pul auf ein Agarosegel aufgetragen.

3.6.3 Transformation von E. coli und Streptomyces

3.6.3.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen (Chung et al., 1989)

Aus einer Ubernachtkultur des zu transformierenden Stammes wurde 50 ml LBy-Medium im
Verhéltnis 1:100 angeimpft und bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert, bis eine ODgpy von
0,3- 0,4 erreicht war. Die Zellen wurden 10 min bei 4.000 rpm (Sorvall SS34 Rotor)
abzentrifugiert, in 2 ml eiskaltem TSS aufgenommen und sofort zur Transformation

eingesetzt.

3.6.3.2 Herstellung von Streptomyces-Protoplasten (Hopwood et al., 1985)

In 100 ml-Schikanekolben wurden 20 ml YEME-Medium mit 50 pl Sporen-Suspension
beimpft und 2 Tage bei 30°C im Schiittler inkubiert. Daraus wurden 80 ml YEME-Medium in
500 ml-Kolben mit Schikanen oder Stahlspirale 1:100 verdiinnt angeimpft, weitere 32 h bei
30°C geschiittelt und im Mikroskop auf Kontamination untersucht. Dem Ansatz wurden

80 ml steriles H,O zugegeben und 5 min bei 7.000 rpm zentrifugiert (Sorvall GSA-Rotor).
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Der Uberstand wurde sofort vorsichtig iiber das Pellet abdekandiert, dann zweimal
gewaschen, indem das Pellet in 10 ml 10,3 % Sucrose mit der Pipette resuspendiert und
wieder abzentrifugiert wurde (5 min, 7.000 rpm, Sorvall SS34 Rotor). Das Pellet wurde in
9 ml L-Medium geldst, mit 1 ml Lysozym-Losung (40 mg/ml, gelost in L-Medium, steril-
filtriert) gemischt und bei 30°C unter gelegentlichem Mischen inkubiert. Die Bildung der
Protoplasten wurde unter dem Mikroskop verfolgt und war meist nach einer Inkubationszeit
von 30 Minuten abgeschlossen. Um die Protoplasten von den Myzel-Resten zu trennen,
wurde der Ansatz durch nicht adsorbierende Baumwollwatte filtriert. Das Lysozym wurde
durch Zentrifugation (5 min, 3.000 rpm, Sorvall SS34-Rotor) und zweimaligem Waschen mit
10 ml P-Medium entfernt und anschlieBend das Pellet in 10 ml P-Medium aufgenommen. Die

Protoplasten wurden zu je 1 ml aliquotiert und bei -70°C gelagert.

3.6.3.3 Transformation von E. coli

Zu 50 - 100 ng DNA wurden 200 pl kompetente Zellen gegeben, gemischt und auf Eis 30 min
inkubiert. Die Ansdtze wurden dann einem Hitzeschock von 42°C fiir 90 s ausgesetzt, zu 2 ml
LB gegeben und fiir 1 Stunde bei 37°C gerollert. Je 100 pl des Transformationsansatzes sowie
das in einem Tropfen Medium resuspendierte Pellet wurden auf LB-Agarplatten mit
Antibiotikum ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Um die Transformationsrate zu
bestimmen, wurden kompetente Zellen mit pUCI18-DNA bekannter Konzentration

transformiert. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Plasmid-DNA.

3.6.3.4 Transformation von Streptomyces-Protoplasten mit Plasmid-DNA

Ein Aliquot der Protoplasten-Suspension (1 ml) wurde bei 3.000 rpm fiir 5 min in einer
Heraeus Biofuge A abzentrifugiert und im restlichen Uberstand resuspendiert. Die Plasmid-
DNA (0,5 - 1 pg) wurde mit den Protoplasten gemischt und 0,5 ml komplettes T-Medium
zugegeben. Sofort danach wurde der Ansatz mit 6 ml geschmolzenem R2-Softagar versetzt
und davon jeweils 3 ml auf eine R2-Platte gegossen, die zuvor ca. 2 '/ h unter der Steril-Bank
getrocknet wurde. Nach spétestens 24 h wurde die Platte mit 3 ml R2-Softagar mit
Antibiotikum tiberschichtet und bei 30°C inkubiert.
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3.6.4 Transposon-Mutagenese und Konjugation (Fischer et al., 1996)

E. coli IM108 F'lac[::Tn5491] wurde mit einem pJOE2114-Plasmid-Derivat, in das ein
Transposon inseriert werden sollte, transformiert und der Bakterienrasen am néchsten Tag mit
2 ml LBy-Medium abgeschwemmt. Bei der Insertion des Transposons in das Plasmid bildet
sich voriibergehend ein Kointegrat zwischen Plasmid und F-Plasmid aus. Durch Konjugation
des Plasmid-tragenden Stamms JM108 F'lac[::Tn5491] mit E. coli HB101 kann das nicht-
konjugative oder mobilisierbare pJOE2114-Derivat {iber das Kointegrat in HB101 {ibertragen
werden. Die Resolvase 16st das Kointegrat auf, was einmal zum Ausschneiden des Plasmids
aus dem F-Plasmid fithrt und in einer zweiten Reaktion zur Deletion eines Grofteils des
Transposons im pJOE2114-Derivat. Fiir die Kreuzung wurden etwa 5 x 10® Zellen der beiden
Stimme (bestimmt iiber ODgy) in 5 ml LBy-Medium gemischt und bei 30°C fiir 6 - 8§ h im
Roller inkubiert. AnschlieBend wurden verschiedene Verdiinnungen des Kreuzungsansatzes
auf LB-Agarplatten mit Ampicillin und Streptomycin plattiert und bei 37°C inkubiert. Aus

den dabei erhaltenen Kolonien wurden Plasmide isoliert und sequenziert.

3.6.5 DNA-Gelelektrophorese

3.6.5.1 Agarose-Gelelektrophorese (Sharp et al., 1973)

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten iiber Agarosegele erfolgte in Elektrophorese-
Kammern von Renner. In Abhédngigkeit von der Grof3e der aufzutrennenden Fragmente wurde
der Agarose-Gehalt der Gele zwischen 0,7 - 1 % variiert. Die Agarose wurde in 1 x TAE-
Puffer mit 0,4 pg/ml Ethidiumbromid aufgekocht und nach Abkiihlen in die Gel-Schlitten
gegossen. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Proben mit '/;¢ Volumen Auftragspuffer
versetzt und danach bei 10 V/cm im elektrischen Feld aufgetrennt. Als Groenstandard diente
meist ein 1 kb-Marker (Invitrogen). Nach dem Lauf wurden die DNA-Banden unter UV-Licht
mit einer Kamera (Cybertech CS 1, Cybertech Berlin) und angeschlossenem Thermoprinter

(Mitsubishi, Japan) dokumentiert.

3.6.5.2 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (Easy Pure)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung im Agarosegel wurden die gewiinschten DNA-

Banden unter UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem
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Easy Pure-Kit nach dem Protokoll des Herstellers (Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf)

weiter aufgereinigt.

3.6.6 Polymerase-Kettenreaktion (Mullis et al., 1986)

Um DNA-Sequenzen gezielt amplifizieren zu kénnen, wurde die Polymerase-Chain-Reaction
angewandt. Dafiir wurde zum Teil das Expand High Fidelity PCR System (Roche Applied
Science) eingesetzt, bei dem eine Enzym-Mischung aus der Tag-Polymerase und einer
Polymerase mit Proofreading-Funktion zum Einsatz kommt. Auf 100 pl Gesamtvolumen
wurden 10 pl 10 x Puffer mit 15 mM MgCl,, 2 pul ANTP-Gemisch (je 10 mM), etwa 50 ng
Template-DNA, 30 pmol beider Primer, 5 - 10 ul DMSO, 0,75 ul Enzym-Mischung und H,O
gemischt. Die Reaktion wurde in einem GeneAmp PCRSystem 2400-Gerit (Perkin Elmer) in
30 Zyklen unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

2 -5 min 94°C
Denaturierung 30s 94°C
Annealing 45 s etwa 5°C unter der fiir die Primer
errechneten Schmelztemperatur
Polymerisation 60 s 72°C
7 min 72°C

Alternativ wurden in 99,5 ul Gesamtvolumen 10 pul 10 x Tag-PCR-Reaktionspuffer, 3 ul
50 mM MgCl,, 2 ul ANTP-Gemisch (je 10 mM), etwa 50 ng Template-DNA, 30 pmol jedes
Primers und H,O gemischt. Zur Amplifikation GC-reicher Streptomyceten-DNA wurde noch
5 oder 10 % DMSO hinzugefiigt. Der Ansatz wurde etwa 2 min bei 99°C denaturiert, kurz auf
Eis abgekiihlt und bei 94°C 2,5 U Taq-Polymerase (Hot Start) zugegeben. Die Reaktion
umfasste 30 Zyklen in einem PCR-Gerit (Mini Cycler, MJ Research). Je nach Grofle des zu

amplifizierenden Fragments und der Schmelztemperatur der Primer wurden folgende

Bedingungen gewihlt:
2 -5 min 94°C
Denaturierung 45-90s 94°C
Annealing 45-90s etwa 5°C unter der fiir die Primer
errechneten Schmelztemperatur
Polymerisation 45-90s 72°C
10 min 72°C

Die Schmelztemperatur der Primer wurde aus 2°C pro AT-Paar und 4°C pro GC-Paar
errechnet. Fiir Fragmente bis zu 0,5 kb betrug die Dauer der einzelnen Schritte 45 s, fiir

0,5 - 1 kb-Fragmente wurden 60 s, fiir Fragmente ab ~ 1 kb 90 s gewihlt.
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Um zu iiberpriifen, ob die gewéhlten Primer auch unspezifisch binden, wurden Ansétze mit je
einem Primer und ein Ansatz ohne Template dem gleichen Temperaturprofil unterzogen.

Sollten Fragmente amplifiziert werden, die ldnger als etwa 2 kb waren, wurde das Expand
Long Template PCR System (Roche Applied Science) nach Angaben des Herstellers

verwendet.

3.6.6.1 Reinigung von PCR-Fragmenten

Die PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des Qiaquick-Kits von Qiagen laut Herstellerangaben

gereinigt.

3.6.7 LightCycler-PCR

Zum Screening der Cosmid-Genbank von S. flavopersicus wurde der LightCycler-DNA
Master SYBR Greenl-Kit unter Nutzung eines LightCycler-Instruments nach Angaben des
Herstellers (Roche Applied Science) eingesetzt. SYBR Greenl ist ein Fluoreszenz-Farbstoff,
der bevorzugt an doppelstringige DNA bindet. PCR-Amplifikate konnten so anhand der
Fluoreszenz nachgewiesen und zusétzlich iliber eine Schmelzkurven-Analyse charakterisiert
werden (LightCycler Software, Version 3). Nach einmaligem Denaturieren fiir 45 s bei 95°C
umfasste die Reaktion 55 Zyklen unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung Is 95°C

Annealing 10s etwa 5°C unter der fiir die Primer
errechneten Schmelztemperatur

Polymerisation 30s 72°C

3.6.8 Transfer von Nukleinsiuren auf Nylonmembranen

3.6.8.1 Southern Blot

Die zu analysierende genomische und Plasmid- bzw. Cosmid-DNA wurde nach der Spaltung
durch Restriktionsenzyme im Agarosegel aufgetrennt, das anschlieBend zusammen mit einem
Lineal, zur spiteren Identifikation der Banden, unter UV-Licht fotografiert wurde. Danach
wurde das Gel 2 x 15 min in 0,25 M HCI-Losung gelegt, um die DNA partiell zu
fragmentieren, kurz in H;O gewaschen und 2 x 15 min in Denaturierungslosung gelegt. Auf

das Gel wurde eine angefeuchtete, positiv geladene Nylonmembran (Porengrofe 0,45 pm,
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Roche Applied Science) und einige Lagen Whatman-Papier aufgelegt und die DNA durch
Kapillarkréifte auf die Membran transferiert. Nach 2 h wurde die Nylonmembran von beiden
Seiten mit UV-Licht bestrahlt (UV-Stratalinker 1800, Stratagene), wodurch die DNA auf der

Membran fixiert wurde. Danach wurde sie kurz in 2 x SSC gewaschen.

3.6.8.2 Kolonie-Hybridisierung

E. coli-Kolonien wurden auf LB-Platten mit Antibiotikum ausgestrichen, iiber Nacht bei 37°C
bebriitet und danach fiir 1 - 2 h bei 4°C gekiihlt. Eine positiv geladene Nylonmembran
(1,2 um, Roche Applied Science) wurde auf die Platte aufgelegt, markiert und nach ca. 5 min
wieder abgezogen. Der Filter wurde mit den Kolonien nach oben 15 min auf mit
Denaturierungslosung getrdnktes Whatman 3MM-Papier gelegt, anschlieBend 15 min auf mit
Neutralisierungslosung getranktes Whatman 3MM-Papier und abschliefend 10 min auf mit
2 x SSC getrinktes Whatman 3MM-Papier. Die DNA wurde durch UV-Crosslinking der
Filter von beiden Seiten (UV-Stratalinker 1800, Stratagene) fixiert. Danach wurde die
Membran fiir fiir 1 Stunde bei 37°C mit 0,5 ml Proteinase K (2 mg/ml in 2 x SSC) behandelt

und die Zellreste mit angefeuchtetem Whatman-Papier entfernt.

3.6.9 Markierung von DNA-Sonden

3.6.9.1 Nicht-radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Fiir die Hybridisierung von Southern Blots wurden ganze Plasmide oder einzelne, linearisierte
DNA-Fragmente eingesetzt. Sie wurden mit dem ,,Random primed DNA Labeling”-Kit von
Roche Applied Science markiert, indem das Klenow-Fragment Digoxigenin-markierte
Desoxynukleotide in den neu synthetisierten DNA-Strang einbaute. Als Primer fiir das Enzym
diente ein Hexanukleotid-Gemisch aller mdglichen Basenzusammensetzungen. Etwa
100 - 200 ng DNA wurde 10 min bei 95°C denaturiert, in Eiswasser abgekiihlt, mit 2 ul
Hexanukleotid-Gemisch, 2 pl dNTP-Gemisch und 1 pl Klenow-Polymerase (5 U/ul) versetzt
und mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 20 pl aufgefiillt. Die Markierungsreaktion geschah
bei 37°C fiir 1 - 12 h und wurde durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA gestoppt. Danach wurde
die DNA mit 2,5 pul 4 M LiCl und 75 pl 100 % Ethanol 30 min bei -70°C gefillt,
abzentrifugiert (10 min, 13.000 rpm) und mit 70 % Ethanol gewaschen. Vor der
Hybridisierung wurde die markierte DNA 5 min aufgekocht. A-DNA wurde auf die gleiche
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Weise Digoxigenin-markiert, um auf dem Southern Blot die Marker-Banden sichtbar zu

machen.

3.6.9.2 Markierung von DNA mit [a**P]dCTP

Die Markierung von Plasmiden oder linearen DNA-Fragmenten mit [o**P]dCTP wurde mit
Hilfe der Klenow-Polymerase durchgefiihrt. Etwa 50 - 100 ng DNA wurde 10 min aufgekocht
und sofort auf Eis gegeben, um Einzelstrdnge zu erhalten. In einem Gesamtvolumen von 20 pl
wurde die DNA, 3 ul eines Gemisches der Desoxynukleotide dATP, dGTP und dTTP (je
0,5 mM), 2 pul Hexanukleotid-Reaktionsgemisch (Roche Applied Science), 1 ul Klenow-
Polymerase (2 U/ul) und 5 pl [0**P]dCTP (10 pCi/pl) gemischt und 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach der Reaktion wurde der Ansatz mit TE10.01 auf 100 pl aufgefiillt und nicht
eingebaute Desoxynukleotide iiber eine Sephadex-G50-Séule abgetrennt (s. 3.6.9.3). Vor und
nach der Reinigung wurde die Aktivitit im Benchcounter gemessen und dariiber die
Einbaurate des radioaktiven Nukleotids ermittelt. Vor der Hybridisierung wurde die Sonde

10 min auf 95°C erhitzt.

3.6.9.3 Reinigung iiber Sephadex-Siaulen

Um die Sonden fiir die Hybridisierungen von nicht eingebauten, markierten dNTPs zu
trennen, wurde Sephadex G50-Sdulenmaterial mit TE10.01 aufgeschwemmt und in mit
silikonisierter Glaswolle abgedichtete 1 ml-Spritzen gefiillt. Das TE10.01 wurde bei
2.000 rpm 2 min abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0) und der Vorgang so lange
wiederholt, bis die Spritze bis ca. 1 cm unter den Rand gefiillt war. Danach wurden 100 pl
TE10.01 auf die Sdule gegeben und das Volumen des Durchlaufs bestimmt. Entsprach dieses
dem aufgetragenen Volumen, wurde die DNA-Probe in die Séule gefiillt und die gereinigte
Sonde durch Zentrifugation (2 min, 2.000 rpm, Heraeus Megafuge 1.0) eluiert, wihrend freie

dNTPs am Saulenmaterial absorbiert wurden.
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3.6.10 Hybridisierung

3.6.10.1 Hybridisierung mit einer nicht-radioaktiven Sonde

Um unspezifische Bindestellen auf der Nylonmembran abzusittigen, wurde sie nach dem
Blotten fiir 60 min einer Vorhybridisierung in 20 ml Hybridisierungslosung bei 68°C
unterzogen. Danach erfolgte die Hybridisierung in frischer Hybridisierungslosung (5 ml /
100 cm? Membran) mit 25 - 50 pl markierter Sonden-DNA (s. 3.6.9.1) und 1 pl markierter A-
DNA bei 68°C tiber Nacht. Die Membran wurde dafiir in PE-Folie eingeschweifit. Um
unspezifisch gebundene Sonden zu entfernen, wurde die Membran am néchsten Tag 30 min in
2 x SSC / 10 % SDS bei RT, dann 4 x je 20 min in 0,1 x SSC / 0,1 % SDS bei 68°C

gewaschen.

3.6.10.2 Nachweis von DIG-markierter DNA

Der Nachweis von Digoxigenin-markierter DNA erfolgte einerseits mit einem
Chemilumineszenz-Nachweis-System von Roche. Hierbei wird ein Antikérper gegen
Digoxigenin eingesetzt, der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist. Die Phosphatase spaltet
das Substrat CSPD, dessen instabiles Intermedidrprodukt Licht (477 nm) emittiert, das durch
Exposition auf einem Rontgenfilm nachgewiesen werden kann. Andererseits konnte die
Sonde auch {iber eine Farbreaktion nachgewiesen werden.

Die Nylonmembran wurde nach der Hybridisierung und Entfernung nicht gebundener Sonden
kurz in Waschpuffer gewaschen und zum Blockieren 30 min in ca. 100 ml Puffer 2 inkubiert.
In der anti-DIG-AP-Konjugat-Losung (2 pl Konjugat in 20 ml Puffer 2) verblieb die
Membran 30 min, wurde dann 2 x 15 min in 100 ml Waschpuffer gewaschen und 5 min in
20 ml Puffer 3 dquilibriert. Das Substrat CSPD wurde 1:100 in Puffer 3 verdiinnt, und die
Membran darin 5 min inkubiert. AnschlieBend wurde sie in PE-Folie eingeschweilit und
15 min bei 37°C inkubiert. Der aufgelegte Rontgenfilm wurde nach 30 - 60 min Exposition
bei Raumtemperatur entwickelt.

Fir den Nachweis mit Farbsubstraten wurde die Membran wie oben beschrieben mit
Waschpuffer und Puffer 2 behandelt. Nach Inkubation fiir 30 min in anti-DIG-AP-Konjugat-
Losung (4 pl Konjugat in 20 ml Puffer 2) wurde die Membran 2 x 15 min in 100 ml
Waschpuffer gewaschen und 2 min in 20 ml Puffer 3 dquilibriert. Danach wurde sie mit 10 ml

Puffer 3, dem 45 ul NBT- und 35 pl BCIP-Losung zugegeben wurde, in PE-Folie
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eingeschweif3t. Die Filter wurden 1 - 24 h im Dunkeln inkubiert bis farbige Banden sichtbar

waren.

3.6.10.3 Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde

Die Membranen aus Southern Blot und Kolonie-Hybridisierung (s. 3.6.8.1 und 3.6.8.2)
wurden mindestens eine Stunde bei 42°C in Hybridisierungslosung mit Formamid pré-
hybridisiert. Danach wurde frische Hybridisierungslésung mit [a**P]dCTP-markierter Sonde
zugegeben (s. 3.6.9.2), so dass die Membranen knapp mit Fliissigkeit bedeckt waren, und {iber
Nacht bei 42°C in geschlossenen Plastikschalen hybridisiert. Die Losung wurde entfernt und
die Membran 4 x kurz in 2 x SSC / 0,1 % SDS gespiilt und anschlieBend 4 x 30 min mit
0,1 x SSC / 0,1 % SDS bei 65°C gewaschen. Die Membranen wurden an der Luft leicht
getrocknet, in Frischhaltefolie eingepackt und gebundene Sonde durch Auflegen eines
Rontgenfilms oder eines Phosphoscreens nachgewiesen. Die Exposition erfolgte je nach

Signalstérke 1 - 24 Stunden bei -70°C oder bei RT.

3.6.11 Sequenzierung von Doppelstrang-DNA (Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierungen wurden nach der Didesoxynukleotid-Kettenabbruch-Methode durch-
gefiihrt und mit Hilfe eines automatisierten Laser Fluoreszenz-Sequenzierers (A.L.F.) von
Pharmacia untersucht. Fiir die Sequenzierreaktionen wurde ein Kit von Amersham Bioscience
(Auto Read™) verwendet.

Von der zu sequenzierenden DNA wurde 32 pl (~ 6,4 pg) mit 8 pul 2 M NaOH versetzt und
fiir 10 min bei RT denaturiert. Durch Zugabe von 28 ul H,O, 12 ul 3 M NaAc, pH 4,8 und
240 pl 100 % Ethanol erfolgte eine Fallung fiir 15 min bei -70°C. Anschlieend wurde der
Ansatz zentrifugiert (15 min, 13.000 rpm), mit 70 % Ethanol gewaschen und in der Speed-
Vac (SpeedVacConcentrator SVC100H, Savant) getrocknet. Das Pellet wurde danach
entweder bei -20°C gelagert oder in 10 ul gelost und sofort zur weiteren Sequenzierreaktion
eingesetzt.

Zur Sequenzierung wurden CyS5-markierte Oligonukleotide verwendet. Standen die Primer
nur unmarkiert zur Verfligung, wurde Cy5-markiertes dATP eingesetzt und die Reaktion
leicht modifiziert. Die DNA wurde mit 3 pmol markiertem Primer, 2 pl Annealing-Puffer und
3 ul DMSO gemischt und zuerst 15 min bei 37°C, dann 10 min bei RT inkubiert. Wahrend

dieser Zeit konnten sich die Primer anlagern. Nach Zugabe von 1 pl Extension-Puffer und
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2 ul T7-Polymerase (1,5 U/ul in Verdiinnungspuffer) wurden je 4,5 ul des Ansatzes zu je
2,5 ul  Desoxy-/Didesoxynukleotid-Gemisch pipettiert. Die Desoxy-/Didesoxynukleotid-
gemische (A-, C-, G- und T-Mix) waren zuvor auf eine Terasakiplatte aufgetragen und auf
37°C vorgewarmt worden. Die Polymerisation geschah bei 37°C fiir mindestens 5 min,
danach wurden die Reaktionen mit 5 pl Stopp-Losung beendet. Bei der zweiten Methode mit
unmarkierten Oligonukleotiden wurde die DNA mit 10 pmol Primer 5 min bei 65°C inkubiert
und nach Zugabe von 2 ul Annealing-Puffer 10 min bei 37°C und weitere 5 min bei RT das
Oligo gebunden. Danach wurden 1 pl Labeling-Mix und 2 pl T7-Polymerase (1,5 U/ul in
Verdiinnungspuffer) zugesetzt. Nach 5 min bei RT wurde 1 pl Extension-Puffer und 3 pl
DMSO zugefiigt und 4,5 ul des Ansatzes in die vorgelegten Desoxy-/Didesoxynukleotid-
Gemische pipettiert. Die Reaktion wurde nach mindestens 5 min Inkubation bei 37°C mit 5 pl
Stopp-Losung beendet. Die Sequenzieransidtze konnten dann bei -20°C gelagert werden und
wurden unmittelbar vor dem Auftragen auf das Gel fiir 3 min bei 80°C denaturiert.

Fir die Elektrophorese wurden 0,3 mm dicke Sequenziergele (ReproGel™ LongRead)
gegossen und zur Polymerisation 10 min mit UV-Licht bestrahlt. Das Gel wurde auf 55°C
vorgeheizt, bevor je 4 ul Probe aufgetragen und die Elektrophorese in 0,5 x TBE-Laufpuffer

unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt wurde:

Spannung 1500 V
Stromstérke 60 mA
Leistung 25 W
Temperatur 55°C
Sampling Intervall 2s
Laufzeit 700 min

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der AM Software, Version 3.02. Sie wurden mit
einem HP DeskJet 820Cxi ausgedruckt und mit GCG-Programmen analysiert. Fiir Daten-
bank-Suchen wurde auf die Programme BLASTX, BLASTP und BLASTN des National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD zuriickgegriffen. Mdgliche offene
Leserahmen wurden mit Hilfe des ,,Codonpreferenz”’-Programms (Devereux et al., 1984)
unter Berlicksichtigung einer ,,Codon-Usage-Liste” von Streptomyceten (Sedlmeier &

Altenbuchner, 1992) bestimmt.
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3.6.12 Konstruktion einer Genbank von Streptomyces flavopersicus NRRL B-2820

3.6.12.1 Klonierung genomischer DNA in Cosmid-Vektoren

Zur Priparation der beiden A-Arme wurden etwa 2 ug des Cosmid-Vektors pTST59.1 mit
20U Xbal gespalten. Nach einer Isopropanolfillung wurde das Plasmid in TE10.01
resuspendiert und mit 5 U BamHI geschnitten. Die DNA wurde erneut mit Isopropanol
gefillt, mit 70 % Ethanol gewaschen und in 20 pl TE10.01 resuspendiert.

Chromosomale DNA von S. flavopersicus NRRL B-2820 (~ 1 pg) wurde mit verschiedenen
Konzentrationen Sau3A (0,01 U; 0,05 U; 0,1 U; 0,2 U und 0,3 U) eine Stunde partial verdaut,
mit Isopropanol gefillt, gewaschen und in 10 pl TE10.01 resuspendiert. Ein Aliquot der
Proben wurde auf einem Agarosegel {iiberpriift. Ansédtze, bei denen der Partialverdau
Fragmente um 5 - 40 kb lieferte, wurden in die BamHI-Schnittstelle von pTST59.1 zwischen

die A-Arme inseriert.

3.6.12.2 Priparation von A in vitro Verpackungsextrakten (Sambrook et al., 1989)

Fiir die Verpackung der DNA in Phagenpartikel wurden zwei getrennte Verpackungsextrakte
isoliert. Aus E. coli BHB2690 wurden die Phagenkopfe gewonnen und aus E. coli BHB2688

das Verpackungsprotein D und alle anderen Verpackungskomponenten.

,Freeze Thaw Lysate” (FTL)

Aus einer Ubernachtkultur von BHB2688 in LB, bei 30°C wurden 3 x 500 ml LB, auf eine
ODggo von etwa 0,1 angeimpft und bis zu einer ODgop von 0,3 bei 30°C geschiittelt. Die
Phagen wurden durch 15 min Inkubation bei 45°C induziert und die Zellen anschlieBend fiir
eine Stunde bei 37°C geschiittelt. Die Kultur wurde abzentrifugiert (9.000 rpm, 10 min,
Sorvall GSA-Rotor) und der Uberstand vollstindig entfernt. Alle Pellets wurden in einem
Gesamtvolumen von 6 ml kalter Sucroselosung (10% Sucrose, 50 mM Tris/HCL, pH 7,5)
resuspendiert, auf zwei SS34-Roéhrchen verteilt und zu jedem Rohrchen 75 pl Lysozym
(2 mg/ml in 0,25 M Tris/HCIL, pH 7,5) zugegeben. Die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und nach Auftauen bei RT mit 75 ul Puffer M1 versetzt. Nach erneuter
Zentrifugation (50 min, 17.000 rpm, 4°C, Sorvall SS34-Rotor) wurde der Uberstand mit den
Phagenpartikeln zu je 100 pl in EppendorfgefdBen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei -70°C gelagert.
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»Sonicated Extrakt” (SE)

Aus einer Ubernachtkultur von BHB2690 in LB, bei 30°C wurden 500 ml LB, auf eine ODggg
von etwa 0,1 angeimpft und bis zu einer ODgyo von 0,3 bei 30°C angezogen. Die weiteren
Schritte erfolgten analog der Praparation von FTL. Nach der ersten Zentrifugation wurden die
Zellen in 4,6 ml Puffer A resuspendiert, in Eppendorfgefien aliquotiert und mittels
Ultraschall (Ultrasonic Sonicator, Mikrotip 4,8 mm, duty cycle 50 %) auf Eis aufgeschlossen,
bis die Losung nicht mehr viskos war (~ 3 x 15 s). Nach Zentrifugation bei 4°C (6 min,
6.000 rpm, Heraeus Biofuge A) wurde der Uberstand zu je 100 pl portioniert, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

3.6.12.3 In vitro Verpackung

Fiir die Verpackung der Cosmide in Phagenpartikel wurden 7 ul Puffer A, der Ligations-
ansatz, 1 ul Puffer M1, 6 - 10 ul SE und 10 - 50 ul FTL gemischt und 1 h bei 25°C inkubiert.
Nach Zugabe von 500 pul SM-Phagenpuffer und 2 Tropfen Chloroform wurde das Phagenlysat
bei 4°C gelagert.

3.6.12.4 Infektion von E. coli mit dem Phagenlysat

Fiir die Phagenvermehrung wurde der Stamm E. coli RR1 verwendet, der iiber Nacht bei
37°C in LB mit 0,2 % Maltose und 10 mM MgCl, angezogen wurde. Verschiedene
Verdiinnungen des Phagenlysats wurden mit 100 pl des Stamms gemischt. Nach 20 min bei
37°C wurden 2 ml LB zugegeben und 45 - 60 min bei 37°C gerollert. Die Ansédtze wurden
abzentrifugiert (5 min, 4.500 rpm, Heraeus-Megafuge 1.0), das Pellet im verbliebenem

Tropfen Medium resuspendiert und auf Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert.

3.7 Aufreinigung und Nachweismethoden von Spectinomycin

3.7.1 Aufreinigung von Spectinomycin

Spectinomycin-Produktionsstimme wurden in 10 ml Seed-Medium in 100 ml-Schikane-
kolben angeimpft und nach 2 Tagen in 500 ml Fermentationsmedium iiberimpft. Dazu

wurden fiinf 500 ml-Kolben mit Schikanen oder Stahlspirale mit je 100 ml Medium und 2 ml
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Vorkultur befiillt. Fiir einige Versuchsteile wurde weniger Kultur benutzt und die weiteren
Mengen und Volumina entsprechend verringert. Nach 7 bis 10 Tagen wurde die Kultur
abzentrifugiert (10 min, 5.000 rpm, Sorvall GSA-Rotor) und das Pellet mit 350 ml H,O
gewaschen. Der Kulturiiberstand und das Waschwasser wurden durch Filtration zunéchst {iber
Faltenfilter und anschlieBend iiber Rundfilter (Schleicher & Schuell) von noch vorhandenen
Zellen befreit. Die vereinigten Filtrate wurden nach modifizierten Literaturangaben
folgendermallen weiterbehandelt. Zum Kulturiiberstand wurden 15 g des Kationenaustauscher
Amberlite IRC-50 (Na'-Form) gegeben (Um das Amberlite von der H'-Form in die Na'-Form
umzuwandeln, wurde es etwa 45 min in 1 N NaOH gertihrt, {iber eine Nutsche abgetrennt und
mit H,O gewaschen, bis der pH-Wert des Eluats bei etwa pH 8,5 lag.). Der Uberstand mit
Amberlite wurde etwa 3 - 4 h bei RT geriihrt. Das lonenaustauschermaterial wurde {iber eine
Nutsche abgetrennt und mit 200 ml H,O gewaschen. Spectinomycin konnte dann mit zwei
verschiedenen Methoden eluiert werden. Zum einen wurde zum lonenaustauscher 40 ml 2 M
NaCl zugegeben und eine Stunde bei RT geriihrt. Die Matrix wurde iiber eine Nutsche
abgetrennt und mit wenig H,O gewaschen.

Die zweite Variante war eine Elution mit H,SO,4 und anschlieBender Neutralisation. Hierfir
wurden zum Amberlite 40 ml H,O zugegeben und der pH-Wert der Suspension mit H,SO4
auf pH 1,8 - 1,9 eingestellt. Nach 30 min Riihren bei RT wurde die Matrix wieder iiber eine
Nutsche abgetrennt und mit H,O gewaschen. Dem Eluat wurde der Anionenaustauscher
Dowex 2 x 8 (OH-Form) zugegeben, bis die Losung einen pH-Wert von 6 - 7 erreicht hatte.
Das Austauschermaterial wurde anschlieBend wieder iiber eine Nutsche entfernt. Dowex
wurde von der ClI-Form in die OH-Form umgewandelt, indem es 45 min in 1 N NaOH
geriihrt, iiber eine Nutsche abgetrennt und mit H,O gewaschen wurde, bis das Eluat etwa
pH 7,0 hatte.

Die Eluate wurden bei -20°C eingefroren, in Petrischalen lyophilisiert (Lyovac GT2, Finn
Aqua) und in moglichst wenig Wasser wieder gelost. Durch Zugabe von Aktivkohle und

nachfolgender Zentrifugation konnten die gelosten Lyophilisate entfarbt werden.

3.7.2 Antibiotika-Produktion und Agarplatten-Diffusionsassay

Zur Optimierung der Antibiotika-Produktion wurden die Streptomyceten-Stamme bei 30°C in
verschiedenen Medien angezogen. Dazu wurden 100 ml-Schikanekolben mit 20 ml Medium
verwendet. Nach unterschiedlichen Zeiten, d.h. nach 1 - 11 Tagen Inkubation, wurden Proben

entnommen, abzentrifugiert (5 min, 13.000 rpm, Heraeus-Biofuge A) und der Uberstand fiir
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einen Diffusionstest verwendet. Um eine Spectinomycin-Produktion festzustellen, wurden
Zellrasen von E. coli IM109, S. cerevisiae, S. lividans TK64 und S. lividans TK23 ausplattiert
und 50 ul Uberstand in ausgestanzte Locher in den Agarplatten pipettiert. Die Locher mit
einem Durchmesser von 0,4 cm wurden mit einem Korkbohrer in den Agar gestanzt, dessen
Fiillhohe in den Petrischalen etwa bei 0,5 - 0,6 cm lag. Die Durchmesser der entstehenden
Hemmhoéfe wurden nach ca. 24 h und nach mehreren Tagen bestimmt. Die Resistenz der
Streptomyceten gegeniiber verschiedenen Antibiotika-Konzentrationen wurde ebenfalls im

Diffusionstest festgestellt.

3.7.3 Diinnschichtchromatographie

Die diinnschichtchromatographische Auftrennung von Spectinomycin erfolgte nach
modifizierten Literaturangaben (British Pharmacopoeia, 1998; Sherma, 1991) mit Fertig-
platten der Firma Merck (Kieselgel-Platten 60 F,s4, Schichtdicke 0,2 mm). Als Laufmittel
wurde entweder ein Gemisch aus Eisessig : Pyridin : Isopropanol : H,O (5:5:40:50) oder
10 % KH,PO4 gewihlt.

Wurde Spectinomycin radioaktiv markiert, konnte es durch Auflegen eines Rontgenfilms oder
Phosphoscreens auf die Kieselgelplatte sichtbar gemacht werden. Ansonsten erfolgte der
Nachweis durch Bespriihen der Platten mit Ninhydrin (1 g in 50 ml EtOH + 10 ml Eisessig)
und anschlieBendem Erhitzen auf 110°C fiir 15 min oder durch Bespriithen mit 50 % Kalium-

Permanganat (in H,O).

3.7.4 HPLC-Analytik (Debremaeker et al., 2002, modifiziert)

Ein Nachweis von Spectinomycin und seinen Derivaten wurde auch durch eine ,,Reversed-
phase ion-pair” Chromatographie, gekoppelt mit einer ,,pulsed electrochemical” Detektion
gefiihrt. Dafiir wurde eine Anlage der Firma Merck-Hitachi (Pumpe: L-6200A, Interface:
D-6000A, Autosampler: AS-2000A) mit einer Hypersil BDS C18 Sum-Séule (250 mm x
4,6 mm) verwendet. Als Laufmittel diente 1,25 g KH,PO4 + 6,56 g Pentafluorpropionsédure
(Na-Salz) + 5,5 ml Tetrahydrofuran (ad 1 1 H,O, pH 6,25, sterilfiltriert) mit einer Flussrate
von 0,6 ml/min. Das Injektionsvolumen der Probe betrug 20 pl.

Der amperometrische Nachweis basiert auf einer Oxidation der Substanzen an einer Gold-
Elektrode, wofiir alkalische Bedingungen nétig sind. Um die Molekiile danach von der

Elektrode wieder zu 16sen, wird eine negative Spannung angelegt. Zum Nachweis wurde
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daher zum Eluat der HPLC-Siule iiber einen Mixer 20 g/l NaOH als ,,Post-column”-Losung
mit einer Flussrate von 0,18 ml/min zugepumpt. Der elektrochemische Detektor setzte sich
aus einer Au-Indikator-Elektrode, einer Ag/AgCl-Referenz-Elektrode und einer Edelstahl-
Counter-Elektrode zusammen. Die Spannungen lagen bei 0,05 V zur Detektion, +0,75 V zur

Oxidation und -0,15 V zur Reduktion.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der unter Streptomyces flavopersicus, Streptomyces netropsis und

Streptoverticillium baldaccii gefithrten Actinomyceten-Stimme

4.1.1 Taxonomie der Spectinomycin- und Netropsin-Produzenten

Im Zuge mehrerer taxonomischer Neuordnungen wurde der Stamm Streptomyces
flavopersicus NRRL B-2820 wiederholt neu klassifiziert und umbenannt. Dabei wurde auch
seine Zugehorigkeit zur Gattung Streptomyces oder Streptoverticillium mehrmals gedndert.
Die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen DSMZ fiihrt ihn zur Zeit
unter dem Namen Streptomyces netropsis DSM40093, wihrend er in der American Type
Culture Collection ATCC bis vor kurzem unter Streptoverticillium baldaccii ATCC19756 zu
finden war und neuerdings in Streptomyces netropsis ATCC19756 umbenannt wurde. Beide
Stammsammlungen geben an, dass die Stimme Spectinomycin (Spc) produzieren.

Unter dem Namen S. netropsis sind in der DSMZ derzeit 5 Stimme unter verschiedenen
Nummern abgelegt. Der eng mit S. netropsis DSM40093 verwandte Stamm S. netropsis
DSM40259 wird als Produzent des Peptid-Antibiotikums Netropsin beschrieben, wéhrend
S. netropsis DSM40846 Distamycin produziert, das sich von Netropsin nur in einer
Seitenkette unterscheidet.

Um sicher zu gehen, dass der fiir bisherige Untersuchungen verwendete Spectinomycin-
Produzent S. flavopersicus NRRL B-2820, der von D. Lyutzkanova zur Verfligung gestellt
wurde, den neu benannten Stimmen entspricht, wurden die Stimme S. flavopersicus NRRL
B-2820, S. netropsis DSM40093 und Sm. baldaccii ATCC19756, sowie S. netropsis
DSM40259 nidher untersucht. S. netropsis DSM40093 und S. netropsis DSM40259 wurden
fiir diese Zwecke von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen und

Sm. baldaccii ATCC19756 von der American Type Culture Collection bezogen.

4.1.2 Wachstum und Morphologie der Spectinomycin- und Netropsin-Produzenten

Alle Stimme wiesen sowohl in verschiedenen Fliissigmedien als auch auf Agarplatten gleiche
Morphologie und gleiches Wachstumsverhalten auf. Die Stimme bildeten in Fliissigkultur
nach ca. 2 Tagen ein leicht verzweigtes Myzelgeflecht. Das Luftmyzel auf Agarplatten war

weill-gelblich gefarbt und sehr flaumig. Nach etwa 7 Tagen entstanden auf der
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Myzeloberfliche Tropfen mit rotlich-brauner Fliissigkeit, die in einem Agarplatten-
Diffusionsassay die Sporulation der Testsamme S. lividans TK64 und TK23 hemmte. Unter
dem Mikroskop war keine Sporenbildung bei S. flavopersicus NRRL B-2820, S. netropsis
DSM40093, Sm. baldaccii ATCC19756 und S. netropsis DSM40259 zu erkennen. Eine
Gewinnung von Sporen nach der iiblichen Methode war daher nicht mdglich, und es mussten
Fliissigkulturen der Stimme fiir die Gewinnung von Dauerkulturen herangezogen werden.

Ferner sind S. flavopersicus NRRL B-2820, §. netropsis DSM40093, Sm. baldaccii
ATCC19756 und S. netropsis DSM40259 resistent gegeniiber Netropsin, unterscheiden sich
aber in ihrer Spectinomycin-Resistenz. S. netropsis DSM40259 ist als einziger der getesteten
Stamme Spectinomycin-sensitiv. Bei S. flavopersicus NRRL B-2820 wurde die Resistenz
auch gegeniiber den Aminoglykosid-Antibiotika Streptomycin, Hygromycin, Neomycin,
Kanamycin und Gentamicin in einem Agarplatten-Diffusionsassay getestet. Dabei wurden die
Antibiotika in Konzentrationen von 10, 25, 50 bzw. 100 pg in Locher im Agar gegeben, auf
den der Stamm zuvor ausplattiert wurde. S. flavopersicus NRRL B-2820 erwies sich jedoch

nur als Spectinomycin-resistent.

4.1.3 Prisenz eines DNA-Restriktions-/Modifikationssystems in S. flavopersicus

Von S. flavopersicus NRRL B-2820 war bekannt, dass er das Typll Restriktions-/
Modifikationssystem SfII (http://rebase.neb.com) besitzt, das die Sequenz CTGCA"G erkennt
und modifiziert. Diese Sequenz ist auch die Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Pstl,
weshalb DNA, die aus S. flavopersicus isoliert wurde, nicht von Pstl geschnitten werden
konnte. Eine Aktivitit des Restriktionsenzyms konnte nachgewiesen werden, indem
Rohextrakt und mit Ammoniumsulfat-gefillter Rohextrakt von S. flavopersicus mit der DNA
des Phagen A oder mit verschiedender Plasmid-DNA inkubiert wurde. Die DNA lie3 nach
einer Auftrennung im Agarosegel das gleiche Restriktionsmuster wie nach einem Verdau mit
Pstl erkennen.

Das Vorhandensein von Sf/I in den anderen Stimmen wurde untersucht, indem ihre
genomische DNA mit PstI behandelt wurde. Die Agarose-Gelelektrophorese zeigte, dass nur
die DNA von S. netropsis DSM40259 ebenso wie die DNA der Kontrolle S. lividans TK64
von Pstl verdaut werden kann (Abb. 9). Die beiden anderen Stimme S. netropsis DSM40093
und Sm. baldaccii ATCC19756 sollten daher auch das Restriktions-/Modifikationssystem SfII

besitzen.

75



Ergebnisse

kb 1 234567891011

12 -
6 -
4 -

2-
1,6 -

0,4 -

Abb. 9: Identifikation eines DNA-Modifikationssystems in verschiedenen Streptomyces-Stimmen.
Chromosomale DNA von S. flavopersicus NRRL B-2820 (2, 3), S. netropsis DSM40093 (4,
5), Sm. baldaccii ATCC19756 (6, 7), S. netropsis DSM40259 (8, 9) und S. lividans TK64 (10,
11) wurde mit Pstl geschnitten und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Spuren: (1) 1 kb-Leiter;

(2,4, 6,8, 10) DNA mit Pstl verdaut; (3, 5, 7,9, 11) DNA unverdaut.

4.1.4 Restriktionsmuster-Analyse der chromosomalen DNA aus den Spectinomycin-

und Netropsin-Produzenten

Die Genome der Stimme wurden auf Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismus unter-
sucht. Chromosomale DNA aus S. flavopersicus NRRL B-2820, S. netropsis DSM40093,
Sm .baldaccii ATCC19756 und S. netropsis DSM40259 wurde mit verschiedenen
Restriktionsenzymen behandelt und im Agarosegel aufgetrennt (Abb. 10). Dabei konnte kein
Unterschied im Bandenmuster festgestellt werden, wiahrend die DNA von S. lividans TK64

ein anderes Muster zeigte.
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Abb. 10: Restriktionsmuster-Analyse der chromosomalen DNA verschiedener Streptomyces-Stimme.
Chromosomale DNA von S. flavopersicus NRRL B-2820 (2, 8), S. netropsis DSM40093 (3,
9), Sm. baldaccii ATCC19756 (4, 10), S. netropsis DSM40259 (5, 11) und S. lividans TK64
(6, 12) wurde mit BamHI (2 - 6) und Sacl (8 - 12) geschnitten und auf einem Agarosegel
aufgetrennt. Spuren: (1, 7) 1 kb-Leiter.

4.1.5 Nachweis des Spectinomycin-Genclusters in verschiedenen Streptomyceten-

Stimmen

Nach einem Restriktionsverdau der chromosomalen DNA der zu untersuchenden
Streptomyceten wurde das Gel geblottet und die erhaltene Membran mit dem Cosmid pTST63
(s. 4.5.5), welches alle Gene des Spectinomycin-Synthese-Clusters trug, hybridisiert.
Hybridisierungssignale gleicher Gréfle wurden bei genomischer DNA von S. flavopersicus
NRRL B-2820, S. netropsis DSM40093 und Sm. baldaccii ATCC19756 erhalten. Dagegen
fand keine Hybridisierung mit genomischer DNA von S. netropsis DSM40259 (Abb. 11) statt.
Dies deutet darauf hin, dass S. netropsis DSM40259 das Gencluster zur Biosynthese von
Spectinomycin nicht besitzt, was auch mit dem Befund iibereinstimmt, dass der Stamm

Spectinomycin-sensitiv ist.
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Abb. 11: Southern Blot-Nachweis des Spc-Genclusters im Genom verschiedener Streptomyces-
Stamme. Chromosomale DNA von S. flavopersicus NRRL B-2820 (2, 6, 11, 15), S. netropsis
DSM40093 (3, 12), Sm. baldaccii ATCC19756 (4, 13), S. netropsis DSM40259 (5, 7, 14, 16),
S. spectabilis NRRL2494 (8, 17) und S. lividans TK64 (9, 18) wurde mit verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten. Als Sonde diente das Genbankcosmid pTST63 (10, 19).
Spuren: (1) A-DNA, HindIll-verdaut; (20) A-DNA, Bgl/l-verdaut.

4.2 Konstruktion einer Cosmid-Genbank von S. flavopersicus NRRL B-2820
4.2.1 Konstruktion zweier neuer Cosmid-Vektoren

Das Cosmid Supercos-1 kann in Streptomyceten nicht replizieren, da es nur einen
Replikationsursprung fiir E. coli besitzt. In vielen Fillen kann es aber von Nutzen sein,
Cosmide einer Genbank in Streptomyceten zu vermehren. Aus diesem Grund wurde das

Cosmid pTST59.1 konstruiert. Es enthilt neben einem groflen Bereich aus Supercos-1 noch

78



Ergebnisse

die Attachment-Site (a#f) und das Integrasegen (inf) des Streptomyceten-Phagen @C31. Mit
Hilfe dieses Site-spezifischen Rekombinationssystems kann das Cosmid nach einer
Transformation von Streptomyceten in das Chromosom integrieren und bleibt so stabil
erhalten.

Die att-Site und das int-Gen des Phagen @C31 wurden als 3,9 kb-Fragment mit Kpnl aus dem
Plasmid pTST35.3 geschnitten und die iiberstechenden 3’-Enden mit Klenow-Polymerase
abgebaut. Der Vektor Supercos-1 wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hpal und Smal
verdaut und mit dem Fragment aus pTST35.3 ligiert.

Die Integration des neuen Vektors pTST59.1 (Abb. 12A) ins Chromosom wurde im Falle des
Genbankcosmids pTST63 nachgewiesen (s. 4.5.5).

Fiir einen weiteren Cosmid-Vektor wurde in die Xbal-Schnittstelle des Plasmids pTST59.1
das mit sich komplementidre Oligonukleotid s3673 ligiert, dessen Sequenz neben den
iiberstehenden Xbal-Enden aus zwei Schnittstellen des Restriktionsenzyms Bsu361 bestand.
Die beiden Erkennungssequenzen von Bsu36I unterscheiden sich in einer Base, so dass damit
eine Religation des Vektors verhindert bzw. eine Behandlung mit alkalischer Phosphatase
umgangen werden kann (Abb. 12B). Der aus der Ligation hervorgegangene Vektor wurde
pTST250.8 genannt.

Im Ubrigen erwies sich die Kanamycin-Resistenz von pTST59.1 als Selektionsmarker
problematisch, da Aminoglykosid-Antibiotika bei hohen Salz- oder Zuckerkonzentrationen,
wie sie in den fiir die Streptomyceten verwendeten Regenerationsplatten vorkommen, in ihrer
Wirkung abgeschwicht werden. Daher wurde iiber einen Zwischenklonierungsschritt das
Kanamycin-Resistenzgen mit Sphl gegen das Thiostrepton-Resistenzgen aus dem Vektor

pJOES51.1 ausgetauscht, wodurch der neue Cosmid-Vektor pTST257.7 entstand (Abb. 12A).
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Xbal 1194
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Xbal | | Hpal || Bsu36l |

CTAGACC| TTA GGGTTAACCC| TAA GGT
TGG AAT| CCCAATTGGG ATT| CCAGATC

|  Bsu36l | | Xbal

Abb. 12: Restriktionskarten der Genbankcosmide pTST59.1 und pTST257.7 (A) sowie des

komplementédren Oligonukleotids s3673 mit den unsymmetrischen Bsu36I-Schnittstellen (B).

4.2.2 Herstellung einer Genbank von S. flavopersicus NRRL2820

Fiir die Konstruktion einer Genbank von S. flavopersicus NRRL B-2820 wurde der Cosmid-
Vektor pTST59.1 verwendet. Durch einen Doppelverdau mit BamHI und Xbal wurde der
Vektor in zwei Arme mit je einer cos-Site getrennt, und chromosomale DNA, die mit Sau3A
partial verdaut wurde, konnte in die BamHI-Schnittstelle zwischen den Vektorarmen inseriert
werden. Die linecaren Molekiile wurden in A-Phagenpartikel verpackt, und mit den Lysaten
wurde E. coli RR1 infiziert. Der hochste erreichte Phagentiter betrug 7,4 x 10° pfu/ml. Von
den untersuchten Cosmide enthielten 73 % ein Insert. Mit folgender Gleichung lie} sich die

Reprisentanz der Genbank errechnen (Clarke & Carbon, 1976):
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N=In(1-P)/In (1-x/y)
N: Anzahl der benétigten Klone
P: Wahrscheinlichkeit, dass jedes DNA-Fragment des Genoms reprasentiert wird
x: durchschnittliche Insertgrofie (35 kb)

y: GroBe des Gesamtgenoms

Fiir die Lange des Genoms von S. flavopersicus wurden, wie fiur S. coelicolor A3(2) und
S. avermitilis bekannt, etwa 8.000 kb angenommen. Damit jeder beliebige Abschnitt der DNA
mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 % (P = 0,99) vorhanden war, lag die erforderte GroB3e
der Genbank bei 1.050 Klonen. Beriicksichtigte man zusétzlich die Klone, die Cosmide ohne
Inserts beinhalteten, waren mindestens 1.440 Transduktanten fiir eine reprisentative Genbank

notig. Diese Anzahl wurde mit dem Phagenlysat etwa 5-mal erhalten.

4.2.3 Untersuchung und Screening der Genbank von S. flavopersicus

Die erhaltenen Kolonien der Genbank von S. flavopersicus wurden einer Kolonie-
Hybridisierung unterzogen (s. 3.6.8.2). Eine etwa 24 kb-lange Sequenz des Spectinomycin-
Biosynthese-Genclusters war zu Beginn der Arbeit bereits bekannt und lag als Insert des
Genbankplasmids Sfcos10 vor, das mit dem Vektor Supercos-1 konstruiert worden war. Die
DNA-Sequenzierung und das Ergebnis eines Southern Blots zeigten, dass sich das Insert in
Sfcos10 aus zwei getrennten chromosomalen Bereichen von S. flavopersicus zusammensetzte,
und das Spc-Gencluster unvollstindig war. Daher wurde ein ~ 0,8 kb-Fragment von einem
Ende des Spc-Clusters als Sonde zum Screening der Genbank mit [0*?P]dCTP markiert.
Koloniefilter mit ungefdhr 1.700 Klonen der S. flavopersicus-Genbank wurden angefertigt
und mit der Sonde hybridisiert. Das Screening fiihrte zu 23 vermeintlich positiven Kolonien.
Im Southern Blot konnte das Hybridisierungssignal nur bei einem Cosmid reproduziert
werden. Die anderen Signale kamen eventuell dadurch zustande, dass bei diesen Kolonien
mehr Zellmaterial auf den Filtern haften blieb. Das erhaltene Cosmid wurde als pTST63

bezeichnet.

4.2.4 Grobkartierung und Sequenzierung des Genbankplasmids pTST63

Das aus dem Screening der Genbank hervorgegangene Cosmid pTST63 und das Cosmid

Sfcos10, das bereits einen Grofiteil des Spectinomycin-Genclusters enthielt, wurden mit
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verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten (Abb. 13). Das Bandenmuster war z.T.

identisch, wies aber bei pTST63 auch Banden auf, die bei Sfcos10 nicht vorhanden waren.

Apal .l BstEIl Pael BamHI Smal

Abb. 13: Agarosegel der mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen geschnittenen Genbankplasmide
pTST63 und Sfcos10. Spuren: (1) A-DNA, HindIlI-verdaut; (2, 4, 6, 8, 10) pTST63; (3, 5, 7, 9,
11) Sfcosl10.

Uber Southern Blot-Analyse wurde ein ~ 6,5 kb groBes Smal-Fragment von pTST63
identifiziert, das mit der Sonde, die auch zum Screening der Genbank eingesetzt wurde,
hybridisierte. Dieses Fragment wurde in pIC19H subkloniert, woraus pTST69 hervorging,
und von beiden Enden ansequenziert. Dabei konnten etwa 1,2 kb von einem Ende des Inserts
in der bereits bekannten Sequenz ab Base 24.215 des Spc-Clusters wiedergefunden werden.
Das Insert aus pTST69 wurde in das Plasmid pJOE2114, einen positiven Selektionsvektor mit
zwei ,res-Sites” als palindromische Sequenzen, umkloniert (s. 7.1), wodurch das Plasmid
pTST72 entstand. Die ,,Inverted Repeats” in pJOE2114 verhinderten, dass der Vektor ohne
Insert-DNA in E. coli replizieren konnte. AuBlerdem stellten die ,,res-Sites” ein wichtiges
Werkzeug fiir die nachfolgende Transposon-Mutagenese mit dem Transposon Tn549/ dar
(Fischer et al., 1996), mit der die Gesamtsequenz des Inserts ermittelt wurde.

E. coli IM108 F’lac[::Tn5491] wurde mit pTST72 transformiert und eine Transposon-
Mutagenese durchgefiihrt (s. 3.6.4). Aus den erhaltenen Transkonjuganten wurden die
Plasmide isoliert und mit Scal und EcoRI kartiert. So konnte der Integrationsort und die
Orientierung des Transposons ermittelt werden. Ungeféhr 40 verschieden deletierte Plasmide

wurden anschliefend sequenziert.

82



Ergebnisse

Die Sequenzdaten wurden mit dem GCG-Programm der University of Wisconsin analysiert
und zusammengesetzt. Bereiche, die mit Hilfe der Transposon-Mutanten nicht erfasst wurden,
wurden mittels spezifischer Primer sequenziert. Um Fehler zu korrigieren, wurde die Sequenz
beider Stringe des DNA-Fragments bestimmt. Die Sequenzierung des Inserts von pTST72
lieferte eine neue Sequenz von etwa 5,3 kb am Ende der bereits bekannten Biosynthesegene.
Damit ergab sich zusammen mit den Sequenzdaten von Sfcosl0 eine Gesamtsequenz von

29.601 bp.

4.3 Analyse der Gesamtsequenz des Spectinomycin-Biosynthese-Genclusters

Mit Hilfe eines Codon-Usage-Programms fiir Streptomycetengene (Sedlmeier &
Altenbuchner, 1992) wurden offene Leserahmen in allen 6 Leserastern in der Sequenz des
Spc-Genclusters analysiert und ihnen iiber Homologie-Vergleiche in den Datenbanken
mogliche Funktionen zugeordnet. Die DNA-Sequenz und die daraus abgeleiteten
Aminosduresequenzen wurden in der Datenbank unter der Accession-Nummer U70376
hinterlegt. Der GC-Gehalt des sequenzierten Bereichs betrug 68,6 % und entspricht dem
typischen, hohen GC-Gehalt von Streptomyceten-DNA.

Aufgrund von Homologien zum Streptomycin-Biosynthese-Gencluster und unter Bertick-
sichtigung des moglichen Biosynthesewegs von Spectinomycin konnten folgende mogliche
Gene dem Spectinomycin-Cluster zugeteilt werden (Abb. 14). Dazu zdhlten Gene fiir einen
Transkriptionsregulator, eine Spectinomycin-Phosphotransferase, d.h. ein Spectinomycin-
Resistenzgen, ein Transportprotein, eine myo-Inositol-Monophosphatase, zwei Dehydro-
genasen, zwei Aminotransferasen/Dehydratasen, eine Epimerase, eine Keto-Isomerase, eine
4,6-Dehydratase, eine Glykosyltransferase, eine Methyltransferase, eine Thymidylyl-
transferase, ein Zuckerbindeprotein und ein Protein, das zu Molybdén-Cofaktor-Biosynthese-
proteinen Ahnlichkeit zeigt. Auf die einzelnen Proteine wird in Kapitel 4.4 niher
eingegangen.

Eindeutige Ribosomen-Bindestellen konnten nicht vor allen Genen ausgemacht werden. Fiir

das Gen spcB zum Beispiel kommen daher mehrere mogliche Start-Codons in Betracht.
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Abb. 14: Physikalische Karte des Spectinomycin-Biosynthese-Genclusters von S. flavopersicus
NRRL B-2820. Die abgeleiteten Proteine sind in Tabelle 7 wiedergegeben.

Zwei palindromische Sequenzen, die die Basen 7.356 bis 7.396 und 7.435 bis 7.467
umfassen, wurden zwischen den Genen spcR und spcN gefunden. Sie konnten als
Transkriptionsterminatoren, einer fiir jedes Gen, dienen. Am Ende der beiden in
entgegengesetzte Richtungen transkribierten Gene spcG und spcH befindet sich ebenfalls eine
mogliche Terminatorstruktur aus je 16 bp langen, invers orientierten Sequenzwiederholungen
mit einem Loop von 8 bp dazwischen (Position 19.409 bp - 19.449 bp). Ein zweiter kiirzerer
Terminator konnte zwischen den Genen spc/ und spcK liegen.

Des Weiteren ist eine ausgepriagte direkte Sequenzwiederholung von 19 bp bei Position
19.361 bp - 19.405 bp vorhanden. Dabei befindet sich der erste Repeat innerhalb von spcG
und schlieBt mit dem TGA-Stopp-Codon ab, wihrend der zweite Repeat nach einem
Zwischenraum von 6 Basen folgt. Die beiden Gene spcH und spcl bzw. spcJ und spcK
werden jeweils in verschiedene Richtungen transkribiert. In der intercistronischen Region
spcH - spcl liegt eine kurze gleich orientierte Sequenzwiederholung von je 9 bp
(GGAAACAGG), wobei die letzte Base des ersten Repeats mit der ersten Base des zweiten
Repeats iiberlappt. Zwischen spcJ - spcK umfasst ein kurzer ,,Direct Repeat” je 7 Basen
(GTGCAAA).

Als mogliche Promotorregionen kommen die Regionen vor den Genen spcR, spcA - spcB,
spcH - spcl und spcJ - spcK in Betracht. Sie sind relativ AT-reich, weisen aber untereinander
iiber lingere Bereiche keine Ahnlichkeit auf.

In Streptomyceten wird die Differenzierung und Produktion von Sekundirmetaboliten
stringent reguliert und ist z.T. abhéngig von zusitzlichen Genprodukten. Dazu zéhlt eine
Leucin-spezifische tRNA, die von bldA codiert wird und das seltene Codon UUA erkennt. Je
ein solches TTA-Codon befindet sich am 5’-Ende der Gene spcR, spcH und spcK.
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Vor dem Spc-Cluster finden sich das Insertionselement [S/374, ein neues IS4-Typ-Element,
das von 34 bp-langen ,,Inverted Repeats” flankiert wird, und ein mdglicher ORF (SfORF1),
dessen Genprodukt Homologie zu Acetyltransferasen aufweist. Dariiber hinaus liegen hier
Gene fiir eine Streptomycin-6-Phosphat-Phosphatase, eine Streptomycin-6-Phosphotrans-
ferase und der Anfang einer Amidinotransferase, die alle eine sehr hohe Identitit zu den
entsprechenden Enzymen aus S. glaucescens und S. griseus aufweisen, sowie ein weiteres
unvollstindiges IS-Element. Diese Enzyme sind nicht an der Spectinomycin-Biosynthese
beteiligt. Zwischen den Positionen 4.627 bp und 4.655 bp nach dem Phosphotransferasegen
befindet sich ein Palindrom, das 9 Basen umfasst und in S. griseus als Bindestelle des
Transkriptionsaktivators StrR identifiziert wurde (Abb. 15) (Retzlaff & Distler, 1995). Das
fragmentarische Gen fiir die Amidinotransferase und das unvollstindige Insertionselement
weisen darauf hin, dass in diesem Genbereich Rearrangements durch Insertion von IS-

Elementen und Deletionen stattgefunden haben miissen.

4> 4—
GI TCGACTGCCGATCACACGCAGI CGAAC S. griseus
GITCGACTGAGAAGATTCTCCAGT CGAAC S. flavopersicus

Abb. 15: Palindromische StrR-Bindestelle aus S. griseus und S. flavopersicus. Die invers orientierten

Sequenzwiederholungen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Nach dem Gen fiir die Thymidylyltransferase konnte ein offener Leserahmen identifiziert
werden, dessen abgeleitetes Genprodukt Ahnlichkeit zur Transposase TniA von Tn2] besitzt.
In Tabelle 6 sind die Gene aufgelistet, die in der unmittelbaren Nachbarschaft des
Spectinomycin-Clusters sequenziert wurden, inklusive der abgeleiteten Proteine und die

Ergebnisse der Homologie-Suche.
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Tab. 6: Homologie und Eigenschaften der in der unmittelbaren Nachbarschaft des Spc-Genclusters von S. flavopersicus codierten Proteine.

Gen Lange Protein-Familie homologes Protein mogliche Funktion Bemerkungen
(AS) [Organismus]
Accession-Nummer

insAl 390 |- Transposase 1S1357 Transposase Transposasegen ist Bestandteil von IS7374
[Methylobacterium sp.]
EMBI|CAA65721

SfORF1 198 | Acetyltransferase- | mogliche Acetyltransferase -

(GNAT) Familie [Mesorhizobium loti]

REF|NP 105070

strK 256 |alkalische Streptomycin-6-Phosphat-Phosphatase | Streptomycin- Protein ist durch DNA-Rearrangements an den N-

Phosphatase-Familie | [S. glaucescens] Phosphat-Phosphatase und C-terminalen Regionen des Gens

EMBIJCAA07382 wahrscheinlich inaktiv

aph 315 |- Streptomycin-6-Phosphotransferase Streptomycin-Resistenz | ,,low level” Streptomycin-Resistenz
|S. glaucescens]
SP|P18622

strB* 100 |- Amidinotransferase unvollstindige Gen ist am C-Terminus deletiert, tiberlappt mit
[S. glaucescens] Amidinotransferase insA*
PIR|S44229

insA* 9 |- Insertionselement IS/72 unvollstindige Gen ist am C-Terminus deletiert, {iberlappt mit
28.4 kDa-Protein Transposase strB*
[S. albus)
SP|P23393

SfORF2 | 694 |Ive, Integrase- mogliche Transposase Transposase

*: Gene sind unvollstindig; -: unbekannt.

,,Core”’-Doméne

[S. coelicolor]
EMBJ|CAC03660
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4.4 Datenbank-Recherche mit den Gensequenzen des Spc-Clusters

Um die Funktion der von den identifizierten ORFs abgeleiteten Proteine ndher zu bestimmen,
wurden Homologie-Suchen mit dem Blast-Programm des National Center for Biotechnology
Information (NBCI) durchgefiihrt. Direkte Homologie-Vergleiche zwischen zwei Amino-
sduresequenzen wurden mit Hilfe des Align-Programms von Lipman und Pearson (Lipman &
Pearson, 1985) durchgefiihrt. Zusitzlich wurde in den Datenbanken CDD, Pfam, Prosite und
InterPro nach konservierten Bereichen gesucht, die eine Klassifikation in Protein-Familien
ermoglichen sollte. Tabelle 7 gibt alle moglichen zum Spc-Cluster gehorenden Gene, die

dazugehorigen Proteine, ihre Homologie und die Zugehorigkeit zu Protein-Familien wieder.

SpcA

SpcA weist auf Aminosdure-Ebene méssige Identitit zu myo-Inositol-Monophosphatasen aus
verschiedenen Organismen auf. Die Protein-Datenbanken ordnen SpcA der Inositol-
Monophosphatase-Familie zu. Mitglieder dieser Familie weisen zwei konservierte Bereiche
auf, die an der Bindung eines Metallions, meist Mg®", und der Phosphatgruppe des Substrats
beteiligt sind. Diese Sequenzen mit den fiir die Bindung des Metallions notwendigen
Aspartat- und Leucin-Resten wurden auch in SpcA zwischen den Aminoséduren 89 - 101 bzw.

219 - 233 gefunden.

SpcB und SpcH

Beide Proteine zeigen Homologie zu myo-Inositol-Dehydrogenasen. Bei SpcB ist diese mit
33 % Identitdt zur myo-Inositol-Dehydrogenase von Bacillus halodurans jedoch hoher als bei
SpcH (23 % Identitdt zur myo-Inositol-Dehydrogenase von Methanosarcina mazei), das die
hochste Ahnlichkeit zu NADH-abhingigen Dehydrogenasen bzw. zu Glucose/Fructose-
Oxidoreduktasen aufweist.

Fir den Beginn des Gens spcB kommen zwei mogliche Start-Codons in Betracht. Ein
Sequenzvergleich mit den Enzymen von S. spectabilis, die zu 73 % identisch sind, zeigte,
dass die Ahnlichkeit erst ab dem spiteren Start-Codon bei Base 10.863 der Gesamtsequenz

einsetzt.
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Tab. 7: Homologien und Eigenschaften der im Spc-Gencluster von S. flavopersicus codierten Proteine.

Gen Linge Protein-Familie homologes Protein identische mogliche Funktion
(AS) [Organismus] Aminoséduren
Accession-Nummer [%]
spcA 266 | Inositol-Monophosphatase- myo-Inositol-1 (oder 4)-Monophosphatase 38 (myo-Inositol)-
Familie [E. coli] Monophosphatase
PIR|D65030
spcB 376/ | GFO-IDH-MocA, NADH-abhingige Dehydrogenase 29 (myo-Inositol)-Dehydrogenase
392 | Oxidoreduktase-Familie [Mesorhizobium loti]
DBJ|BAB49569
spcC 441 | Aminotransferase Klasse-1I1 | Pyridoxalphosphat-abhéngige Aminotransferase 32 Aminotransferase/Dehydratase
(Pyridoxalphosphat)-Familie | [Pyrococcus abyssi]
PIR|G75108
spcD 262 |- D-Tagatose-3-Epimerase 22 Epimerase
[Pseudomonas cichorii)
SP|050580
spcE 435 | DegT/Dnr)/EryC1/StrS- L-Glutamine:scyllo-Inosose-Aminotransferase 45 Aminotransferase/Dehydratase
Familie, [S. griseus]
Aminotransferase-Familie EMBJ|CAA70012
pleiotropes regulatorisches Protein DegT 31
[Pyrococcus furiosus]
NP 578496
spcF 270 | Glykosyltransferase UDP-Hexose-Transferase 23 Glykosyltransferase
[Bradyrhizobium japonicum]
GB|AAC04822
spcG 271 | DNA-Methylase Pvull DNA-Methyltransferase 25 Methyltransferase
[Proteus vulgaris|
GBJ|AAA96336
spcH 346 | GFO-IDH-MocA, mogliche Dehydrogenase und verwandte Proteine 28 Dehydrogenase

Oxidoreduktase-Familie

[Thermoanaerobacter tengcongensis|
GB|AAM25130




Fortsetzung Tab.7

Gen Linge Protein-Familie homologes Protein identische mdgliche Funktion
(AS) [Organismus] Aminoséduren
Accession-Nummer [%]
spcl 312 | NAD-abhéngige zur NAD-abhéngigen Epimerase/Dehydratase-Familie 29 (4-Keto-6-Desoxyglucose)-
Epimerase/Dehydratase- gehorendes Protein Isomerase
Familie [Mycobacterium tuberculosis)
GBJ|AAK48097
spct 328 | NAD-abhingige dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase SgcA 67 (dTDP-Glucose-4,6)-Dehydratase
Epimerase/Dehydratase- [S. globisporus]
Familie GBJAAF13998
spcK 303 | Nukleotidyltransferase dTDP-Glucose-Synthase 70 Thymidylyltransferase
[S. rishiriensis]
GBJAAG29804
spcN 330 | Aminoglykosid- strN Protein 30 Resistenz (Spectinomycin-
Phosphotransferase [S. glaucescens) Phosphotransferase)
PIR|S44234
SpcR 330 |- Regulatorprotein 36 Regulator
[S. glaucescens]
PIR|S44506
spcT 433 | Monocarboxylat-Transporter, | Transmembran-Effluxprotein 29 Transportprotein
Zucker (und andere) [S. coelicolor A3(2)]
Transporter EMBJ|CAB62691
spcX 397 | bakterielles extrazelluldres Zucker-ABC-Transporter (Zucker-Bindeprotein) 24 Zucker-Bindeprotein
Bindeprotein [B. halodurans]
DBJIBAB07399
spcY 302 | MoaA/NifB/PqqE-Familie Molybdén-Cofaktor-Biosyntheseprotein (MoaA) 21 -
[Methanococcus jannaschii]
GB|AAB98823

-: unbekannt.




Ergebnisse

Beide Enzyme konnten in die GFO/IDH/MocA- oder Oxidoreduktase-Familie eingeordnet
werden. Diese nutzt NADP" oder NAD" als Cofaktor. Im N-terminalen Bereich von SpcB
konnte mit der Aminosiuresequenz GVIGCG (AS 26 - 31) ein Bereich gefunden werden, der
in etwa der Konsensus-Sequenz GXGXXG entspricht, die auch als ,,of3”- oder ,,Rossman-
Fold” bezeichnet und als NAD'-Bindemotiv angesehen wird. In SpcH konnten keine
konservierten Regionen ausgemacht werden, und der Rossman-Fold ist nur unvollstindig

zwischen den Aminosduren 7 bis 12 (GFGTIA) vorhanden.

SpcC und SpcE

SpcC zeigt Ahnlichkeit zu Pyridoxalphosphat (PLP)-abhiingigen Aminotransferasen und
konnte auch der Aminotransferase-Familie der Klasse III zugeordnet werden. Das
charakteristische Motiv dieser Familie, in dem an den konservierten Lysin-Rest die kovalente
Bindung von Pyridoxalphosphat stattfindet, kommt auch im zentralen Bereich (AS 244 - 283)
von SpcC vor.

SpcE besitzt mit 45 % relativ hohe Identitét zur L-Glutamin:scyllo-Inosose-Aminotransferase
StsC von S. griseus (Abb. 16). Es konnten aber auch etwas niedrigere Identititen zu
Aminotransferasen verschiedener anderer Streptomyceten, zu regulatorischen Proteinen, zu
Pyridoxalphosphat-bindenden Proteinen der DegT/DnrJ/EryC1/StrS-Familie und zu Glucose-
Dehydratasen gefunden werden. Die Suche in den Protein-Datenbanken ergab eine
Zuordnung von SpcE zur DegT/Dnr]/EryC1/StrS-Aminotransferase-Familie. Mitglieder
dieser Familie sind wahrscheinlich alles Pyridoxalphosphat-abhéngige Aminotransferasen mit
einer Vielzahl an molekularen Funktionen. Auflerdem zeigen sie einige Charakteristika von
Sensor-Proteinen der ,,two-component” Signal-Transduktionssysteme, obwohl sie keine
Sequenzdhnlichkeit zu diesen Protein-Kinasen aufweisen. Konsensus-Motive zur Bindung
von Pyridoxalphosphat oder das typische Helix-Turn-Helix-Motiv von DNA-bindenden

Proteinen, das die Mitglieder haben, konnten beide in SpcE nicht gefunden werden.

SpcD
Fiir SpcD wurde die hochste Homologie zu einer Tagatose-Epimerase von Pseudomonas
cichorii gefunden, aber auch zu Epimerasen aus anderen Organismen besteht

Ubereinstimmung. Die Zuordnung zu einer Protein-Familie ergab kein Resultat.
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SpcESEL : MTPBIRS PVHHG'W“ 48, EST)ET LIk
SteCsgr : —-——--MD IS PRLSNREYPIIYST G0 K58
SpcESEL : VPY TTNH LigAer e
SteCSgr : ISTETRS ( G

[EEEE:

140

SpcESEl
St=CSgr
220
SpcESElL EleT ATINC R Lo RWGA LHQL T YE| S Y 0
steCsgr SEGGEARITY EHL REEIYGVGEMIY ET RLMMESRIAC LEgNs v T N DeyRE

* 300 320 340
SpcESEL : SELIESTHEE GLIMERIPGVSTVE ! D TIACF DI FFETL
SteCsgr : NPRET DHETDRMSELGMTAQATENRG - L PDE LT FAVTOT
360 400 420

SpcESEL : D YGIJLESPRTPP SEAV KL . FHTCE. LEQ TPEDV.
St=C3gr . H DINP S SRRFFATDARYLIZR ESVVSESIEE PLDAT DD

*

SpcESEl : VENIDRLEEGPEGAAR
StsCSgr  : LDYVREVSR-—————-

Abb. 16: Sequenzvergleich der potentiellen Aminotransferase/Dehydratase SpcE aus S. flavopersicus

(SpcESfl) und der L-Glutamin:scyllo-Inosose-Aminotransferase StsC aus S. griseus (StsCSgr).

SpcF

SpcF zeigt Homologie zu Glykosyltransferasen aus einer Vielzahl von Organismen, worunter
sich allerdings bis auf S. coelicolor keine Streptomyceten befinden. Glykosyltransferasen
konnen in verschiedene Familien eingeteilt werden, wobei SpcF in die Glykosyltransferase-
Familie 2 fdllt. Dagegen fallen alle anderen Glykosyltransferasen, die bisher aus Antibiotika-
produzierenden Actinomyceten isoliert wurden, unter die Glykosyltransferase-Familie 1
(Méndez & Salas, 2001). An konservierten Motiven ist nur das DXD-Motiv zwischen der
104. und 106. Aminosdure im zentralen Teil des Enzyms vorhanden. Die beiden Aspartat-
Reste binden vermutlich ein Magnesium-Kation, das die Nukleotidzucker-Diphosphatgruppe

im aktiven Zentrum des Enzyms verankert (He & Liu, 2002).
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SpcG

Aufgrund seiner Sequenzidentitidt wird fiir SpcG eine mogliche Methyltransferase-Aktivitat
angenommen. Interessanterweise ist die Ahnlichkeit nur zu DNA-Methyltransferasen
vorhanden, nicht aber zu Methyltransferasen aus anderen Antibiotika-Biosynthese-Clustern.
SpcG teilt mit Mitgliedern der N-6 Adenin-spezifischen und N-4 Cytosin-spezifischen DNA
Methylase-Familien die Konsensus-Sequenz [LIVMF]TSPP[FY] im N-Terminus (AS 40 -
46), die eventuell an der Substrat-Bindung oder der katalytischen Aktivitdt der Enzyme
beteiligt zu sein scheint. Andere konservierte Bereiche, unter anderem eine SAM-Bindestelle

(Kagan & Clarke, 1994), konnten nicht gefunden werden.

Spcl

Nach einer Suche mit dem Blast-Programm konnten mehrere verschiedene zu Spcl homologe
Proteine identifiziert werden. Diese umfassen dTDP-Glucose-4,6-Dehydratasen, NAD-
abhéngige Epimerase/Dehydratase-Proteine und dTDP-4-Keto-6-Desoxyhexose-4-Keto-
reduktasen. Eine Klassifizierung von Spcl fiihrte zur NAD-abhingigen Epimerase/
Dehydratase-Familie. Zwei konservierte Motive, die auch bei der ,short-chain”
Dehydrogenase/Reduktase-Superfamilie auftreten, konnten in der Sequenz von Spcl
ausgemacht werden. Dazu zdhlt einerseits im zentralen Bereich YXXXK (AS 139 - 143),
wovon sich der Tyrosin-Rest im aktiven Zentrum befindet und an der katalytischen Aktivitét
der Enzyme beteiligt ist. Dieses Motiv wird als charakteristisch sowohl fiir ,,short-chain”
Dehydrogenasen (He & Liu, 2002) als auch fiir Ketoreduktasen und Epimerasen (Trefzer et
al., 1999) beschrieben. Zusétzlich wurde im N-Terminus die Konsensus-Sequenz GXXGXXG
(AS 22 - 28) gefunden. Diese ist als NAD"-Bindestelle bekannt. Allerdings unterscheidet sie
sich leicht vom typischen Baf-Fold GXGXXG der meisten NAD -abhéingigen Enzyme.

Spcl

Mit 67 % ist die Identitdt von Spc)] zu ANDP-Glucose-4,6-Dehydratasen aus verschiedenen
Streptomyceten sehr hoch. Spc] konnte sowohl in die Familie der NAD-abhingigen
Epimerasen/Dehydratasen als auch in die ,,short-chain” Dehydrogenase/Reduktase-Super-
familie eingeordnet werden. Desgleichen finden sich beide oben erwihnten konservierten
Motive wieder, die zwischen den Aminosduren 8 bis 13 (Rossman-Fold) bzw. 151 bis 160
liegen. Spcl besitzt im Gegensatz zu Spcl den charakteristischen Baf- oder Rossman-Fold

GXGXXG zur Bindung von NAD". Die Unterfamilie von NAD-abhingigen Epimerasen/

92



Ergebnisse

Dehydratasen, die zur ,short-chain” Dehydrogenase/Reduktase-Superfamilie gerechnet

werden, nutzen NAD" als katalytische prosthetische Gruppe und nicht als Cosubstrat.

SpcK

SpcK zeigt mit bis zu 74 % Identitdt sehr hohe Homologie zu dTDP-Glucose-Synthasen oder
Glucose-Phosphat-Thymidylyltransferasen von Streptomyceten und anderen Organismen und
konnte daher der Familie der Nukleotidyltransferasen zugeordnet werden. Im N-Terminus von
SpcK findet sich ein konserviertes Motiv (AS 7 - 19), das als allosterische oder Substrat-
Bindestelle in vielen Thymidylyltransferasen vorhanden ist, wiahrend der Lysin-Rest im
zentral gelegenen EKP-Motiv bei den Aminoséduren 158 bis 160 moglicherweise ebenfalls zur

Substrat-Bindung beitragt (Trefzer et al., 1999).

SpcN

Das Spectinomycin-Resistenzenzym SpcN zeigt Identitdt zur Phosphotransferase StrN aus
S. glaucescens, die allerdings an der Streptomycin-Biosynthese und nicht an der
Streptomycin-Resistenz beteiligt ist. SpcN gehort zur Familie der Aminoglykosid-
Phosphotransferasen und weist zwischen den Aminosduren 223 bis 243 ein mdgliches II/111-

Motiv dieser Enzyme auf.

SpcR

Fir SpcR wurde relativ hohe Homologie zu Transkriptionsregulator-Proteinen aus den
Streptomycin-Biosynthese-Clustern von S. glaucescens und S. griseus gefunden. Das Enzym
weist mit den Aminosduren 181 bis 201 ein Helix-Turn-Helix-Motiv auf, das fiir DNA-

bindende Proteine charakteristisch ist.

SpcT

Bei SpcT konnte es sich aufgrund der Datenbank-Suche um ein Transmembran-Export-
Protein handeln, das in die breite Familie der Zucker-Transporter eingeordnet werden kann.
Wihrend Mitglieder dieser Familie 12 Transmembran-Doménen aufweisen, konnten in SpcT
mit dem Programm TMHMM (CBS, Denmark) nur 10 solcher Bereiche identifiziert werden.
AulBlerdem besitzt SpcT keine hydrophilen Regionen und kein Walker-Motiv, wie sie fiir
ABC-Transporter typisch sind.
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SpcX

Fiir SpcX konnte eine Klassifizierung in die Familie 1 der bakteriellen extrazelluldren Zucker-
Bindeproteine vorgenommen werden. Diese Proteine tragen meist im Komplex mit
Transmembranproteinen und Membran-assoziierten ATP-Bindeproteinen zum aktiven
Transport von Substanzen durch die Zytoplasmamembran bei. Dabei fungieren sie
wahrscheinlich als Rezeptoren, die die Translokation eines Substrats initiieren oder
vorantreiben, indem sie an externe Stellen der integralen Membranproteine binden. In gram-
positiven Bakterien sind die Bindeproteine iiber einen N-terminalen Lipid-Anker in die
Membran eingebunden. Ein solcher Anker ebenso wie ein konservierter Bereich im zentralen
Teil des Proteins konnte in SpcX nicht ausgemacht werden. Extrazelluldre Proteine besitzen

ferner eine Signalpeptid-Sequenz, die in SpcX nicht vorhanden ist.

SpcY

Fir SpcY, das Identitit mit Molybdén-Cofaktor-Biosyntheseproteinen und mit Fe-S
Oxidoreduktasen aufweist, wurde eine Zugehorigkeit zur MoaA/NifB/PqqE-Familie fest-
gestellt. Dazu zdhlen Enzyme, die an der Synthese von Metallo-Cofaktoren beteiligt sind. Die
Konsensus-Sequenz CXXXCXXC (AS 24 - 31) in ithrem N-Terminus findet sich auch in der
Aminosduresequenz von SpcY wieder. Die drei Cysteine sind wahrscheinlich an der Bindung
eines Eisen-Schwefel-Clusters beteiligt. Aulerdem wird SpcY als Mitglied der radikalischen
SAM-Superfamilie gefiihrt, da es drei lingere Domédnen aufweist, die fiir diese Familie
typisch und eventuell an der Bindung von SAM beteiligt sind. Radikalische SAM-Proteine
katalysieren eine Vielzahl verschiedener Reaktionen, z. B. ungewdhnliche Methylierungen,
Isomerisierungen oder Ringbildungen, und fungieren in DNA-Vorldufer-, Vitamin-, Cofaktor-

oder Antibiotika-Biosynthesen und Biodegradationsabbauwegen (Sofia et al., 2001).

4.5 Nachweis der Produktion von Spectinomycin

4.5.1 Optimierung der Kulturbedingungen

Um die optimalen Bedingungen fiir die Spectinomycin-Produktion durch S. flavopersicus
NRRL B-2820 festzustellen, wurden bei der Anzucht des Stamms die Medien und z.T. die
Inkubationstemperatur variiert. Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wurde 1 ml der

Kultur abzentrifugiert und der Uberstand im Agarplatten-Diffusionsassay auf Hemmbhof-
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Bildung getestet. Als Teststimme dienten hauptsdchlich der Spectinomycin-sensitive Stamm
S. lividans TK64 und der Spectinomycin-resistente S. /ividans TK23. In einigen Féllen wurde
auch E. coli IM109 und die Hefe Saccharomyces cerevisiae eingesetzt.

Auffallend war, dass durch den Kulturiiberstand von S. flavopersicus NRRL B-2820 immer
auch der Spectinomycin-resistente Stamm S. /ividans TK23 gehemmt wurde. Zum Vergleich
wurde der von ATCC unter dem Namen Sm. baldaccii ATCC19756 angebotene Stamm dem
gleichen Test unterzogen, wobei auch wieder Hemmhofe bei beiden Teststimmen erhalten
wurden. Dies legte nahe, dass S. flavopersicus noch eine zweite antibiotisch wirkende
Substanz produzieren musste, obwohl in den Datenbanken nichts dergleichen verzeichnet
war. Dieses Produkt wirkt nicht nur antibakteriell, sondern hemmt auch das Wachstum des
Eukaryoten S. cerevisiae. Das Peptid-Antibiotikum Netropsin, das von S. netropsis
DSM40259 gebildet wird, wirkt zytotoxisch und ist auch gegen Hefe und andere Pilze aktiv.
Aufgrund der Ahnlichkeit von S. flavopersicus NRRL B-2820 mit S. netropsis DSM40259
und der Ergebnisse der Hemmhof-Tests wurde vermutet, dass es sich bei dem zweiten
Antibiotikum um Netropsin handeln konnte.

Die Kulturiiberstinde des Netropsin-Produzenten S. netropsis DSM40259 und von
S. flavopersicus aus verschiedenen Medien produzierten in einem Agarplatten-Diffusions-
assay vergleichbare Hemmhofe bei den Teststimmen S. [lividans TK64, E. coli und
S. cerevisiae. Der Teststamm S. lividans TK23 wurde dagegen im Vergleich zu TK64 durch
den Netropsin-Produzenten stirker gehemmt.

Tabelle 8 gibt die GroBe der Hemmhdofe wieder, die mit den Uberstinden von S. flavopersicus
in verschiedenen Produktionsmedien gemessen wurden. Relativ hohe Glucose-
Konzentrationen in den Kulturmedien fithrten zu einer stirkeren Inhibition der Teststimme,
wihrend andere C-Quellen, z.B. myo-Inositol, ein Biosynthese-Vorldufer der Actinamin-
Untereinheit, gegeniiber Glucose keine Verbesserung zeigte. Soja-Mannitol-Medium wird
sehr hdufig zur Produktion von Antibiotika eingesetzt. Die Wirkstoff-Synthese durch
S. flavopersicus in diesem Medium war allerdings gering. Ein Austausch von Mannitol gegen
Glucose und eine Erhohung der Konzentration fithrte zu groBeren Hemmhofen, die sich

jedoch bei den beiden Teststimmen TK64 und TK23 nicht unterschieden.
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Tab. 8: Ergebnisse der Diffusionsassays mit Uberstinden von S. flavopersicus nach 3 Tagen

Wachstum in verschiedenen Fliissigmedien.

Hemmhofe [cm] bei den
Medium Zucker/Hexitol Teststimmen S. lividans
TK64 TK23
Spectinomycin (50 pg) 0,75 0
Soja-Mannitol 2 % Mannitol 0,37 0,23
Soja-Glucose 20 % Glucose 0,80 0,80
Spectinomycin- 2,5 % Glucose 0,50 0,55
Produktionsmedium
myo-Inositol-Medium 0,05 % Glucose; 0,5% myo-Inositol 0,53 0,60
M3 4 % Dextrin 0,60 0,50
M79 1 % Glucose 0,70 0,70
Fermentationsmedium 20,4 % Glucose 0,75 0,65

Spectinomycin wird von Abbott Laboratories noch heute produziert, allerdings mit
Hochleistungsstimmen von S. flavopersicus, die iiber klassische Mutagenese und Screening
isoliert worden waren. Zur Fermentation wird zunichst eine Vorkultur des Stamms in Seed-
Medium angezogen, die in Fermentationsmedium mit einer sehr hohen Glucose-
Konzentration iiberimpft wird. Die Zusammensetzung der Medien und einige Medien-
Bestandteile wurden freundlicherweise von der Firma Abbott Laboratories zur Verfligung
gestellt, so dass das Protokoll im kleinen MaBstab iibernommen werden konnte. Eine
Vorkultur der Streptomyceten in Seed-Medium wurde nach 2 Tagen im Verhiltnis 1 : 20 in
Fermentationsmedium in Schiittelkolben mit Schikanen {iberimpft und bei 30°C inkubiert. Zu
verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen.

Nach etwa 4 Tagen Inkubation in Fermentationsmedium erreichte die Antibiotika-Produktion
bei S. flavopersicus NRRL B-2820 ihren Hohepunkt. AuBerdem war unter diesen
Bedingungen erstmals ein deutlicher Unterschied in der Hemmhof-Gréfe zwischen TK64 und
TK23 ersichtlich, wobei die Differenz mit der Lénge der Inkubationsdauer der Kultur
zunahm. Dies konnte auf die relativ hohe Instabilitit von Netropsin zurlickzufiihren sein.
Auch bei Sm. baldaccii ATCC19756 setzte nach etwa 4 Tagen eine hohe Hemmstoff-
Produktion ein. Die Uberstinde dieses Stamms fiihrten allerdings bei S. lividans TK23 zu
einer nur etwa halb so groen Hemmhofzone als die Kultur von S. flavopersicus. Mit
Uberstinden von S. netropsis DSM40259, dessen Hemmzonen nur durch Netropsin

verursacht werden diirften, wurden in etwa gleich gro3e Hofe bei TK64 erreicht wie mit den

96



Ergebnisse

Kulturbriihen der beiden anderen getesteten Stimmen. Wie schon die Diffusionsassays mit
S. netropsis DSM40259 zeigten, der in verschiedenen anderen Medien angezogen wurde,
wird der Teststamm TK23 stérker inhibiert als TK64. Die Ergebnisse der Bio-Assays sind in

Tabelle 9 zusammengefasst.

Tab. 9: Ergebnisse der Diffusionsassays mit Uberstinden von S. flavopersicus NRRL B-2820,
Sm. baldaccii ATCC19756 und S. netropsis DSM40259 bei Anzucht in Fermentations-

medium.
Uberstand von S. flavopersicus Sm. baldaccii S. netropsis
NRRL B-2820 ATCC19756 DSM40259
Inkubations- Hemmhofe [em] bei Hemmhéfe [cm] bei Hemmhéfe [cm] bei
dauer S. lividans S. lividans S. lividans
[Tage] TK64 TK23 TK64 TK23 TK64 TK23
1 0,48 0,40 0,35 0,30 0,60%* 0,60%*
2 0,70* 0,75%* 0,58 0,47 0,65* 0,70%*
3 0,68 0,63 0,52 0,30 0,74 0,87
4 0,72 0,55 0,62 0,25 0,77 0,94
5 0,85 0,58 0,65 0,30 0,85 1,08
6 0,80 0,45 0,58 0,20 0,78 1,05
7 0,84 0,58 0,72 0,21 0,95 1,05
8 0,80%* 0,55%* 1,10%* 0,10%* - -
9 0,80%* 0,55% 0,85%* 0,10%* - -
10 0,88 0,47 0,92 0,17 0,90 1,13
11 0,80%* 0,35% 0,63 0,40 - -
12 - - 0,75% 0,40%* - -

Die Hemmhof-Gréfe wurde als Durchschnitt mehrerer Messungen bestimmt.

* nur ein Wert wurde ermittelt; - nicht bestimmt.

4.5.2 Aufreinigung von Spectinomycin

Spectinomycin wird von den Produzentenstimmen aus den Zellen ins Medium ausgeschleust.
Die Isolierung von Spectinomycin aus dem Kulturiiberstand von S. flavopersicus und anderen
Streptomyceten erfolgte, indem bestehende Methoden (s. 3.7.1) modifiziert wurden. Da
S. flavopersicus in Fermentationsmedium am meisten Spectinomycin produzierte und

vergleichsweise wenig der anderen antibiotisch wirkenden Substanz (s. 4.5.1), wurde die
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Kultur in diesem Medium angeimpft. Das folgende FlieBschema gibt die einzelnen Schritte

der Aufreinigung wieder (Abb. 17).

Vorkultur in Seed-Medium fiir 2 Tage

v

Anzucht in 500 ml Fermentationsmedium fiir 6 bzw. 10 Tage

v

Abtrennen des Uberstands durch Zentrifugation und Filtration

v

Uberstand + Amberlite IRC-50 (Kationenaustauscher)

“ S~

Elution mit H,SO,, pH 1,8
Elution mit 2 M NaCl +
Neutralisation mit Dowex 2 x 8 (OH)

(Anionenaustauscher)

I g

[Ultrafiltration (Cut off: 10.000)]

v

[Nanofiltration (Cut off: 500)]

v

Lyophilisieren

v

Entfarben mit Aktivkohle

Abb. 17: Flielschema zur Aufkonzentrierung von Spectinomycin aus Kulturiiberstdinden. Die in

Klammern angegebenen Schritte sind optional.

Da sich die hohe NaCl-Konzentration der ersten FElutionsmethode fiir eine weitere
Charakterisierung von Spectinomycin mittels DC und HPLC als stdrend erwies, wurde
hauptsédchlich die Elution mit HSO4 und die Neutralisation mit Dowex verwendet. In den
ersten Elutionsfraktionen befand sich noch ein geringer Anteil Netropsin, das ebenfalls an
Amberlite gebunden werden kann. Dies zeigte sich im Bio-Assay, in dem mit den Fraktionen
ein kleiner Hemmbhof beim Spectinomycin-resistenten S. /ividans TK23 auftrat. Wurden alle
Elutionsfraktionen gepoolt und lyophilisiert, war die Verdiinnung des Netropsin so grof3, dass
kein Hemmhof mehr ausgemacht werden konnte.
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Ultra- und Nano-Filtration zum Abtrennen von Proteinen und zum Aufkonzentrieren der
Proben wurden getestet. Da in den Eluaten aber in einem Bradford-Assay keine Proteine mehr
nachgewiesen werden konnten, wurde auf die Filtrationen meist verzichtet. Eine
Kristallisation des gereinigten Spectinomycins mit Aceton, Methanol und 95 % Ethanol

konnte nicht erreicht werden.

4.5.3 Diinnschichtchromatographischer Nachweis von Spectinomycin

Um die Produktion und Aufreinigung von Spectinomycin verfolgen zu konnen und die
Aktivitdt einiger Gene des Clusters zu bestimmen, war es ndtig, Spectinomycin und das
Biosynthese-Intermediat Dihydrospectinomycin, die unmittelbare Vorstufe von Spectino-
mycin, einfach und schnell nachzuweisen.

Im Agarplatten-Diffusionsassay konnte eine antibiotische Wirkung des Kulturiiberstandes von
S.  flavopersicus festgestellt werden. Ein Hemmhof zeigte sich jedoch auch beim
Spectinomycin-resistenten Teststamm S. /ividans TK23, was auf die Produktion eines zweiten
Antibiotikums durch S. flavopersicus hindeutete. Die beiden Antibiotika konnten in diesem
Assay nicht unterschieden werden, d.h. eine Produktion von Spectinomycin konnte auf
diesem Weg nicht eindeutig bewiesen werden.

Der Nachweis von Spectinomycin gelang mittels Diinnschichtchromatographie, indem
bekannte Methoden (British Pharmacopoeia, 1998; Sherma, 1991) optimiert und an die
jeweiligen Versuchsbedingungen angepasst wurden (s. 3.7.3). Weniger als 40 pug
Spectinomycin konnte auf diese Weise nachgewiesen werden.

Mit Eisessig : Pyridin : Isopropanol : H,O als Laufmittel laufen Spectinomycin und
Dihydrospectinomycin, das freundlicherweise von Abbott zur Verfligung gestellt wurde, in
der Diinnschichtchromatographie auf gleicher Hohe mit einem ReWert von etwa 0,44 - 0,55
(Abb. 18A).

Verwendete man 10 % KH,PO, als Laufmittel, erschienen mit Spectinomycin zwei Flecken
unterschiedlicher Intensitdt. Der R-Wert des schwicheren Flecks liegt bei etwa 0,43 - 0,47
und der des stirkeren bei ~ 0,49 - 0,63. Der R~Wert von Dihydrospectinomycin betrigt
~0,4 - 0,54 (Abb. 18B). Daraus ist ersichtlich, dass die kommerziell vertriebene Spectino-
mycin-Préparation auch geringe Mengen an Dihydrospectinomycin, durch den unteren Fleck
reprisentiert, enthlt.

Im aufgereinigten Uberstand von S. flavopersicus gelang somit nach DC der Nachweis von

Spectinomycin (Abb. 18C).
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Abb. 18: Diinnschichtchromatogramm von Spectinomycin (2) und Dihydrospectinomycin (3) bzw.
nach Aufreinigung von Spectinomycin (mit H,SO4 und Dowex) aus dem Kulturiiberstand von
S. flavopersicus (1). Je 80 pg Spectinomycin und Dihydrospectinomycin wurden aufgetragen.
Als Laufmittel wurde Eisessig : Pyridin : Isopropanol : HO (A, C) und 10 % KH,PO4 (B)
eingesetzt. Zur Verdeutlichung wurden die Spots in (B) markiert. Spc = Spectinomycin;

DSpc = Dihydrospectinomycin.
4.5.4 HPLC-Analyse von Spectinomycin

Neben dem Nachweis von Spectinomycin und Dihydrospectinomycin iiber DC wurden die
Substanzen auch mittels ,,reversed-phase ion-pair” Chromatographie gekoppelt mit einer
gepulsten elektrochemischen Detektion identifiziert (Debremacker et al., 2002), wie sie néher
unter Material und Methoden beschrieben wurde (s. 3.7.4). Die Retentionszeit von
Spectinomycin unter den gewéhlten Bedingungen sollte bei etwa 33 min liegen, fiir
Dihydrospectinomycin bei ~ 51 min fiir die (R)-Form und bei ~ 62 min fiir die (S)-Form.
Weniger als 50 pg reines Spectinomycin konnten noch identifiziert werden. Das
Elutionsdiagramm von kommerziell erhéltlichem Spectinomycin zeigte neben dem
Spectinomycin-Peak bei 33 min drei zusétzliche, kleinere Peaks, von denen zwei den Verun-
reinigungen Spectinomycin-Anomer (~ 19 min) und (S)-Dihydrospectinomycin (~ 62 min)
zugeordnet werden konnten. Die Herkunft des dritten Peaks bei ungefidhr 44 min ist unklar
(Abb. 19A).

Mit aufgereinigtem Uberstand von S. flavopersicus war im HPLC-Diagramm ein groBer Peak

zu sehen, der in etwa die gleiche Retentionszeit wie Spectinomycin besall. Aullerdem zeigten
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sich Peaks bei etwa 9 min (Actinamin) und 18 min (Spectinomycin-Anomer). Wahrscheinlich
aufgrund von noch vorhandenen Verunreinigungen wurden die Substanzen im Vergleich zur
reinen Spectinomycin-Losung etwas frither eluiert. Die Peaks konnten dennoch zugeordnet
werden (Abb. 19B). Wie auch bei S. spectabilis (Hoecksema & Knight, 1975) konnten im
Kulturiiberstand von S. flavopersicus auch geringe Mengen an Dihydrospectinomycin
nachgewiesen werden. Die Basallinie fiel jedoch nach dem Spectinomycin-Peak immer so
stark ab, dass der Dihydrospectinomycin-Peak nicht im gleichen Elutionsdiagramm sichtbar

gemacht werden konnte.

A 400

300 —

200

T

IRAAREAAARS MARAS LARAR AARS AAARD AASAH LALAS AAAMS RASAS LAAASRAASY RAAS RAMAS LARSS BAASI RAMAY AaRRY!
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Retention Time (min)

Abb. 19: HPLC-Elutionsdiagramme von Spectinomycin (5 pg) (A) und aufgereinigtem Uberstand von
S. flavopersicus (B). Aufgrund des Abfalls der Basallinie ist der Dihydrospectinomycin-Peak

bei B nicht zu sehen.

4.5.5 Integration des Genbankplasmids pTST63 in das Genom von S. lividans TK64

Das Insert des Cosmids pTST63 wurde von beiden Seiten ansequenziert, um sicher zu gehen,

dass es das komplette bisher bekannte Spc-Biosynthese-Cluster tragt. Es begann ab Base
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1.013 innerhalb des Insertionselements /57374 und endete nach dem Transposasegen in einer
Region, die nicht mehr sequenziert wurde.

S. lividans TK64 wurde mit dem Cosmid transformiert. Aus zwei der erhaltenen
Transformanten, die iiber Spectinomycin und Kanamycin selektioniert worden waren, wurde
die genomische DNA durch einen CsCl-Gradienten isoliert und sie sowie pTST63 mit den
Restriktionsenzymen BamHI, Bgl/ll, Mlul und Sphl verdaut. Die Fragmente wurden im
Agarosegel aufgetrennt und das Gel geblottet. Als Sonde fiir die Hybridisierung diente das
komplette DIG-markierte Plasmid pTST63. Integriert das Plasmid tiber die ,,att-Sites” des
Phagen @C31 ins Chromosom, sollte beim Hybridisierungs-Muster der chromosomalen DNA
im Vergleich zum Muster des Plasmids eine Bande, die dem Vektoranteil des Cosmids
entspricht, wegfallen und dafiir zwei neue Banden zu sehen sein. Dies war besonders deutlich
beim Verdau mit Bg/Il zu erkennen. Die 15 kb-Bande, die bei pTST63 vorhanden war, fiel
beim Fragmentmuster der chromosomalen DNA weg, wihrend zwei Banden mit ~ 2,6 kb und
20 kb zusiétzliche Signale lieferten (Abb. 20). Eine Integration des Cosmids pTST63 ins

Genom von §. lividans TK64 war somit nachgewiesen.

kb 12 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 kb
2723 -
94- w = Se — -
66- "= '.!' .3 -96
43- 7 e
- ‘- -3,0
2,3 - S - -22
m— - -
- - - -"' -1,3
-
- : -0,8
BamHI Bglll Miul Sphl

Abb. 20: Southern Blot-Analyse der Integration des Genbankplasmids pTST63 ins Chromosom von
S. lividans TK64. Chromosomale DNA zweier TK64/pTST63-Klone und pTST63 wurde mit
verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut. Als Sonde diente das DIG-markierte
Genbankplasmid pTST63. Spuren: (1) A-DNA, HindIll-verdaut; (2, 5, 8, 11) chrom. DNA aus
TK64/pTST63 Klon 1; (3, 6, 9, 12) chrom. DNA aus TK64/pTST63 Klon 2; (4, 7, 10, 13)
pTST63; (14) A-DNA, Bgl/l-verdaut.
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4.5.6 Expression des Spc-Genclusters in S. lividans TK64 und Test auf Spectinomycin-
Produktion

Transformanten von S. /ividans TK64 mit pTST63 erwiesen sich sowohl gegen Kanamycin
(Resistenz des Cosmid-Vektors) als auch gegen Spectinomycin resistent. Dies deutete darauf
hin, dass das auf dem Genbankplasmid vorhandene spcN-Gen fiir die Spectinomycin-
Phosphotransferase exprimiert wurde.

Um die Antibiotika-Produktion zu testen, wurden mehrere Transformanten von S. lividans
TK64/pTST63 als Fliissigkulturen in Soja-Mannitol- und Fermentationsmedium angezogen
und der Uberstand in Agarplatten-Diffusionsassays eingesetzt. Es konnten jedoch keine
Hemmbhofe bei den Teststimmen TK23 und TK64 nachgewiesen werden. Zusitzlich wurden
andere Varianten des Bio-Assays getestet. Zum einen wurden aus einem auf einer Agarplatte
gut angewachsenem TK64/pTST63-Bakterienrasen Blockchen ausgestanzt und diese auf
Platten mit den Teststimmen aufgelegt. Ferner wurden solche Kulturen direkt auf Platten mit
den Teststimmen replikaplattiert. Zum anderen wurde TK64/pTST63 mit Sporen-
suspensionen von S. /ividans TK64 und TK23 {iiberschichtet. In keinem Fall zeigten sich
Hemmzonen. Die Nachweisgrenze von Spectinomycin wurde getestet und lag bei TK64 unter
10 pg. Entweder produzierte S. lividans TK64/pTST63 kein Spectinomycin oder die gebildete

Menge lag unterhalb dieser Grenze.

4.6 Heterologe Expression einiger spc-Gene

4.6.1 Untersuchung der Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN aus S. spectabilis
NRRL2494

4.6.1.1 Expression des Spectinomycin-Phosphotransferasegens spc/N

Die Sequenz der Spectinomycin-Biosynthese-Gencluster von S. spectabilis NRRL2494 und
S. spectabilis NRRL2792 liegt teilweise bzw. vollstindig vor und weist eine groBe Homologie
zur Sequenz von S. flavopersicus auf (s. 5.1). Die am Beginn jedes Clusters codierte
Phosphotransferase wurde als Spectinomycin-Resistenzenzym identifiziert. Da schon einige
biochemische Untersuchungen zur Aktivitdit der Spectinomycin-Phosphotransferase aus

S. flavopersicus gemacht wurden (Lyutzkanova et al., 1997), wurde das entsprechende Gen
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aus S. spectabilis NRRL2494 kloniert. Die Aktivitit des Genprodukts konnte so mit SpcN aus
S. flavopersicus verglichen werden.

Zur Expression der Phosphotransferase in E. coli wurde der Vektor pJOE3075.3 (s.7.1)
gewdhlt, der sowohl einen T7- als auch einen Rhamnose-Promotor besitzt. Das Gen stand
somit unter Kontrolle beider Promotoren und konnte bei Verwendung des E. coli-Stamms
BL21(DE3) durch Zugabe von entweder IPTG oder Rhamnose induziert werden. In mehreren
Versuchen zeigte sich, dass eine Induktion iiber den positiv regulierten Rhamnose-Promotor
bessere Ergebnisse lieferte, vor allem wenn die Expression im Stamm E. coli IM109
durchgefiihrt wurde. Der Rhamnose-Promotor besitzt zwar eine geringere Promotorstérke als
der T7-Promotor, weist aber auch eine sehr viel geringere Basalaktivitdt auf und reduzierte so
die Bildung von Inclusion Bodies.

Das Gen spcN wurde mit den Primern s2854 und s2855 amplifiziert. Die Primer hatten
endstindig die fiir die Klonierung passenden Restriktionsschnittstellen Ndel und Bg/Il. Als
Template diente pJOE3005, ein Plasmid, das Teile des Spc-Clusters von S. spectabilis trug.
Bei der Klonierung tiber die Schnittstellen Ndel und Bg/Il in pJOE3075.3 wurde das Gen am
3’-Ende mit den sechs im Vektor vorhandenen Histidin-Codons fusioniert. Das entstandene
Plasmid wurde pTST95.1 genannt. Um auszuschlieen, dass die C-terminale Fusion beim
daraus resultierenden Genprodukt die Aktivitit beeinflusst, wurde das Plasmid pTST119.1
konstruiert, in dem spcN nicht fusioniert mit dem urspriinglichen Stopp-Codon vorlag. Als
Primer wurden s2854 und s3077 mit einer endstidndigen PstI-Schnittstelle eingesetzt.

Die Expression erfolgte in E. coli JM109 bei 28°C oder 30°C durch Zugabe von 0,2 %
L-Rhamnose. Mittels SDS-PAGE wurde die Expression von spcN lberpriift (Abb. 21). Nach
6 - 7 Stunden Induktion der Zellen war eine zusétzliche Proteinbande mit dem Molekular-
gewicht von ~ 36 kDa bei SpcN ohne His-Tag bzw. ~ 37 kDa beim Protein mit His-Tag zu
sehen. Das errechnete Molekulargewicht von SpcN lag bei 36,1 kDa. Beide Varianten der

Phosphotransferase wurden zum gréBten Teil als 16sliches Protein gebildet.
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Abb. 21: SDS-PAGE-Analyse der Expression des Spectinomycin-Phosphotransferasegens spcN aus
S. spectabilis. E. coli JM109 16sliche (R) und unldsliche Rohextraktfraktionen (P) wurden
nach 6 h Induktion mit (+) oder ohne (-) Rhamnose bei 30°C erhalten und auf ein 12 % iges
Gel aufgetragen. Spuren: (1) LMW-Marker; (2, 3, 8, 9) JM109/pTST95.1; (4, 5, 10, 11)
JIM109/pTST119.1; (6, 7, 12, 13) IM109/pJOE3075.3. Die Pfeile zeigen auf induzierte
Proteinbanden. Die stark induzierte Bande in der loslichen Fraktion von JM109/pJOE3075.3
entspricht dem MalE-Protein.

4.6.1.2 Aufreinigung der Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN

Die in JMI109/pTST95.1 exprimierte Phosphotransferase konnte durch die sechs am
C-Terminus fusionierten Histidinreste einfach und schnell aufgereinigt werden. Nach der
Induktion wurden im Durchschnitt 5 x 10" Zellen geerntet, mit einer French Press
aufgeschlossen und durch Zentrifugation in Pellet und Uberstand getrennt. Der 15sliche
Rohextrakt wurde einer Affinititschromatographie an einer Ni**-Nitriltriessigsiure (NTA)-
Sdule (Hochuli et al., 1987) unterworfen. SpcN lag in den mit 200 mM Imidazol eluierten
Fraktionen in einer Konzentration von etwa 0,8 pug/ul fast vollstdndig rein vor (Abb. 22) und
konnte nach Dialyse fiir biochemische Untersuchungen eingesetzt werden. Insgesamt wurde

aus den 5 x 10" Zellen ~ 1,1 mg Protein gereinigt.
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Abb. 22: SDS-PAGE-Analyse der Reinigung von SpcN aus S. spectabilis. Einzelne Schritte der
Aufreinigung aus einer Kultur von JM109/pTST95.1 wurden auf ein 12 % iges SDS-Gel
aufgetragen. Spuren: (1) LMW-Marker; (2) unlosliche Fraktion des Rohextraktes; (3) 16sliche
Fraktion des Rohextrakt; (4) Durchfluss; (5) Waschfraktion; (6 - 16) Elutionsfraktionen.

4.6.1.3 Substratspezifitit der Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN

Im Bio-Assay wurde die Spectinomycin-Resistenz von JM109/pTST95.1 mit verschiedenen
Spectinomycin-Konzentrationen gepriift. Aullerdem sollte getestet werden, ob Dihydro-
spectinomycin auch von SpcN phosphoryliert werden kann. Dihydrospectinomycin wird als
unmittelbare Vorstufe von Spectinomycin in der Biosynthese angesehen (Hoeksema &
Knight, 1975). Es ist ebenfalls antibiotisch aktiv, allerdings um 30 - 40 % geringer als
Spectinomycin.

Fiir den Resistenztest wurde der Stamm mit Plasmid und als Kontrolle ohne Plasmid in LB
mit Ampicillin und 0,2 % Rhamnose angezogen und als Zellrasen auf LBy-Platten plattiert. In
Locher, die in diese Platten eingestanzt wurden, wurden Spectinomycin und Dihydro-
spectinomycin in verschiedenen Konzentrationen gegeben. Die entstandenen Hemmhofe
wurden nach einem und zwei Tagen Inkubation bei 30°C gemessen. Bei einer Spectinomycin-
Konzentration von 50 pg erwies sich IM109/pTST95.1 als resistent, wiahrend bei 100 pg noch
ein leichter Hemmhof zu sehen war. Dihydrospectinomycin musste wie an der Kontrolle

JM109 sichtbar ist, in hoheren Konzentrationen eingesetzt werden, um die gleiche Wirkung
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wie mit Spectinomycin zu erzielen. JM109/pTST95.1 war auch gegeniiber Dihydro-

spectinomycin resistent (Tab. 10).

Tab. 10: Ergebnisse der Diffusionsassays mit Spectinomycin und Dihydrospectinomycin. Die Stimme

wurden iiber Nacht in LB mit Rhamnose angezogen und die Hemmhdofe nach einem Tag

gemessen.
Substrat Konzentration Hemmhofe [em] bei E. coli
IM109/pTST95.1 JM109

Spectinomycin 10 pg 0 0,20
25 pg 0 0,35
50 pg 0 0,45
100 pg 0,20 0,75

Dihydrospectinomycin 10 pg 0 0
25 ug 0 0,25
50 pg 0 0,40

75 ng 0 -

-: nicht bestimmt.

Die Spezifitit von SpcN gegeniiber verschiedenen Aminoglykosid-Antibiotika wurde in

einem dhnlichen Bio-Assay wie oben beschrieben getestet. Zur optimalen Induktion wurde

jedoch eine Ubernachtkultur von JM109/pTST95.1 in LB mit Ampicillin 1:2 verdiinnt, mit

0,2 % Rhamnose 5 h bei 30°C induziert und als Zellrasen auf LB-Platten mit Rhamnose

ausgestrichen. In eingestanzte Locher wurden die Antibiotika Streptomycin, Apramycin,

Gentamicin, Hygromycin, Kanamycin und Neomycin in unterschiedlichen Konzentrationen

gefiillt und die entstandenen Hemmhofe nach einem Tag Inkubation bei 30°C gemessen. Aus

den Werten war abzulesen (Tab. 11), dass die Phosphotransferase spezifisch Spectinomycin

phosphoryliert und damit inaktiviert, wihrend die anderen getesteten Antibiotika nicht als

Substrate dienten.
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Tab. 11: Ergebnisse des Diffusionsassays mit verschiedenen Aminoglykosid-Antibiotika. Die

Stdmme wurden 5 Stunden in LB mit Rhamnose induziert und die Hemmhofe nach einem Tag

gemessen.
Substrat Konzentration Hemmhofe [cm] bei E. coli
IM109/pTST95.1 JM109/pJOE3075.3
Spectinomycin 50 pg 0 0,75
100 pg 0,20 0,95
Streptomycin 50 ug 1,20 1,00
100 pg 1,20 1,40
Apramycin 25 ug 0,90 0,85
50 pg 1,00 1,00
Gentamicin 25 ug 1,00 1,00
50 pg 1,00 1,00
Hygromycin 25 ug 0,70 0,85
50 pg 0,85 0,90
Kanamycin 25 ug 1,00 1,00
50 pg 1,10 1,10
Neomycin 25 ug 0,60 0,60
50 pg 0,75 0,70

4.6.1.4 Aktivitatsmessungen der Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN

Fir S. flavopersicus NRRL B-2820 war bekannt, dass die von ihm codierte
Phosphotransferase durch Ubertragung einer Phosphat-Gruppe von ATP auf Spectinomycin
dieses inaktiviert. Der gleiche Mechanismus wurde auch fiir die Phosphotransferase von
S. spectabilis angenommen und in Reaktionen mit [y’’P]JATP getestet. Die Expression von
spcN in JM109/pTST95.1 wurde induziert (s. 4.6.1.1) und das Enzym aufgereinigt (s. 4.6.1.2).
Die Tests wurden wie unter Material und Methoden (s. 3.5.7) beschrieben durchgefiihrt. Als
Substrate in den Phosphorylierungsansitzen dienten Spectinomycin und Dihydro-
spectinomycin in verschiedenen Konzentrationen von 0,001 mM - 20 mM. Ferner wurde die
Konzentration an kaltem ATP von 0,1 mM bis 10 mM variiert, um den Einfluss der Substrat-
bzw. ATP-Konzentration auf das Enzym zu iiberpriifen. Die durchschnittlich verwendete
Proteinmenge des gereinigten SpeN lag bei 25 pg/ml. Von [y?P]JATP wurden 0,6 pCi
eingesetzt. Nach einer Fillung des Proteins mit Aceton wurden Substrate und Produkte {iber

DC aufgetrennt und auf einem Rontgenfilm oder einem Phosphoscreen sichtbar gemacht.
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Sowohl mit Spectinomycin als auch mit Dihydrospectinomycin im Reaktionsansatz erhielt
man gegeniiber einer Kontrolle ohne Substrat oder ohne Enzym zusitzlich zu den
radioaktiven Spots von [y°P]JATP auf dem Diinnschichtchromatogramm weitere Signale.
Diese Flecken wurden auch mit dem Enzym ohne His-Tag erhalten. Sie wurden jedoch von
weiteren Flecken tiberlagert, da hier nicht gereinigter Rohextrakt von JM109/pTST119.1
eingesetzt werden musste. Ein Einfluss der Substrat-Konzentration auf die Reaktion war nicht
zu erkennen.

Mit 10 % KH,PO, als Laufmittel traten mit Spectinomycin als Substrat drei radioaktive
Flecken auf dem Diinnschichtchromatogramm auf (Abb. 23A). Der R~Wert des stérksten
Peaks lag bei 0,36 - 0,45 und entsprach wahrscheinlich Spectinomycin-Phosphat. Beim
unteren, kleineren Punkt mit einem R~Wert von 0,27 - 0,38 handelte es sich um Dihydro-
spectinomycin-Phosphat. Dieser Spot stimmte mit dem iiberein, der nach der DC erhalten
wurde, wenn reines Dihydrospectinomycin im Reaktionsansatz eingesetzt und durch SpcN
phosphoryliert wurde. Dies zeigte noch einmal, dass in der kommerziell erhiltlichen
Spectinomycin-Préparation auch Dihydrospectinomycin vorhanden war (s. 4.5.3). Der oberste
Fleck bei R¢= 0,48 - 0,55 war im Vergleich zu den anderen nur nach ldngerer Exposition des
Films schwach zu erkennen und konnte nicht eindeutig einem Produkt zugeordnet werden. Im
HPLC-Elutionsdiagramm waren neben Spectinomycin auch Peaks zu erkennen, die dem
Spectinomycin-Anomer entsprachen (s. 4.5.4). Eventuell ist dieses Anomer in der
phosphorylierten Form auch auf dem Diinnschichtchromatogramm sichtbar. Unter sauren
Bedingungen zerféllt Spectinomycin unter anderem in seine Untereinheit Actinamin, die von
der Spectinomycin-Phosphotransferase aus S. flavopersicus NRRL B-2820 ebenfalls
phosphoryliert werden kann (Lyutzkanova et al., 1997). Da der pH-Wert des Laufmittels der
DC bei 4,5 lag, konnte es zu einer sauren Hydrolyse von Spectinomycin gekommen sein, und
der oberste Spot wiirde Actinamin-Phosphat entsprechen. Mit 10 % KH,PO, als Laufmittel
befand sich nicht eingebautes [y’*P]ATP an der oberen Front der Kieselgelplatte und war fiir

die Auswertungen nicht hinderlich.
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ATP

<— Spc-P
< -
DSpe-P <— ATP/P,
<— Spc-P/DSpc-P
<— ATP/P;

Abb. 23: Autoradiogramm der DC von Spectinomycin und Dihydrospectinomycin nach
Phosphorylierung durch SpcN. Aufgetragen wurden Reaktionsansdtze ohne Substrat (1) und
mit 0,01 mM bzw. 0,1 mM Spectinomycin (2, 4) oder Dihydrospectinomycin (3, 5). Als
Laufmittel dienten 10 % KH,PO4 (A) und Eisessig : Pyridin : Isopropanol : H,O (B).
P; = Phosphat; Spc-P = Spectinomycin-Phosphat; DSpc-P = Dihydrospectinomycin-Phosphat.

Durch die Kopplung der Phosphat-Gruppe verdnderte sich der ReWert der Produkte
Spectinomycin-Phosphat und Dihydrospectinomycin-Phosphat jeweils um etwa 0,1 im
Vergleich zu den zugehdrigen nicht phosphorylierten Substraten, wenn 10 % KH,PO, als
Laufmittel verwendet wurde. Dies konnte in einem nicht radioaktiven Versuch gezeigt
werden, in dem die Phosphat-Gruppe von nicht markiertem ATP auf Spectinomycin und
Dihydrospectinomycin iibertragen wurde, und die phosphorylierten Produkte im DC mit
anschliefender Ninhydrin-Farbung neben Spectinomycin bzw. Dihydrospectinomycin
aufgetragen wurden (Abb. 24).

Mit Eisessig : Pyridin : Isopropanol : H,O als Laufmittel wiesen Spectinomycin-Phosphat und
Dihydrospectinomycin-Phosphat den gleichen R~Wert von ~ 0,15 - 0,21 auf, der sich vom
Wert der nicht-phosphorylierten Substrate um den Faktor 0,3 unterschied (Abb. 23B). Der
Nachteil diese Laufmittels war das Laufverhalten von [y*’PJATP und hydrolysiertem [**P;],
die mit den R-Werten von ~ 0 - 0,15 und ~ 0,25 - 0,35 die phosphorylierten Produkte

umgaben.
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<— Spc-P

< DSpc-P

Abb. 24: Diinnschichtchromatogramm von Spectinomycin (1, 2) und Dihydrospectinomycin (3, 4) vor
(1, 3) und nach (2, 4) Phosphorylierung durch SpcN. Als Laufmittel diente 10 % KH,POy,, die
Anfarbung erfolgte mit Ninhydrin. Spc(-P) = Spectinomycin(-Phosphat); DSpc(-P) = Dihydro-
spectinomycin(-Phosphat).

Die Stirke bzw. GroBe der erhaltenen Spots auf dem DC nahm proportional zu, wenn die
Spectinomycin/Dihydrospectinomycin-Konzentrationen schrittweise von 0,001 mM bis auf
0,5 mM angehoben wurden. Bei einer weiteren Erhdhung der Spectinomycin/Dihydro-
spectinomycin-Konzentration bis auf 20 mM nahm die Intensitit der Spots nicht mehr weiter
zu. Daraus lésst sich allerdings noch kein Schluss auf eine mogliche Substrat-Inhibition von
SpcN ziehen, da dies auch in der Nachweismethode (Schwérzung eines Rontgenfilms) liegen
konnte. Eine Variation der ATP-Konzentrationen (nicht markiertes ATP) zeigte ebenfalls
keinen Einfluss auf die Starke bzw. Grof3e der erhaltenen Flecke.

In einem weiteren Experiment wurden je 10 mM myo-Inositol und scyllo-Inosose als
Substrate eingesetzt. Auf dem DC war kein Signal der phosphorylierten Produkte zu
erkennen. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die phosphorylierten Produkte die
gleichen R-Werte wie nicht verbrauchtes ATP besalen, und so von diesen Signalen
iiberlagert wurden. Da jedoch zwei verschiedene Laufmittel getestet wurden, scheint es
wahrscheinlicher zu sein, dass myo-Inositol und scyllo-Inosose nicht von SpcN erkannt
wurden.

Als zusitzlicher Assay zur Bestimmung der Aktivitdt der Phosphotransferase wurde ein
gekoppeltes System verwendet, iiber das indirekt die Menge an gebildetem phosphoryliertem

Substrat gemessen werden kann (s. 3.5.7.1).
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Dabei wurde ein nicht-radioaktives Testsystem von Roche Applied Science leicht
abgewandelt und folgende Reaktionen in einem Ansatz gekoppelt:

Spc-Phosphotransf SpcN
Spectinomycin + ATP pe-Phosphotransferase (Spel) » Spectinomycin-Phosphat + ADP
ADP + PEP Pyruvat-Rinase (PK) o ATp + Pyruvat
Pyruvat + NADH + H L-Lactat-Dehydrogenase (LDH) » L-Lactat + NAD"

Die Menge an oxidiertem NADH konnte photometrisch bestimmt werden und entspricht
dabei stochiometrisch der Menge an phosphoryliertem Spectinomycin.

Ein Problem bei diesem Test war der unter den Testbedingungen zu beobachtende
anfiangliche Extinktionsabfall ohne Zugabe von Spectinomycin, der eine exakte Ermittlung
von Ky-Wert und maximaler Reaktionsgeschwindigkeit nicht moglich machte. Da im
Reaktionsansatz viele Substanzen vorhanden waren, konnte nicht geklart werden, ob es sich
um eine spontane Hydrolyse von ATP zu ADP, eine langsame Umwandlung von PEP zu
Pyruvat oder eine durch andere Faktoren verursachte Oxidation von NADH handelte.

Die Reaktionen wurden wie unter Material und Methoden beschrieben (s. 3.5.7.1) angesetzt.
Die eingesetzte Menge an gereinigtem SpcN lag bei etwa 40 ug/ml. Um den spontanen
Extinktionsabfall am Anfang der Messungen zu umgehen, wurden die Ansdtze vor Zugabe
des Substrats 15 min bei 25°C inkubiert. Zur Bestimmung des Ky-Werts wurden
Spectinomycin-Konzentrationen zwischen 0,001 mM bis 1,5 mM gewihlt. Sofort nach Start
der Reaktion wurde die Abnahme der Extinktion gemessen, bis eine Verringerung durch
Substrat-Limitierung eintrat. Die Messwerte wurden in Form einer Michaelis-Menten-Kinetik
und nach Lineweaver-Burk aufgetragen. Aus den Diagrammen konnte ein ungefihrer
Ky-Wert der Spectinomycin-Phosphotransferase von 20 uM abgelesen werden (Abb. 25A,
B).

Die Temperaturstabilitdt der Phosphotransferase wurde getestet, indem das Enzym, bevor es
zum Reaktionsansatz zugegeben wurde, 15 min bei 20°C - 75°C inkubiert wurde. Die
Spectinomycin-Konzentration betrug bei diesen Messungen 0,5 mM. Uber 40°C war ein
deutlicher Abfall der Aktivitit zu bemerken (Abb. 25C).

Ferner wurden auBler Spectinomycin die Aminoglykosid-Antibiotika Streptomycin,
Apramycin, Hygromycin, Kanamycin und Neomycin als Substrate mit den End-
konzentrationen von 1 mM und 10 mM eingesetzt. Die anderen Testparameter entsprachen

den oben angefiihrten Werten. Mit diesen Antibiotika konnte keine Reaktion festgestellt
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werden (Abb. 25D). Dies bestétigte die Ergebnisse des Resistenztests (s. 4.6.1.3), d.h. SpcN
phosphoryliert spezifisch Spectinomycin.

Um zu sehen, ob andere Aminoglykosid-Antibiotika eventuell die Phosphorylierung von
Spectinomycin kompetitiv inhibieren, indem sie das aktive Zentrum von SpcN blockieren,
selbst aber nicht phosphoryliert werden konnen, wurden 0,1 mM Apramycin, Neomycin und
Streptomycin parallel mit 0,1 mM Spectinomycin in den Assay eingesetzt. Die Aktivitét
dnderte sich gegeniiber Spectinomycin nicht. Die getesteten Antibiotika wirkten also nicht als

kompetitive Inhibitoren auf die Spectinomycin-Phosphotransferase.

A Michaelis-Menten-Diagramm der SpcN- B Lineweaver-Burk-Diagramm der SpcN-Aktivitat
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Abb. 25: Ky-Bestimmung, Temperaturstabilitdit und Substratspezifitdit der Spectinomycin-
Phosphotransferase SpcN aus S. spectabilis. (A) Auftragung nach Michaelis-Menten bzw. (B)
Lineweaver-Burk zur Ermittlung des Ky-Wertes; (C) Temperaturstabilitit von SpcN; (D)
SpcN-Aktivitdt mit anderen Aminoglykosid-Antibiotika (je 1 mM).
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4.6.2 Analyse der beiden im Spc-Gencluster codierten Dehydrogenasen SpcB und
SpcH

Betrachtet man den postulierten Biosyntheseweg von Spectinomycin (s. 5.2), sollten dabei
vier Reduktionschritte ablaufen, die von Dehydrogenasen katalysiert werden. In einem der
ersten Schritte zur Biosynthese der Actinamin-Untereinheit wird myo-Inositol unter
Verbrauch von NAD(P)" zu scyllo-Inosose umgewandelt. Im weiteren Ablauf der Actinamin-
Synthese ist erneut eine Dehydrogenasereaktion nétig. An der Synthese von 4,6-Didesoxy-
Ketozuckern, wie Actinospectose, sollte ebenfalls eine Reduktase beteiligt sein (He & Liu,
2002). Wird Dihydrospectinomycin als Intermediat und nicht als Nebenprodukt des
Synthesewegs gesehen, ist eine weitere Reduktion von Dihydrospectinomycin zu
Spectinomycin ndtig. Die denkbaren Reaktionen sind im Folgenden dargestellt:

1. myo-Inositol + NAD(P)" —» scyllo-Inosose + NAD(P)H

2. scyllo-Inososamin + NAD(P)" —  » 3-Keto-scyllo-Inososamin + NAD(P)H

3. dTDP-4-Keto-6-Desoxyglucose + NAD(P)" — 3-Keto-4,6-Didesoxyglucose + NAD(P)H
4. Dihydrospectinomycin + NAD(P)" —— Spectinomycin + NAD(P)H

Im sequenzierten Gencluster von S. flavopersicus wurden zwei Gene, spcB und spcH,
gefunden, die aufgrund von Sequenzhomologien Dehydrogenasen codieren sollten. Wegen
seiner Ahnlichkeit zur myo-Inositol-2-Dehydrogenase von Bacillus halodurans und seiner
Lage am Anfang des Clusters erschien es am wahrscheinlichsten, dass SpcB die Reaktion von
myo-Inositol zu scyllo-Inosose katalysiert. Eventuell sollte dieses Enzym auch fiir die zweite
Dehydrogenasereaktion bei der Synthese von Actinamin verantwortlich sein, wihrend SpcH
die Umwandlung von Dihydrospectinomycin zu Spectinomycin durchfiihren konnte.

Fiir den Translationsstart von SpcB kommen zwei mogliche Start-Codons in Frage. Das erste
ATG-Codon liegt bei Base 10.815 der Gesamtsequenz und wiirde zu einem Protein mit 392
Aminoséduren fithren. Die Synthese des kleineren Enzyms mit 376 Aminosduren wiirde am
GTG-Codon bei 10.863 bp beginnen. Vor keinem der beiden Start-Codons befindet sich eine
eindeutige Shine-Dalgarno-Sequenz. Sequenzvergleiche mit den beiden SpcB-Dehydro-
genasen von S. spectabilis NRRL2494 und S. spectabilis NRRL2792 zeigten, dass die
Ahnlichkeit der drei Proteine erst ab dem spiteren Start-Codon beginnt. Fiir Expressions-
studien und Aktivitdtsbestimmungen von SpcB wurden sowohl das liangere als auch das

kiirzere Gen kloniert.
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4.6.2.1 Klonierung und Expression der Dehydrogenasegene spcB und spcH in E. coli

Als Expressionsvektoren wurden pJOE3075.3 und pJOE3065.1 (s. 7.1) gewihlt, die iiber

einen Rhamnose- und einen T7-Promotor verfiigen (s. 4.6.1.1). In pJOE3065.1 konnte iiber

eine entsprechende Klonierungsstrategie das Gen am 5'-Ende mit den ersten 12 Aminosduren

des T7-genel( fusioniert werden, was zu einer verbesserten Translationsinitiation beitragen

konnte. Die konstruierten Plasmide mit den Dehydrogenasegenen spcB und spcH sind in

Tabelle 12 aufgelistet.

Tab. 12: Verschiedene Plasmid-Derivate mit den Dehydrogenasegenen spcB und spcH und ihre

Konstruktion.
Plasmid Vektor Primer (RE- Template bei der Gen Bemerkungen
Schnittstellen) | PCR-Amplifikation | (Start-Codon)
pTST78.2 |pJOE3065.1 |s2251 (BamHI) | Sfcos10 spcB N-terminale
$2252 (BamHI) (10.815bp) | Fusion mit T7-
genel0und C-
terminal mit His-
Tag
pTST287.2 | pJOE3065.1 |s2251 (BamHI) | chromosomale DNA | spcB N-terminale
$3456 (BamHI) | von S. flavopersicus |(10.815bp) | Fusion mit T7-
genel(
pTST285.1 | pJOE3075.3 |s3463 (Ndel) chromosomale DNA |spcB
$3456 (BamHI) | von S. flavopersicus |(10.863 bp)
pTST286.1 | pJOE3075.3 |s3463 (Ndel) chromosomale DNA | spcB C-terminale
$2252 (BamHI) | von S. flavopersicus |(10.863 bp) | Fusion mit His-
Tag
pTST270.1 | pJOE3075.3 | s2852 (Ndel) chromosomale DNA | spcH
s3457 (Bglll) | von S. flavopersicus |(20.494 bp)
pTST279.3 | pJOE3075.3 | s2852 (Ndel) chromosomale DNA | spcH C-terminale
$2853 (Bglll) | von S. flavopersicus |(20.494 bp) Fusion mit His-
Tag

Alle amplifizierten Gene wurden komplett sequenziert. Dabei stellte sich heraus, dass im

Plasmid pTST279.3 durch die PCR ein Basenaustausch verursacht wurde. Dieser Fehler in
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der Sequenz fiihrte gleichzeitig zu dem Aminosédure-Austausch Leucin gegen Phenylalanin im
C-terminalen Bereich von spcH.

E. coli JM109 wurde mit den sechs Plasmiden transformiert und die Expression unter
Kontrolle des Rhamnose-Promotors durch Zugabe von 0,2 % L-Rhamnose induziert. Die
Induktion wurde etwa 6 2 Stunden bei 28°C durchgefiihrt. Da von einigen Dehydrogenasen
bekannt war, dass sie nur in Anwesenheit von Zink aktiv sind, wurde dem Medium parallel
zur Induktion 0,8 mM ZnCl, zugefiigt. Nach Ultraschall-Aufschluss und SDS-PAGE war
ersichtlich, dass alle vier SpcB-Konstrukte von S. flavopersicus nur in geringer Menge als
16sliche Proteine exprimiert wurden (Abb. 26). Ein etwa gleich grofler Anteil der Proteine fiel
als unldsliche Inclusion Bodies aus. Das errechnete Molekulargewicht von SpcB lag bei
43,4 kDa, wenn das erste Start-Codon gewéhlt wurde bzw. bei 41,8 kDa mit dem zweiten
Start-Codon. Das Molekulargewicht der gebildeten Fusionsproteine mit His-Tag war um circa
0,6 kDa groBer, wihrend die Proteine, die mit dem T7genel(0 gekoppelt wurden ungefdhr
1,3 kDa groBer waren. Die erwartete Proteinbande von SpcB im 16slichen Rohextrakt
IM109/pTST285.1 wurde auf dem SDS-Gel wahrscheinlich durch eine E. coli-Proteinbande
iiberlagert und war nicht eindeutig zu sehen. Die Dehydrogenase SpcH wurde um einen
geringen Prozentsatz besser als l6sliches Protein exprimiert als SpcB. Auch hier war die
Bildung von Inclusion Bodies zu erkennen. Das errechnete Molekulargewicht von SpcH lag
bei 38 kDa. Der Aminosdure-Austausch in pTST279.3 schien keine Auswirkungen auf die

Expression des Proteins zu haben.
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Abb. 26: SDS-PAGE-Analyse der Expression der Dehydrogenasegene spcB und spcH aus
S. flavopersicus. Losliche (A) und unlosliche Fraktionen (B) der aufgeschlossenen E. coli-
Rohextrakte wurden nach 6 h Induktion in LB mit Ampicillin und ZnCl, bei 28°C erhalten
und auf ein 12 % iges Gel aufgetragen. Spuren: (1) LMW-Marker; (2, 7) IM109/pTST285.1;
(3) IM109/pTST270.1; (4) IM109/pTST279.3; (5) IM109/pTST287.2; (6) IM109/pTST78.2;
(8) JM109/pTST286.1. + = induziert; - = nicht induziert. Die Pfeile zeigen auf induzierte

Banden.

4.6.2.2 Klonierung und Expression des Dehydrogenasegens spcB in Streptomyces

Die Expression von spcB in Streptomyces wurde mittels zweier verschiedener Vektoren
durchgefiihrt. Mit den Primern s2906 (Munl-Schnittstelle) und s2907 (EcoRI-Schnittstelle)
wurde das Gen 28 Basen vor dem ersten moglichen Start-Codon und 16 Basen nach dem
Stopp-Codon aus der chromosomalen DNA von S. flavopersicus amplifiziert und iiber die
eingebrachten Restriktionsschnittstellen in die EcoRI-Schnittstelle von pWHM4 inseriert.
Eine moglicherweise vor dem Gen liegende Shine-Dalgarno-Sequenz sollte auf diese Weise
mit in den Vektor inseriert werden. Es entstand das Plasmid pTST99.1 (Abb. 27A). Beim
Vektor pWHM4 handelt es sich um einen E. coli/Streptomyces-Shuttlevektor, bei dem das
Gen unter Kontrolle des konstitutiven ermE*-Promotors steht.

Des Weiteren wurde der Shuttlevektor pTST103.1 konstruiert, indem eine Deletionsmutante
(Pvull) von pIC20R und Streptomyceten-spezifische Sequenzen von plJ702 mit Ndel

fusioniert wurden. Zwischen die Sphl- und Sacl-Schnittstellen des Plasmids wurde auBBerdem
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iiber die Oligonukleotide s3021 und s3022, deren Sequenz in Abbildung 27B zu sehen ist,
eine Polylinker-Sequenz und sechs Histidin-Codons eingebracht. Nach Amplifikation von
spcB mit dem Template Sfcos10 und den Primern s3023 (Sphl) und s2252 (BamHI) wurde
das Gen (Position 10.818 bp bis 11.990 bp in der Gesamtsequenz) iiber die Restriktions-
schnittstellen als 808 bp-Sphl- und 373 bp-Sphl/BamHI-Fragment in den neuen Expressions-
vektor kloniert und dabei mit der His-Tag-Sequenz fusioniert. Das daraus entstandene
Plasmid wurde pTST113.29 genannt (Abb. 27A). Durch die Wahl von Sphl zur Klonierung
stand das Gen unter Kontrolle des Promotors des mel-Operons und zwischen dem ersten
moglichen ATG-Start-Codon von spcB und dem zweiten Codon wurde ein Prolin-Codon

zusitzlich eingefiigt.

Sph16962
Sacl 6895

pTST99.1
9129 bps

Bgl11 6648 pTST113.29

BamHI 6589 8857 bps
Sacl 6562

Ndel 2268

ri pWHM4*

Ndel 4632

B
| EcoRI | | HindIII | | BamHI | | Sacl
CGAATTCTAGAAGCTTGTTAACGGATCCCATCATCATCATCATCATTAAGAGCT 53021
GTACGCTTAAGATCTTCGAACAATTGCCTAGGGTAGTAGTAGTAGTAGTAATTC $3022
Sphl | | Xbal | | Hpal | | 6 His |Stopp

Abb. 27: Restriktionskarten der Plasmide pTST99.1 und pTST113.29 zur Expression von spcB in
Streptomyceten (A) und Sequenz der Oligonukleotide s3021 und s3022 mit Restriktions-
schnittstellen und 6 Histidin-Codons (B).

S. lividans TK64 wurde mit pTST99.1 bzw. pTST113.29 transformiert. Zwei Klone von
TK64/pTST99.1 wurden in Soja-Mannitol-Medium mit Thiostrepton angezogen, die Kulturen
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nach 4 Tagen mittels Ultraschall aufgeschlossen und Rohextrakt sowie Pellet auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Eine prominente Proteinbande in der Gréf3e von SpcB war jedoch nicht sichtbar.

Von TK64/pTST113.29 wurden nach 1, 2, 3, 4, und 7 Tagen Inkubation in Soja-Mannitol-
Medium ohne Antibiotikum Proben entnommen und aufgeschlossen. Auch hier war auf dem

SDS-Gel keine eindeutige Bande in der Grof3e von SpcB zu identifizieren.

4.6.2.3 Aktivititsbestimmung der Dehydrogenasen SpcB und SpcH

Wie bereits oben erwidhnt sind zur Synthese von Spectinomycin wenigstens drei bis vier
Dehydrogenasereaktionen notig. Da scyllo-Inososamin, 3-Keto-scy/lo-Inososamin und dTDP-
4-Keto-6-Desoxyglucose nicht kommerziell erhdltlich waren, konnte nur getestet werden, ob
die Dehydrogenasen SpcB und SpcH die Umsetzungen 1 oder 4 katalysieren (s. 4.6.2). Als
Coenzyme fiir die Reaktionen kommen NAD/NADH bzw. NADP'/NADPH in Betracht,
deren Reduktion bzw. Oxidation im Photometer bei 340 nm gemessen werden sollte.

Die Kulturen von E. coli IM109/pTST78.2, pTST287.2, pTST285.1, pTST286.1, pTST270.1
und pTST279.3 wurden mit 0,2 % Rhamnose induziert und zusitzlich 0,8 mM ZnCl,
zugegeben. Nach 6 Stunden Inkubation bei 28°C wurden die Proben mit Ultraschall
aufgeschlossen und die so gewonnenen I6slichen Rohextrakte in einem Aktivititstest
eingesetzt, der unter Material und Methoden (s. 3.5.6) néher beschrieben ist.

Der Standardpuffer bestand aus 0,1 M Natrium-Phosphat, pH 7,5. Da fiir einige
Dehydrogenasen, z. B. die Mannitol-Dehydrogenase aus Pseudomonas fluorescens (Briinker
et al., 1997), jedoch bekannt war, dass die Oxidationsreaktion bevorzugt bei héheren pH-
Werten ablduft, wurde fiir einzelne Versuche zusétzlich 0,1 M Glycin/NaOH-Puffer, pH 9,0
verwendet. Als Substrate wurden Spectinomycin bzw. myo-Inositol mit den End-
konzentrationen 10 mM, 50 mM und 100 mM und Dihydrospectinomycin bzw. scyllo-Inosose
mit 10 mM eingesetzt. Die Cofaktor-Endkonzentration betrug 2 mM, die Menge an Protein im
l16slichen Rohextrakt lag gleichbleibend bei etwa 19 pg in 500 pl Gesamtvolumen. In
Tabelle 13 sind einige der ermittelten Messwerte mit den Substraten myo-Inositol und
Dihydrospectinomycin exemplarisch aufgelistet. Als Kontrolle wurde die 16sliche Fraktion
einer nicht induzierten E. coli JIM109/pTST285.1-Kultur eingesetzt und die Reaktionen mit
myo-Inositol (50 mM) und Spectinomycin (50 mM) durchgefiihrt. Die A-Extinktionswerte der
Kontrollmessungen lagen zwischen 0 - 0,002 und wurden von den Werten, die in Tabelle 13

aufgelistet sind, nicht subtrahiert. Ein Kontrollwert ist exemplarisch in Tabelle 13 angegeben.
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Tab. 13: Auszug aus den Messwerten der Aktivitétstests mit den Dehydrogenasen SpcB und SpcH

unter Verwendung verschiedener Substrate und Coenzyme.

16slicher Rohextrakt Substrat Coenzym A Extinktion/min
(Endkonzentration) (je2 mM [340 nm]
Endkonzentration)

IM109/pTST285.1 myo-Inositol NAD" 0,001
nicht induziert (50 mM)

IM109/pTST270.1 Dihydrospectinomycin NAD" 0,005
induziert (10 mM)

IM109/pTST270.1 myo-Inositol NAD" 0,000
induziert (10 mM)

IM109/pTST285.1 Dihydrospectinomycin NAD" 0,004
induziert (10 mM)

IM109/pTST285.1 myo-Inositol NADP" 0,003
induziert (10 mM)

IM109/pTST287.2 Dihydrospectinomycin NADP" 0,003
induziert (10 mM)

IM109/pTST287.2 myo-Inositol NAD" 0,003
induziert (100 mM)

konstante Testparameter: 500 ul Gesamtvolumen; Proteinkonzentration: 19 ug; Puffer: 0,1 M NaP,

pH 7,5; 25°C.

Die Menge an NAD(P)H, die im obigen Test eingesetzt wurde, lag liber den Werten, die im
Photometer noch linear gemessen werden konnten. Ein Extinktionsabfall konnte unter diesen
Bedingungen also nur nachgewiesen werden, wenn die Enzyme die Reaktionen sehr schnell
katalysierten. Die MeBwerte, die mit scyllo-Inosose und Spectinomycin erhalten wurden,
fielen in einem Zeitraum von einer Minute nicht ab. Da aber eine langsame Umsetzung durch
die Enzyme durchaus mdoglich erschien, wurden die A-Extinktion-Werte nicht in der Tabelle
13 aufgenommen und ein weiterer Test durchgefiihrt, bei dem die NAD(P)H-Konzentration
auf eine Endkonzentration von 0,2 mM erniedrigt wurde. Die Menge an 16slichem Rohextrakt
wurde zwischen 10 - 600 pl auf 1 ml Gesamtvolumen variiert, d.h. es wurden etwa 3 - 180 pg
Protein eingesetzt. Die Spectinomycin-Endkonzentration wurde mit 500 mM und die
NAD(P)H-Konzentration mit 0,2 mM konstant gehalten. Um den spontanen Zerfall von

NADH zu messen, wurde ein Ansatz ohne Rohextrakt und Substrat gemessen (Tab. 14). Zum
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Vergleich wurden die gleichen Messungen mit und ohne Spectinomycin durchgefiihrt.

Tabelle 14 gibt beispielhaft einige Testansidtze wieder.

Tab. 14: Auszug aus den Messwerten der Aktivitétstests mit den Dehydrogenasen SpcB und SpcH in

Abhéngigkeit von der Rohextraktmenge.

16slicher Rohextrakt Substrat Coenzym Puffer A Extinktion/min
(eingesetzte Menge) (je 100 mM) (je 0,2 mM) [340 nm]
- - NADH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,011
IM109/pTST270.1 - NADH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,037
(20 pl)

IM109/pTST270.1 Spectinomycin | NADH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,036
(20 ul)

IM109/pTST270.1 - NADPH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,004
(100 ul)

IM109/pTST270.1 Spectinomycin | NADPH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,001
(100 ul)

JM109/pTST285.1 - NADH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,031
(100 ul)

IM109/pTST285.1 Spectinomycin | NADH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,044
(100 ul)

IM109/pTST285.1 - NADH 0,1 M Glycin/NaOH, 0,053
(100 ul) pH 9,0

IM109/pTST285.1 Spectinomycin | NADH 0,1 M Glycin/NaOH, 0,048
(100 ul) pH 9,0

IM109/pTST287.2 - NADH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,048
(300 pl)

IM109/pTST287.2 Spectinomycin | NADH 0,1 M NaP, pH 7,5 0,043
(300 pl)

IM109/pTST287.2 - NADH 0,1 M Glycin/NaOH, 0,050
(100 pul) pH 9,0

IM109/pTST287.2 Spectinomycin | NADH 0,1 M Glycin/NaOH, 0,046
(100 ul) pH 9,0

konstante Testparameter: 1 ml Gesamtvolumen; Substrat- und Coenzym-Endkonzentration (s. oben);

25°C. - : keine Substrat-Zugabe.
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In allen getesteten Variationen der Assay-Bedingungen konnte allerdings im Photometer
keine Reaktion anhand eines spezifisch durch die Enzyme bedingten Extinktionsabfalls oder
-anstiegs nachgewiesen werden. Auch nach Inkubation der Reaktionsansdtze iiber Nacht fand
keine Umsetzung statt.

Im Fall der zweiten Messreihe konnten zwar relativ starke Verdnderungen der Extinktion
gemessen werden. Diese traten aber immer auch bei den Kontrollansidtzen ohne Substrat-
Zugabe auf und sind wahrscheinlich auf andere Enzyme im Rohextrakt zuriickzufiihren.

Da keine spezifische Reaktion nachweisbar war, die Expression der Proteine nur sehr
schwach war und in einem Plasmid-Derivat zusitzlich ein Aminosédure-Austausch vorhanden
war, wurde darauf verzichtet, die mit einem His-Tag versehenen Enzyme iiber eine
Affinitdtschromatographie-Séule aufzureinigen und gereinigtes Protein im Test einzusetzen.
Obwohl nach SDS-PAGE mit Extrakten von S. /lividans TK64/pTST99.1 keine SpcB-
Proteinbande zu sehen war, wurden auch diese Uberstinde auf ihre Dehydrogenase-Aktivitit
getestet. Dazu wurden 30 pl bzw. 100 pl aufgeschlossene Zellen mit 75 mM myo-Inositol und
2 mM NAD(P)" in Natrium-Phosphat-Puffer zur Reaktion gebracht. Eine Umsetzung war

allerdings nicht zu sehen.

4.7 Modifikation des Streptomycin-Biosynthese-Clusters von S. griseus

N2-3-11

Das Streptomycin-Biosynthese-Cluster von S. griseus wurde als eines der ersten Gencluster
zur Synthese von Aminoglykosid-Antibiotika sequenziert und der Biosyntheseweg inklusive
seiner Regulation, bisher allerdings noch unvollstindig, aufgeklart (Piepersberg & Distler,
1997).

Streptidin, eine Untereinheit von Streptomycin, und die Spectinomycin-Untereinheit
Actinamin besitzen sehr dhnliche Strukturformeln. Wéhrend sich bei Streptidin an den
Positionen C-1 und C-3 eine Amidinogruppe befindet, wird bei Actinamin die Aminogruppe
an diesen Positionen methyliert. Die Biosynthesewege sollten daher bis zu einem gewissen

Grade analog verlaufen (Abb. 28).
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Abb. 28: Vergleich einiger Reaktionen zur Biosynthese von Actinamin und Streptidin-6-Phosphat.

Im Gencluster von S. griseus N2-3-11 wurden zwei Amidinotransferasegene st#B1 und strB2
gefunden, von denen strBI den Transfer von mindestens einer Amidinogruppe katalysiert
(Walker, 1990). In der Sequenz von S. flavopersicus konnte nur ein Methyltransferasegen
spcG identifiziert werden. Da der Biosyntheseweg von Streptomycin gut untersucht ist, wurde
versucht diesen zu modifizieren. Dazu sollte das Amidinotransferasegen strBI von S. griseus
N2-3-11 vom Start- bis zum Stopp-Codon durch das Methyltransferasegen spcG aus
S. flavopersicus ersetzt werden. Die unmittelbare Umgebung mit der Shine-Dalgarno-Sequenz

von strB1 blieb durch diesen Austausch unberiihrt.

4.7.1 Konstruktion eines Plasmids fiir den Genaustausch von strB1 durch spcG

Mit den Primern s2913 und s2917 wurde ein etwa 1 kb-groB3es Fragment direkt stromaufwarts
vom Start-Codon von st#rBI aus der chromosomalen DNA von S. griseus N2-3-11
amplifiziert. Mit s2914 und s2915 wurde ein etwa 1 kb-groBBes Fragment stromabwérts von
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strB1 erhalten. Dabei wurden die Primer s2917 und s2915 so gewdhlt, dass sie mit 20 Basen
direkt vor bzw. nach dem Amidinotransferasegen paarten und mit 20 weiteren Basen mit dem
Start- bzw. Stopp-Codon des Methyltransferasegens iiberlappten. Das Methyltransferasegen
spcG wurde mit den Oligonukleotiden s2916 und s2918, deren Sequenz komplementér zu
$2917 und s2915 gewihlt wurde, aus Sfcos10 vervielfiltigt (Abb. 29).

Alle drei PCR-Produkte wiesen durch die Primer an den Enden {iberlappende Sequenzen auf.
In einer weiteren PCR konnten dadurch jeweils zwei der Fragmente zusammengesetzt
werden. Das Fragment stromaufwérts von st#B1 und das spcG-Amplifikat wurden zuerst
durch 10 Zyklen ohne Primer und danach durch 30 Zyklen mit den Primern s2913 und s2918
verbunden und amplifiziert. Die Kopplung von spcG mit dem Fragment rechts von strB1

erfolgte analog mit s2914 und s2916.

S. griseus N2-3-11 S. flavopersicus NRRL B-2820
2916
5291; strB1 \5215 S\9 spcG
4':6\ > = B
s2917 $2914 ;\18
1.040bp  1.040 bp 940 bp 820 bp
PCR

— I —————

Abb. 29: Schematische Darstellung der fiir den Genaustausch von s#B1 durch spcG gewéhlten

Fragmente und Primer.

Um alle drei Fragmente zu verbinden, wurde die obige Vorgehensweise mit dem Expand
Long Template Kit (Roche Applied Science) wiederholt. Als Template dienten die beiden
schon verbundenen Fragmentstiicke und als Oligonukleotide s2913 und s2914. Das
Amplifikat aus allen drei Fragmenten wurde in den pCR®-BluntlI-TOPO®-Vektor
(Invitrogen) kloniert. Diese Vektoren sind bereits linear, besitzen einen {iiberstehenden
Thymidinrest am 3’-Ende und haben an jedem Ende kovalent die DNA-Topoisomerase I
gebunden. PCR-Produkte mit {iberstehendem 3’-Adeninrest konnen ohne vorherige
Behandlung mit Klenow-Polymerase durch die Topoisomerase mit dem Vektor verkniipft

werden. Dabei entstand pTST117.7, dessen Insert durch Ansequenzieren mit den Primern UP
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und RP iiberpriift wurde. Die Uberginge zwischen den Sequenzen von S flavopersicus und
S. griseus wurden durch Sequenzieren mit den Primern s2143, s2172 und s3192 {iberpriift.
Uber einen Zwischenklonierungsschritt wurde das Insert und ein Thiostrepton-Resistenzgen
mit HindIll in den Vektor pJOE1082.1 (s. 7.1) ligiert. Dabei handelt es sich um einen
Shuttlevektor aus pUCI8 und pGMI11. Der pGMI1-Anteil ist ein pSGS5-Derivat, ein
natiirlicherweise temperatursensitives Plasmid aus S. glaucescens mit einem Kanamycin-
Resistenzgen, das daher fiir Gen-Replacements geeignet ist. S. griseus N2-3-11 wurde mit
dem entstandenen Plasmid pTST128.4 transformiert und erhaltene Transformanten auf HT-
Platten mit Thiostrepton ausplattiert. Aufgrund der homologen Bereiche sollte das Plasmid
mit der chromosomalen DNA von S. griseus rekombinieren. Dieser Vorgang wurde forciert,
indem die Platten bei 35 °C inkubiert wurden, da bei erhohter Temperatur der Vektor nicht

mehr replizierfahig ist.

4.7.2 Identifikation von rekombinanten S. griseus-Klonen, bei denen strB1 durch spcG

ersetzt wurde

Von S. griseus-Klonen mit dem Plasmid pTST128.4, die auf HT-Platten mit Thiostrepton bei
erhohter Temperatur wuchsen (s. 4.7.1), wurden Sporen geerntet und auf HT-Platten als
Einzelkolonien ausplattiert. Die Kolonien wurden auf HT-Platten ohne Antibiotikum und HT-
Platten mit Thiostrepton bzw. Kanamycin ausgestrichen. Bei einer erfolgreichen Integration
des spcG-Gens und anschlieBendem Ausschneiden des Vektors durch homologe
Rekombination sollten beide Resistenzen verloren gehen. Thiostrepton- und Kanamycin-
sensitive S. griseus/pTST128.4-Klone sowie S. griseus wurden angezogen, ihre genomische
DNA isoliert und die Region um das ausgetauschte Gen mit den Primern s2913 und s2914
amplifiziert. Mit Hilfe von geeigneten Restriktionsverdaus des Amplifikats konnten vier
Klone identifiziert werden, die statt des urspriinglich vorhandenen strB/-Gens nun spcG
besaBlen. Sie wurden mit S. griseus BG1 - 4 bezeichnet Die Integration wurde zusétzlich
mittels Southern Blot iiberpriift. DNA der vier Klone, iiber CsCl-Dichtegradienten-
Zentrifugation isoliert, zeigte dabei nur noch ein Signal mit dem Methyltransferasegen spcG
von S. flavopersicus als Sonde und nicht mit dem Amidinotransferasegen stBl von
S. griseus. Aullerdem konnte nachgewiesen werden, dass kein Vektoranteil mehr in den
Stdimmen vorhanden war, da mit dem Vektor pJOE2010.2, einem pJOE1082.1-Derivat mit

zusitzlichem Thiostrepton-Resistenzgen, kein Signal erhalten wurde (Abb. 30).
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Abb. 30: Southern Blot-Analyse zur Uberpriifung der Mutanten des Genaustauschs strB1 gegen spcG.
(A) Chromosomale DNA von S. flavopersicus (2, 10), S. griseus (3, 11) und S. griseus
BG1-4 (4 -7, 12 - 15) wurden mit Bg/ll (2 - 7) und Sphl (10 - 15) geschnitten und
aufgetrennt. Als Sonde wurde DIG-markiertes PCR-Fragment von spcG eingesetzt. Spuren:
(1) A-DNA, Hindlll-verdaut; (8) PCR-Fragment st#B1; (9) PCR-Fragment spcG; (16) A-DNA,
Bgll-verdaut. (B) Chromosomale DNA von S. griseus (2, 9), S. griseus BG1 -4 (3 -6, 10 - 13)
und S. griseus/pTST128.4 vor der Temperaturselektion (Ts", Kan®) (7, 14) sowie pJOE2010.2
(8, 15) wurden mit Bg/Il (2 - 8) und Sphl (9 - 15) geschnitten und aufgetrennt. Als Sonde
wurde DIG-markiertes Plasmid pJOE2010.2 eingesetzt. Spuren: (1) A-DNA, HindIII-verdaut;
(16) A-DNA, Bgll-verdaut. Hier nicht gezeigt ist der Southern Blot mit dem PCR-Fragment

strB1 als Sonde, da wie gewiinscht bis auf die Positivkontrolle keine Banden zu sehen waren.
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4.7.3 Untersuchung der rekombinanten S. griseus BG-Klone auf Antibiotika-
Produktion

S. griseus und S. griseus BG1 - 4 wurden in vier verschiedenen Medien (Fermentations-
medium, Soja-Mannitol, TSB, Meat-Medium) angezogen und auf Antibiotika-Produktion im
Agarplatten-Diffusionsassay getestet. Der Uberstand von S. griseus hemmte nur den
Streptomycin-sensitiven Teststamm S. /lividans TK23, nicht dagegen den Streptomycin-
resistenten Stamm TK64. Bei den Uberstiinden von S. griseus BG1 - 4 traten in Abhingigkeit
des verwendeten Mediums kein Hemmhof oder Hemmhofe in gleicher, geringer Grofle
sowohl bei TK64 als auch bei TK23 auf. Die Grofle der Hofe war allerdings deutlich kleiner
als diejenigen, die mit der S. griseus-Wildtyp-Kultur erzielt wurden.

Streptomycin wurde aus den Uberstéinden mit der gleichen Methode aufkonzentriert, die zur
Aufreinigung von Spectinomycin verwendet wurde. Dabei gelang die Isolierung von
Streptomycin aus einer S. griseus-Kultur, wihrend das Lyophilisat der S. griseus BG1-Probe
keine Hemmhdfe im Bio-Assay aufwies. Die erhaltenen Resultate lieferten keinen eindeutigen
Hinweis, welche Auswirkungen der Genaustausch hatte. Denkbar wére, dass die Stimme
S. griseus BG1 - 4 gar kein Antibiotikum mehr produzierten, oder aber eine verdnderte

Substanz, die durch die ausgetauschte Seitengruppe die Teststimme nicht mehr hemmte.

4.8 Versuche zur Inaktivierung einiger Spc-Biosynthesegene

Inaktivierungen einzelner Gene eines Biosynthese-Clusters konnen vielerlei Hinweise liefern.
Zum einen kann ein Ausbleiben der Antibiotika-Produktion den Beweis erbringen, dass die
aufgefundenen Gene tatsdchlich die Synthesegene beinhalten. Zum anderen kann durch
gezieltes ,,Knock-out” einzelner Gene deren Funktion innerhalb der Biosynthese untersucht
werden, z.B. durch Komplementation mit einem Gen bekannter, analoger Funktion oder durch
Isolierung von Biosynthese-Intermediaten. Mit dieser Zielsetzung sollten auch einige Gene
des Spectinomycin-Biosynthese-Genclusters inaktiviert werden. Dafiir wurden unter-
schiedliche Gene ausgewdhlt. Da sich die Versuche aufgrund der unten beschriebenen
Schwierigkeiten als problematisch erwiesen, wurden verschiedene Vektoren und Strategien
getestet, deren Prinzip in Kapitel 4.8.1 erldutert wird. Die Ergebnisse werden nicht im

Einzelnen dargelegt, sondern nur anhand von einigen Beispielen.
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4.8.1 Darstellung der zur Geninaktivierung eingesetzten Strategien und Plasmid-

Derivate

Gene konnen im Allgemeinen durch verschiedene Methoden inaktiviert werden. Zum einen
kann ein Fragment des betreffenden Gens in einen Vektor inseriert werden und eine homologe
Rekombination flihrt zu einer Integration des Plasmids ins Genom. Durch den Vektoranteil
sollten somit die Gene unterbrochen werden, und unter Selektionsdruck sollten die
Insertionen stabil bleiben. Dies wurde mit den Genen spcB, spcF und spcR aus dem
Spectinomycin-Biosynthese-Gencluster von S. flavopersicus NRRL B-2820 durchgefiihrt.
Jeweils etwa 600 bp-Fragmente aus der Mitte der Gene wurden mit Oligonukleotiden
amplifiziert, die am 5'-Ende eine BamHI- und am 3’-Ende eine EcoRI-Schnittstelle fiir die
nachfolgenden Klonierungen einbrachten. Ein Bereich aus spcF wurde mit den Primern s3330
und s3331 von Base 17.823 - 18.356 der Gesamtsequenz amplifiziert, spcB wurde mit den
Primern s3332 und 3333 von 10.921 - 11.544 bp vervielfdltigt und spcR mit den Primern
$3328 und s3329 von Base 6.420 - 7.033.

Eine zweite Moglichkeit ist das Einfilhren von Mutationen, vor allem Frame-Shift-
Mutationen, in die zu inaktivierenden Gene. Hierzu kann z.B. eine singuldre Restriktions-
schnittstelle ungefdhr in der Mitte des Gens so deletiert bzw. aufgefiillt werden, dass es zu
einer Verschiebung des Leserasters kommt. Nach einer Integration des Plasmids ins
Chromosom und anschlieBender Exzision, beides iiber homologe Rekombination, bleibt die
Mutation und damit die Inaktivierung in etwa 50 % der Chromosomen erhalten. Die Gene
spcH und spcK sollten auf diese Weise inaktiviert werden. Durch Deletion der Aarll-
Schnittstelle in der Mitte von spcH bei Position 19.974 und durch Auffiillen der Agel-
Schnittstelle bei 23.302 bp innerhalb von spcK wurden jeweils mit der Klenow-Polymerase
Leserasterverschiebungen um 4 Basen eingefiihrt. Die Mutation in spcH wurde im Plasmid
pTST279.3 (s. 4.6.2.1) durchgefiihrt. Das komplette Gen spcK war fiir vorherige Versuche
schon mit den Primern s3276 und s3277 amplifiziert und als Ndel/BamHI-Fragment in den
Vektor pJOE3075.3 inseriert worden (pTST145.1). Die Mutation und weitere Klonierungs-
schritte gingen von diesem Plasmid aus. Ein Nachteil dieser und der obigen Methode ist, dass
die nachfolgenden Gene, die in gleicher Orientierung transkribiert werden, moglicherweise
ebenfalls beeinflusst werden (polare Effekte). Daher wurden mit spcH und spcK
monocistronische Gene ausgewihlt, also Gene, die nicht Teil eines Operons sind.

Als weitere Methode bietet sich die komplette Deletion eines Gens an. Die flankierenden

Regionen direkt vor und hinter dem Gen miissen dazu amplifiziert und in einen Suizidvektor
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kloniert werden, der unter Selektionsdruck ins Genom integriert. Werden die Transformanten
danach ohne Selektion angezogen, kann es zu einer zweiten Rekombination, d.h. zu einer
Exzision des Vektoranteils kommen. Dabei sollte bei etwa der Hélfte der Zellen der
urspriingliche Zustand wieder hergestellt werden, wéhrend in der anderen Hilfte das Gen
deletiert wurde. Zur Inaktivierung von spcG wurde dieses Verfahren verwendet. Mit den
Primern s3334 und s3335, die endstdndig eine fiir die nachfolgende Klonierung notige Bg/II-
bzw. EcoRI-Schnittstelle trugen, wurde die flankierende Region stromabwirts von spcG
zwischen den Basen 17.582 - 18.542 der Gesamtsequenz amplifiziert. Zur Amplifikation der
Region stromaufwirts von spcG von 19.380 - 20.369 bp wurden die Primer s3336 und s3337
mit den endstindigen Schnittstellen fiir EcoRI bzw. Kpnl eingesetzt. Beide Fragmente
konnten iiber die EcoRI-Schnittstellen verbunden werden und mit Bg/Il und Kpnl in
verschiedene Vektoren inseriert werden. Die so entstandenen Plasmide konnten auch dazu
verwendet werden, um in S. flavopersicus einen Genaustausch, in umgekehrter Weise wie er
bereits in S. griseus durchgefiihrt wurde, zu versuchen (s. 4.7). Zu diesem Zweck wurde das
Amidinotransferasegen strB1 aus S. griseus mit den Oligonukleotiden s3338 und s3339, die
beide EcoRI-Schnittstellen am Ende hatten, amplifiziert. Die Primer wurden so gewihlt, dass
das PCR-Produkt 14 Basen vor dem Start-Codon von s##B1 begann und damit eine potentielle
Shine-Dalgarno-Sequenz umfasste, und mit dem Stopp-Codon von strB1 endete. Uber die
eingebrachten Schnittstellen konnte das Gen zwischen die flankierenden Bereiche von spcG
in die Plasmide ligiert werden. Nach Transformation von S. flavopersicus und erfolgter
Rekombination sollte spcG im Genom durch strB1 substituiert werden.

Fir die Inaktivierungsexperimente standen mehrere Vektoren zur Verfiigung, die auf
verschiedenen Strategien zur Insertion basieren. Die zugehorigen Restriktionskarten sind im
Anhang (s. 7.1) dargestellt. Derivate von pUC, die ein Resistenzgen tragen, das in
Streptomyces exprimiert wird, konnen als Suizidvektoren eingesetzt werden. Da sie keinen
Replikationsursprung fiir Streptomyceten besitzen, wird unter Selektionsdruck mit den in
Streptomyceten wirksamen Antibiotika eine Integration des Plasmids ins Chromosom forciert.
Ein solcher Suizidvektor stand mit dem Plasmid pTST108.2 zur Verfiigung, einem pIC20H-
Derivat mit einem Thiostrepton-Resistenzgen und deletierter PssI-Schnittstelle (Abb. 31). Da
S. flavopersicus das SfIl (Pstl)-Restriktions-/Modifikationssystem exprimiert, musste diese
Schnittstelle aus der Linker-Sequenz dieses Vektors ebenso wie aus allen anderen
verwendeten Vektoren entfernt werden. Da nicht sicher war, welche Resistenzen in
S. flavopersicus am besten exprimiert und selektioniert werden konnten, wurde zu einigen der

entstandenen Plasmide das Apramycin-Resistenzgen hinzuligiert. Dazu wurde das Gen als
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etwa 1,8 kb-BamHI/Bglll-Fragment aus pJOE3084.1 in die Bg/lI-Schnittstelle der Plasmide
eingebracht.

In der Regel werden Bakterien mit den ccc-Formen der Plasmide transformiert. In manchen
Féllen kann DNA jedoch besser von Streptomyceten aufgenommen werden, wenn sie
einzelstrangig vorliegt. Hierzu konnen die Vektoren durch eine Behandlung mit 1 M NaOH
fiir 10 Minuten bei 37°C denaturiert werden (Oh & Chater, 1997), oder es konnen sogenannte
Phagemide eingesetzt werden, die einen Replikationsursprung von einzelstrdngigen Phagen
wie M13 oder f1 besitzen. Sie haben den Vorteil, dass sie einerseits als doppelstrdngige DNA
in den Zellen vorliegen und andererseits nach Infektion der Bakterien mit den Phagen in
groflen Mengen als einzelstrangige DNA aus den Viruspartikeln isoliert werden kénnen. Das
Plasmid pDH5 kombiniert die Eigenschaften eines Phagemids mit denen eines Suizidvektors
(s. 7.1). Neben einem Replikationsorigin von pUC und des Phagen fl codiert es eine
Ampicillin- und eine Thiostrepton-Resistenz (Hillemann et al., 1991).

Ferner konnen zur Inaktivierung in Streptomyceten instabile Vektoren eingesetzt werden,
denen die Stabilititsgene fehlen und die daher unter Selektionsdruck verstdrkt ins Chromosom
integrieren bzw. durch Wegnahme des Selektionsdrucks wieder ausgeschnitten werden und
dann verloren gehen sollten. Dazu wurden instabile Shuttlevektoren konstruiert, indem aus
dem Vektor pJOE4132.1 (s. 7.1), einem SCP2-Derivat, der Replikationsursprung und die
beiden rep-Gene, wie weiter unten beschrieben, in die Suizidvektoren ligiert wurden.

Eine gute Moglichkeit zur Integration von Genen ins Chromosom bieten auch konditional
letale Vektoren, die unter bestimmten Bedingungen, z.B. aufgrund einer Temperatur-
erhohung, nicht mehr replizieren konnen und damit eine Integration ins Chromosom forciert
wird. Fiir Streptomyceten wird héufig der temperatursensitive Vektor pGM11 benutzt. Bei
einem Anstieg der Temperatur wird die Replikation des Vektors unterdriickt, weshalb unter
Antibiotikaselektion nur Zellen mit in das Genom integrierten Plasmiden iiberleben konnen.
Féllt die Selektion danach wieder weg, tritt bei permissiver Temperatur hiufig ein zweiter
Rekombinationsschritt ein, der zum Ausschneiden des Vektoranteils fiihrt, da die
Replikationsregion eines ,,high-copy”-Vektors im Chromosom stérend wirkt. Anstelle von
pGM11 wurde das Shuttle-Derivat pJOE1082.1 mit einem pUC-Replikationsursprung und
den Genen fiir Ampicillin- und Kanamycin-Resistenz verwendet (s. 7.1).

Alle Plasmide fiir die Inaktivierungsversuche, deren Klonierungen im Folgenden beschrieben
werden, sind in Tabelle 15 zusammengefasst. lThre Restriktionskarten sind in Abb. 31
abgebildet, dabei wurden zur besseren Ubersicht nur die Plasmide dargestellt, in die ein

Fragment aus spcB inseriert wurde.
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Die Genfragmente von spcB, spcF und spcR, bzw. die Mutationen enthaltenden Gene spcH
und spcK, die Fragmente zur Deletion von spcG wie auch das Fragment zum Austausch von
spcG gegen strB1 wurden iiber die oben angegebenen Restriktionsschnittstellen, die mit den
Primern eingefiihrt wurden, in den Suizidvektor pTST108.2 inseriert (Abb. 31, pTST159.1).
Mit derselben Vorgehensweise wurden auch die Amplifikate von spcB, spcF und spcR sowie
AspcG und strB1 in pTST108.2 mit dem zusitzlichen Apramycin-Resistenzgen ligiert (Abb.
31, pTST182.1).

In die Polylinker-Sequenz des Phagemids pDHS wurden die Teilbereiche der Gene spcB,
spcF und spcR mit BamHI und EcoRI eingebracht (Abb. 31, pTST246.1). E. coli 71/18 wurde
mit den Plasmiden transformiert und mit einem f1-R408-Phagen-Lysat infiziert. Aus den neu
entstandenen Phagenpartikeln konnte Einzelstrang-DNA isoliert und diese wiederum zur
Transformation von S. flavopersicus genutzt werden.

Aus den Suizidvektor-Derivaten, die als Insert die zu deletierenden Gene trugen, wurden
instabile Shuttlevektoren konstruiert, indem der SCP2-ori, repl und rep2 aus pJOE4132.1 als
BamHI-Fragment in die Bg/ll-Schnittstelle der Inaktivierungsplasmide inseriert wurden
(Abb. 31, pTST188.1).

Fiir die Inaktivierungen mit dem konditional letalem Vektor pJOE1082.1 wurden die Gene
spcB, spcR und spcK ausgewdhlt und mit BamHI und EcoRI inseriert. Der Vektor besitzt
allerdings drei PstI-Schnittstellen in essentiellen Regionen. Aufgrund des SfIl (Pstl)-
Restriktions-/Modifikationssystems in S. flavopersicus konnte er somit nicht ohne weiteres
fiir die Inaktivierungsversuche verwendet werden. Von Dr. Bill Jack (New England Biolabs)
wurde freundlicherweise das Plasmid pCDC201, ein pBR322-Derivat mit dem Pstl-
Methyltransferasegen, zur Verfiigung gestellt. Die Methylase sollte in E. coli die Pstl-
Restriktionsschnittstellen von coexistenten Plasmiden methylieren. Als weiterer Schritt
mussten in den pJOE1082.1-Derivaten der pUC-Replikationsorigin sowie die Ampicillin-
Resistenz ausgetauscht werden, damit die Plasmide zusammen mit pCDC201 kompatibel in
den Zellen vorhanden sein und selektioniert werden konnten. Dazu wurde aus den
pJOE1082.1-Inaktivierungsplasmiden mit HindIIl und Sspl die Ampicillin-Resistenz und der
Replikationsursprung entfernt und durch ein Chloramphenicol-Resistenzgen und den p15A-
Origin aus pACYC184 ersetzt, das mit HindIIl und Nrul geschnitten wurde (s. 7.1). Ein
Verdau mit Sspl und Nrul fiihrt in beiden Féllen zu glatten Enden, so dass die Fragmente
direkt ligiert werden konnten (Abb. 31, pTST202.1). E. coli ET12567/pCDC201 wurde mit

den neu entstandenen Inaktivierungsplasmiden transformiert und eine Mischung der Plasmide
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aus den erhaltenen Transformanten isoliert. Diese konnten durch Ps¢I nicht mehr geschnitten

werden.

Tab. 15: Darstellung der zur Inaktivierung mit verschiedenen Vektoren konstruierten Plasmide.

mutiertes bzw. Vektor zur Insertion des Gens | entstandenes
deletiertes Gen verwendete Plasmid
Restriktionsschnittstellen

spcB Suizidvektor pTST108.2 BamHI + EcoR1 pTST159.1
Suizidvektor pTST108.2 mit Apr" BamHI + EcoRI pTSTI182.1
pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori BamHI + EcoR1 pTST188.1
pTST108.2 + Apr" mit instabilem SCP2- | BamHI + EcoRI pTSTI191.1
ori
temperatursensitiver Shuttlevektor aus BamHI + EcoRI1 pTST202.1
pGM11 und pACYC184
Vektor pDHS5 zur Gewinnung von ssDNA | BamHI + EcoR1 pTST246.1

spcF Suizidvektor pTST108.2 BamHI1 + EcoR1 pTST158.1
Suizidvektor pTST108.2 mit Apr" BamHI1 + EcoR1 pTST180.1
pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori BamHI + EcoR1 pTST195.1
Vektor pDHS zur Gewinnung von ssDNA | BamHI + EcoRI pTST245.2

SpcR Suizidvektor pTST108.2 BamHI + EcoRI pTSTI161.1
Suizidvektor pTST108.2 mit Apr" BamHI + EcoRI pTSTI81.1
pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori BamHI + EcoRI pTST196.1
temperatursensitiver Shuttlevektor aus BamHI + EcoR1 pTST204.1
pGM11 und pACYC184
Vektor pDHS zur Gewinnung von ssDNA | BamHI + EcoRI pTST247.6

spcH Suizidvektor pTST108.2 EcoRI + Sphl pTST166.1
pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori EcoRI + Sphl pTST189.1

spcK Suizidvektor pTST108.2 EcoRI + BamHI pTST167.2
pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori EcoRI + BamHI pTST197.1
temperatursensitiver Vektor pJOE1082.1 | EcoRI + BamHI pTST201.1
temperatursensitiver Shuttlevektor aus EcoRI + BamHI pTST203.2
pGM11 und pACYC184

spcG Suizidvektor pTST108.2 Bglll + Kpnl pTST162.1
Suizidvektor pTST108.2 mit Apr" Bglll + Kpnl pTSTI183.1
pTST108.2 mit instabilem SCP2-ori Bglll + Kpnl pTST200.1

spcG <> strB1 | Suizidvektor pTST108.2 Bglll + Kpnl, strBI mit | pTST163.5

EcoRl inseriert

Suizidvektor pTST108.2 mit Apr" Bglll + Kpnl, strB1 mit | pTST184.1

EcoRlI inseriert
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Abb. 31: Restriktionskarten verschiedener Inaktivierungsderivate. Als Beispiel sind alle Plasmide mit

einem Fragment aus spcB (spcB*) dargestellt. Ndhere Erlduterungen s. Text.
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4.8.2 Transformation von S. flavopersicus NRRL B-2820 mit den Geninaktivierungs-

plasmiden

S. flavopersicus wurde mit den verschiedenen in Tabelle 15 genannten Plasmid-Derivaten
transformiert. Da Streptomyceten, z.B. S. coelicolor A3(2), hdufig dam- oder dem-methylierte
DNA restringieren, wurden die zu transformierenden Plasmide aus E. coli ET12567 isoliert.
Dieser ist defizient in den dam- und dcm-Methylierungsgenen. Eine Ausnahme bildete die
Einzelstrang-DNA, die aus Phagen-Partikeln gewonnen wurde, die aus E. coli 71/18
stammten. Die Protoplastierung und Transformation von S. flavopersicus nach der iiblichen
Methode (s. 3.6.3.2 und 3.6.3.4) erwies sich jedoch als sehr schwierig, weshalb einzelne
Modifikationen vorgenommen wurden. So wurde zur Protoplastierung unter anderem das
Protokoll von Lyutzkanova et al. (1993) angewendet, in dem eine Vorkultur des Stamms in
SGGP-Medium angeimpft und nach etwa einem Tag in SGGP-Medium mit 2 % Glycin
iiberimpft wurde. Dies fiihrte zu keiner nennenswerten Verbesserung der Transformationsrate.
Da unter dem Mikroskop bei beiden Methoden viele Protoplasten ohne Auffalligkeiten zu
erkennen waren, wurde angenommen, dass die Probleme eher bei der Transformation oder
Regeneration der Protoplasten zu suchen seien. Einzelstrang-DNA wird haufig besser von
Streptomyceten aufgenommen als Doppelstrang-DNA. Daher wurden einige Plasmide
denaturiert (s. 4.8.1) und S. flavopersicus damit und zum Vergleich parallel mit unbehandelter
DNA transformiert. Es konnte jedoch kein Unterschied in der Transformationseffizienz
festgestellt werden. Des Weiteren wurden R9-Platten mit sehr hoher Sucrose-Konzentration
getestet, auf denen die Protoplasten jedoch wesentlich schlechter regenerierten als auf den
iiblicherweise verwendeten R2-Platten. Als letzter Schritt wurde die Transformation wie bei
Kieser et al. (2000) beschrieben ohne R2-Softagar durchgefiihrt, allerdings wieder ohne
Verbesserung des Ergebnisses. Nur bei etwa der Hélfte der unternommenen Transformationen
wurden Kolonien erhalten. Diese waren zum grofBten Teil stark braun gefdrbt und schleimig
und bildeten kein Luftmyzel. Nach dem Ausstreichen auf geeignete Selektionsplatten
wuchsen sie nicht mehr an.

Wurde Einzelstrang-DNA in S. flavopersicus gebracht, die durch den Phagen f1 verpackt
worden war, erhielt man keine Transformanten (z.B. pTST246.1). Dasselbe war der Fall,
wenn die Zellen mit einer Mischung aus pCDC201 und unterschiedlichen, temperatur-
sensitiven pJOE1082.1-Derivaten (z.B. pTST202.1), deren PstI-Schnittstellen durch
Methylierung vor einem Verdau durch die Restriktionsendonuklease in S. flavopersicus

geschiitzt sein sollten, transformiert wurden.
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Wenn S. flavopersicus mit verschiedenen pUC-Suizidderivaten transformiert wurde (z.B.
pTST159.1 und pTST182.1), wurden sehr wenige Kolonien erhalten, die eine normale
Morphologie und Luftmyzelbildung zeigten. Diese erwiesen sich jedoch sehr hiufig als
instabil und wuchsen nach mehrmaligem Ausstreichen auf HT-Platten mit Selektions-
antibiotikum nicht mehr an. Nur im Fall von S. flavopersicus/pTST183.1 und S. flavopersicus/
pTST184.1 konnten stabile Klone gewonnen werden. In beiden Féllen handelte es sich um
den Suizidvektor pTST108.2 mit zusitzlicher Apramycin-Resistenz. Mit Hilfe von
pTST183.1 sollte das Gen spcG komplett deletiert werden, wihrend mit pTST184.1 das
Methyltransferasegen spcG in S. flavopersicus gegen das Amidinotransferasegen strB1 aus S.
griseus ausgetauscht werden sollte (Abb. 32).

Im Fall der instabilen Plasmid-Konstrukte mit dem Streptomyceten-Replikationsursprung aus
SCP2 (pJOE4132.1) wurden ebenso nur wenige Transformanten erhalten, die nach
Ausstreichen auf Platten mit und ohne Antibiotikum nicht mehr weiterwuchsen. Einzig von
S. flavopersicus/pTST189.1 wuchsen einige stabile Kolonien heran. Das Plasmid trug das Gen

spcH mit einer Frame-Shift-Mutation (Abb. 32).

EcoRI 7475 EcoRI 8539
Bam HI 445

Frag. links
v. spcG v. spcG K

Kpn11014
Bam HI 1024 EcoR1 7475
Hin dITT 1046

BglITl 6508

EcoRI 6471 Frag. links

v. spcG

Frag. rechts

v. spcG
BelII 6508
Aprt pTST183.1 FeoRI 6471 pTST184.1
7475 bps 8539 bps
amp
Aprk
Ny Scal 2776
Scal 2776 s

EcoRV 4221 HindIII 3686

Hin dIIT 3686 EcoRV 4221

pTST189.1
6256 bps

Scal2631

Kpn14650

EcoRV 4076

HindIII 3541

Abb. 32: Restriktionskarten der Inaktivierungsplasmide pTST183.1, pTST184.1 und pTST189.1.
Néhere Beschreibung s. Text.
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4.8.3 Untersuchung der Inaktivierungsmutanten von S. flavopersicus

Die Inaktivierungsplasmide pTST183.1, pTST184.1 und pTST189.1, mit denen als einzige
stabile S. flavopersicus-Transformanten erhalten werden konnten, sollten unter Selektions-
druck in Chromosom integrieren. Nach erfolgreicher Rekombination der Gene sollte bei
diesen Konstrukten der Vektoranteil wieder ausgeschnitten werden und damit die Resistenz
verloren gehen. Dies sollte einmal zum Wildtyp-Zustand fithren oder zu Mutanten. Die
erhaltenen Kolonien von S. flavopersicus/pTST183.1, S. flavopersicus/pTST184.1 und
S. flavopersicus/pTST189.1 wurden parallel auf HT-Platten mit und ohne Thiostrepton,
S. flavopersicus/pTST183.1 und S. flavopersicus/pTST184.1 zusétzlich noch auf Platten mit
Apramycin ausgestrichen. Alle Zellen wuchsen, z.T. nur schwach, aber dennoch auf den
Thiostrepton- und Apramycin-Platten. Der Grund wurde darin vermutet, dass jeder Protoplast
und die sich daraus entwickelnden Hyphen mehrere Chromosomen enthalten und die
Integration der Plasmide auch nach Antibiotikaselektion nicht in alle Chromosomen erfolgt
war bzw. nach Wegfall der Selektion der zweite Rekombinationsschritt in einigen der
Chromosomen unterblieb und der Vektoranteil mit der Thiostrepton-Resistenz weiterhin
integriert im Chromosom vorlag. In einem Protoplasten bzw. in den daraus entstehenden
Hyphen konnten also 5 verschiedene Varianten des Chromosoms bzw. Plasmids vorliegen:
das Wildtyp-Genom, bei dem nie eine Rekombination stattgefunden hat; das Wildtyp-Genom
nach einer Integration und Exzision des Plasmids; das Genom noch mit Vektoranteil nach
Integration des Plasmids; das Genom nach erfolgreicher zweiter Rekombination, die zur
Exzision des Vektors und zum Austausch gefiihrt hat sowie das nicht integrierte Plasmid.
Eine Trennung der Chromosomen kann iiber Sporen erfolgen, in denen jeweils immer nur
eine Kopie des Chromosoms vorliegt. Da S. flavopersicus allerdings nicht zur Sporulation
angeregt werden konnte, wurde versucht, die verzweigten Myzelfaden zu trennen, um daraus
Einzelkolonien zu gewinnen. Die nur schwach resistenten Bakterien wurden ausgewéhlt, mit
Ultraschall behandelt, auf Einzelkolonien ausplattiert und zur Selektion auf Platten mit und
ohne Thiostrepton ausgestrichen. Es wurden vier Klone von S. flavopersicus/pTST183.1, zwei
Klone von S. flavopersicus/pTST184.1 und vier Klone von S. flavopersicus/pTST189.1
erhalten, die nur nach sehr langer Inkubationszeit etwas Wachstum auf den Antibiotikum-
haltigen Platten zeigten.

Um festzustellen, ob es sich bei den Zellen um Mutanten oder den wiederhergestellten
Wildtyp handelte, wurde chromosomale DNA aus den Bakterien isoliert und der Bereich, in

dem die Rekombination stattgefunden haben sollte, iiber PCR amplifiziert. Durch das Plasmid
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pTST189.1 wurde eine Frame-Shift-Mutation in das Gen spcH eingefiihrt, indem eine Aatll-
Schnittstelle in der Mitte des Gens deletiert worden war. Mit den Primern s2852 und s3457
wurde spcH vom Start- bis zum Stopp-Codon amplifiziert. Nach einer erfolgreichen
Rekombination in der chromosomalen DNA einer Mutante sollte das PCR-Amplifikat nicht
mehr von Aatll geschnitten werden konnen, was bei einem der Klone zutraf, der als
S. flavopersicus AH1 bezeichnet wurde. Mit pTST183.1 wurde das komplette Gen spcG
deletiert. Das PCR-Amplifikat, das mit den Oligonukleotiden s3549 und s3550 erhalten
wurde, sollte also um die Linge dieses Gens kiirzer sein als bei der Kontrolle mit DNA von
S. flavopersicus. Die Primer banden dabei im Bereich von 18.410 bp bzw. 19.580 bp
innerhalb der Gesamtsequenz. Die Deletion konnte bei einer Mutante, S. flavopersicus AG1,
nachgewiesen werden, allerdings war auf dem Agarosegel auch noch eine schwache Wildtyp-
Bande zu erkennen. Mit Hilfe des Plasmids pTST184.1 sollte spcG gegen das
Amidinotransferasegen strBI aus S. griseus ausgetauscht werden. Durch Auswahl eines
geeigneten Restriktionsenzyms konnte entschieden werden, welches Gen iiber die PCR mit
den Primern s3549 und s3550 vervielfiltigt wurde. Ein Verdau der PCR-Fragmente mit
BamHI, das nur innerhalb von st7BI schneiden sollte, zeigte, dass in keinem der getesteten
Klone strB1 vorhanden war.

E. coli wurde mit der aus S. flavopersicus AG1 und S. flavopersicus AH1 isolierten Gesamt-
DNA transformiert. Dabei erhielt man mit der DNA aus S. flavopersicus AH1 noch 8
Kolonien. Da in dieser Mutante ein instabiles Plasmid-Derivat vorhanden war, dass nach
einigen Zellteilungen verloren gehen oder aber integrieren sollte, ist zu vermuten, dass noch
nicht geniigend Generationen vergangen waren und in einigen Zellen noch freie Plasmide
vorlagen. Diese wurden mit der Gesamt-DNA isoliert und konnten in E. coli selektioniert
werden.

Die Mutanten S. flavopersicus AH1 und S. flavopersicus AGl wurden in Fermentations-
medium angezogen und nach 11 Tagen Spectinomycin aus dem Kulturiiberstand aufgereinigt.
In einem Platten-Diffusionstest, bei dem Uberstinde wihrend verschiedener Inkubations-
zeiten getestet wurden, erzeugte der Uberstand von S. flavopersicus AG1 etwas kleinere
Hemmbhofe als derjenige der Kontrolle S. flavopersicus und von S. flavopersicus AH1. Proben
der einzelnen Aufreinigungsschritte sowie die gereinigten Lyophilisate wurden ebenfalls in
einem Bio-Assay getestet. Dabei zeigte das Konzentrat aus S. flavopersicus AG1 einen etwa
um den Faktor 3 kleineren Hemmhof als die Kontrolle. Das Eluat von S. flavopersicus AH1

nach der Aufreinigung erzeugte keinen Hemmhof mehr (Tab. 16).
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Tab. 16: Ergebnisse der Diffusionsassays mit Uberstinden von S. flavopersicus und der Mutanten

S. flavopersicus AG1 und S. flavopersicus AH1 bei Anzucht in Fermentationsmedium.

Uberstand von S. flavopersicus S. flavopersicus AG1 S. flavopersicus AH1
Inkubationsdauer Hemmhofe [em] bei Hemmhéfe [cm] bei Hemmhéfe [cm] bei
[Tage] S. lividans S. lividans S. lividans

TK64 TK23 TKo64 TK23 TKo64 TK23
1 0,40 0,40 0,50 0,45 0,45 0,40
3 0,65 0,60 0,60 0,70 0,70 0,50
7 0,70 0,60 0,55 0,55 0,80 0,80
8 0,90 0,65 0,80 0,70 0,95 0,90
9 0,80 0,65 0,70 0,65 0,90 0,90
10 0,80 0,60 0,60 0,65 0,85 0,90
gereinigtes 0,95 0 0,30 0 0 0
Lyophilisat
(1:10 verdiinnt)

Die Lyophilisate wurden ferner mittels Diinnschichtchromatographie und HPLC analysiert.

Auf der DC konnten bei beiden Klonen noch Spots erkannt werden, die den gleichen R-Wert

wie Spectinomycin aufwiesen, aber sehr viel schwicher waren als die Kontrolle aus

S. flavopersicus (Abb. 33). Vor allem mit dem Uberstand von S. flavopersicus AH1 war der

Spectinomycin-Fleck kaum und Dihydrospectinomycin war gar nicht nachzuweisen. Die

HPLC-Elutionsdiagramme lieferten einen sehr hohen Hintergrund. Es konnten mit dem Eluat

von S. flavopersicus AG1 ein groferer Peak, der Spectinomycin entspricht und ein kleinerer

Dihydrospectinomycin-Peak identifiziert werden, bei S. flavopersicus AH1 trat kein Peak auf.

Zusatzliche Versuche, homogene Mutanten {iber Protoplastierung zu erreichen, schlugen fehl.

Auch in den regenerierten Zellen waren weiterhin Wildtyp und mutiertes Gen vorhanden.
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Abb. 33: Diinnschichtchromatogramm der aufgereinigten Uberstinde von S. flavopersicus (1),
S. flavopersicus AH1 (2), S. flavopersicus AG1 (5) und von Spectinomycin (3) und Dihydro-
spectinomycin (4). Laufmittel: Eisessig : Pyridin : Isopropanol : H;O (A) und 10 % KH,PO4
(B).

4.9 Netropsin-Resistenz und -Biosynthese in verschiedenen Streptomyceten

S. netropsis DSM40259 wurde bereits als Netropsin-Produzent beschrieben (Finlay et al.,
1951). Da dieser Stamm viele Gemeinsamkeiten mit S. flavopersicus NRRL B-2820 aufwies,
z.B. die Morphologie oder das Restriktionsmuster der chromosomalen DNA (s. 4.1), wurde
vermutet, dass es sich bei der zweiten antibiotisch wirkende Substanz, die neben
Spectinomycin in Kulturen von S. flavopersicus vorhanden war, um Netropsin handeln
konnte. Des Weiteren unterstiitzt das Wirkspektrum des Antibiotikums und einige andere im
Folgenden aufgefiihrten Untersuchungsergebnisse diese Hypothese. Wie auch Netropsin
hemmte der Uberstand von S. flavopersicus und S. netropsis DSM40259 das Wachstum des
Eukaryoten Saccharomyces cerevisiae. Netropsin ist relativ instabil, was auch bei einem
Stabilititstest mit dem Uberstand von Sm. baldaccii, der in Fermentationsmedium angezogen
wurde, beobachtet werden konnte. So nahm nach Inkubation des Uberstandes fiir zwei Tage
bei 37°C die Hemmhof-Gréfle bei dem Spectinomycin-resistenten Stamm TK23 von etwa
0,6 cm auf 0,1 cm ab, wéhrend sie beim Spectinomycin-sensitivem TK64 konstant blieb. In
den aufgereinigten Kulturbriihen der Spectinomycin-Produzenten konnte in den ersten

Elutionsfraktionen jeweils noch eine andere antibiotische Aktivitit bemerkt werden. Da
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Netropsin ebenfalls an den Kationenaustauscher Amberlite bindet, konnte es sich also um
Netropsin handeln. Ferner wurde festgestellt, dass die Stimme S. flavopersicus NRRL
B-2820, S. netropsis DSM40093, Sm. baldaccii ATCC19756 und S. netropsis DSM40259 im
Diffusionsassay Resistenz gegeniiber mindestens 20 pg Netropsin aufwiesen.

Die Produktion des zweiten Antibiotikums durch S. flavopersicus erwies sich als sehr
ungiinstig fiir einige Untersuchungen zur Spectinomycin-Biosynthese, -Resistenz und
-Detektion. Daher wire es von erheblichem Vorteil, Mutanten von S. flavopersicus, die dieses
Antibiotikum nicht mehr produzieren, oder resistente Teststimme fiir den Hemmhof-Assay
zur Verfligung zu haben. Ferner wire es auch ohne diesen Hintergrund interessant, die
Biosynthese und die Resistenzmechanismen fiir Netropsin, iiber die bislang nichts bekannt ist,
aufzukléren. Da es sich um ein Peptid-Antibiotikum handelt, kann angenommen werden, dass

an seiner Synthese eine Peptid-Synthetase beteiligt ist.

4.9.1 Suche nach Peptid-Synthetasegenen im Genom von 8. flavopersicus NRRL
B-2820 und S. netropsis DSM40259

Peptid-Antibiotika werden in den meisten Féllen nicht-ribosomal mit Hilfe von Peptid-
Synthetasen synthetisiert. Dabei handelt es sich um grof3e, multi-funktionelle Enzyme, die aus
mehreren Modulen aufgebaut sind. Die Module wiederum umfassen alle eine A-Doméne
(adenylation), eine T-Doméine (thiolation) und eine C-Domine (condensation), die die
Kniipfung der Peptidbindung katalysieren. Zusétzlich konnen noch Doménen vorhanden sein,
die zur Modifikation der Aminoséduren beitragen. Die Anzahl und die Reihenfolge der Module
spiegelt den Aufbau des synthetisierten Peptids wieder, so dass die Peptid-Synthetase zur
Synthese von Netropsin, das drei Peptidbindungen aufweist, auch drei Module besitzen
misste. Die einzelnen Doménen zeigen oft grole Homologie und enthalten einige
konservierte Regionen.

Aus den Datenbanken wurden mehrere Aminoséuresequenzen von Peptid-Synthetasen aus
Streptomyceten und anderen Actinomyceten (S. chrysomallus, S. coelicolor, Nocardia
lactamdurans, Amycolatopsis orientalis und Mycobacterium avium) entnommen, in die
einzelnen Module unterteilt und ein ,,Multiple”-Sequenzvergleich mit dem Programm Blocks
(Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, Washington, USA) durchgefiihrt.
Besonders konservierte Bereiche wie die ATP-Bindedominen wurden in alle moglichen
Nukleotidsequenzen tibersetzt und daraus zwei degenerierte Primer s3034 und s3035

abgeleitet, die all diese Sequenzen umfassten. Zur Vereinfachung der Klonierung wurde an
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die Oligonukleotide noch eine EcoRI- bzw. Xbal-Restriktionsschnittstelle angefiigt. Nach
einer PCR sollte ein etwa 300 bp grofes Fragment erhalten werden. AuBBerdem wurden mit
dem CODEHOP- (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) Programm die
drei weiteren Primer s3263 (revers), s3264 und s3266 abgeleitet. Diese bestanden aus einer
kiirzeren 3’-degenerierten Kernregion, die zu Beginn der Amplifikation an das Template
binden sollte, und einer ldngeren Konsensus-,,Clamp”-Region, die spéter in der PCR zu einer
korrekten Bindung an das Produkt beitrdgt (Rose et al., 1998). Mit den Oligonukleotiden
$3263 + 3264 wurde ein PCR-Produkt von etwa 480 bp, mit s3263 + s3266 von 1,1 kb
erwartet.

Eine PCR mit chromosomaler DNA von S. flavopersicus NRRL B-2820 und S. netropsis
DSM40259 und den degenerierten Primern s3034 und s3035 lieferte auch bei unter-
schiedlichen Annealing-Temperaturen jeweils sehr viele Amplifikate im Bereich von 250 bp
bis 1,4 kb. Die groe Anzahl der gefundenen Amplifikate deckte sich mit dem Befund von
Sosio et al., (2000). In Southern Blot-Hybridisierungsexperimenten mit chromosomaler DNA
von 19 verschiedenen Actinomyceten und zwei Oligonukleotiden, die aus konservierten
Bereichen von Peptid-Synthetasegenen abgeleitet wurden, fanden sie pro Stamm bis zu 29
Banden. Positive Signale traten auch bei Stimmen auf, von denen bislang nicht bekannt war,
dass sie Oligopeptide synthetisieren konnten (Sosio et al., 2000). Auffallend war jedoch, dass
mit den Primern s3034 und s3035 nicht nur Amplifikate in der erwarteten Gro3e von etwa
300 bp auftraten, sondern auch sehr viele lingere Fragmente. Die PCR-Amplifikate, die mit
chromosomaler DNA von S. netropsis DSM40259 erhalten wurden, wurden iiber die
eingebrachten Restriktionsschnittstellen in den Shuttlevektor pTST108.2 ligiert (Abb. 31) und
ansequenziert. Von 27 untersuchten Plasmiden enthielten 17 ein unterschiedliches Insert, aber
nur zwei davon zeigten bei Datenbank-Suchen Ahnlichkeit zu Peptid-Synthetasegenen. Sie
wurden mit pTST108Pep42 und pTST108Pep58 bezeichnet.

Amplifikationen mit den CODEHOP-Primern s3263 und s3266 aus der chromosomalen DNA
von S. netropsis DSM40259 wurden im Rahmen einer Studienarbeit von Riidiger Alt
durchgefiihrt. Die mit dem Computer-Programm abgeleiteten Oligonukleotide erwiesen sich
spezifischer als die Primer s3034 und s3035. So traten neben dem erwarteten Fragment bei
1,1 kb nur zwei zusitzliche scharfe Banden auf. Ein Hintergrund-Schmier war dennoch
sichtbar. Das gewiinschte Amplifikat wurde in den pCR®-BlundII-TOPO®-Vektor
(Invitrogen) ligiert und die Inserts von 21 erhaltenen Plasmiden pRA1.1 - 1.21 ansequenziert.
Dabei konnten 6 unterschiedliche Fragmente gefunden werden, die alle Identitdt zu Peptid-

Synthetasen aufwiesen.
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S. netropsis DSM40259 und S. flavopersicus wurden mit den Plasmiden pTST108Pep42,
pTST108Pep58 und pRAI, deren Inserts Homologie zu Peptid-Synthetasegenen zeigten,
transformiert. Dabei handelte es sich um einen Suizidvektor mit einem Thiostrepton-
Resistenzgen und um ein pUC-Derivat (pRA1) mit einem Kanamycin-Resistenzgen, die liber
homologe Rekombination der Inserts ins Chromosom integrieren sollten. Der vorhandene
Vektoranteil sollte dann durch eine Unterbrechung des Gens zu dessen Inaktivierung fiihren.
Codiert eines der Inserts ein Stiick der Peptid-Synthetase zur Synthese von Netropsin, sollte
es zu einem Ausbleiben der Netropsin-Produktion in den entsprechenden Transformanten
kommen. Ein Resultat blieb jedoch aus, da keine Transformanten erhalten werden konnten

(s. 4.8.2).

4.9.2 Screening einer Genbank von S. flavopersicus NRRL B-2820 nach Peptid-

Synthetasegenen

Um die Gesamtsequenz der gefundenen Peptid-Synthetase-Fragmente und eventuell
benachbarter weiterer Netropsin-Biosynthesegene oder des Resistenzgens zu erhalten, wurde
die unter Kapitel 4.2.2 beschriebene Genbank von S. flavopersicus NRRL B-2820 wieder-
verwendet. E. coli RR1 wurde mit dem Genbank-Phagenlysat infiziert und die erhaltenen
Kolonien in LB-Medium mit Ampicillin angezogen. Danach wurden je zehn Kolonien
vereinigt und daraus die Cosmide mit einer modifizierten Methode nach Lee & Rasheed
(1990) isoliert (s. 3.6.1.2). Von den beiden Amplifikaten pTST108Pep42 und pTST108Pep5S8,
die mit den Oligonukleotiden s3034 und s3035 erhalten wurden, wurden spezifische Primer
s3140 und s3141 bzw. s3142 und s3143 im Abstand von je etwa 300 bp abgeleitet. In
LightCycler-PCR-Ansdtzen wurden diese und als Template die 10 jeweils gepoolten Cosmide
eingesetzt. Dabei konnte nach 470 untersuchten Cosmiden mit jedem Primerpaar ein positives
Signal nachgewiesen werden. Die Reaktion wurde mit den zehn in den Proben vorhandenen
Cosmiden einzeln wiederholt, und es wurden somit zwei Cosmide Co0s360 und Cos462
erhalten. Damit wurde zum einen versucht S. flavopersicus zu transformieren, was wiederum
nicht moglich war, zum anderen S. /ividans TK64. Die regenerierten TK64-Transformanten
wurden durch Ausstreichen auf HT-Platten mit 10 pg/ml Netropsin auf ihre Netropsin-
Resistenz getestet. Es wuchsen jedoch keine Kolonien an, was darauf hindeutete, dass sich auf
den Cosmiden kein Netropsin-Resistenzgen befand. Ferner wurde das Insert der Cosmide
Co0s360 und Cos462 in pIC19H subkloniert. Von Cos360 wurden 15 der Subklone pTST120 -
125, pTST127, pTST130 und pTST131 ansequenziert, von denen einige identisch waren. Nur
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bei den zwei Plasmiden pTST127.2 und pTST127.3 konnte an einem Sequenzende des Inserts
eine Identitét zu Peptid-Synthetasen gefunden werden. Auf den weiteren subklonierten DNA-
Bereichen aus Cos360 konnten keine Ahnlichkeiten zu abgeleiteten Proteinen gefunden
werden, die eventuell an der Biosynthese von Netropsin beteiligt sein konnten. Daher wurde
das Cosmid nicht weiter untersucht. Entsprechend wurden die Inserts der Subplasmide
pTST133 - 139 von Cos462 analysiert. Von 12 Inserts zeigte nur das von pTST139.24
Ahnlichkeit zu Peptid-Synthetasegenen, die jedoch lediglich 240 bp umfasste. Aus diesem
Grunde wurde versucht, weitere Genbankcosmide, die Peptid-Synthetasen codieren, zu
identifizieren.

Da die spezifischen Primer s3140 - s3143 aus der DNA-Sequenz von S. netropsis DSM40259
abgeleitet wurden, die Genbank aber chromosomale DNA von S. flavopersicus umfasste,
wurde die gleiche Screening-Methode iiber LightCycler-PCR mit den degenerierten
CODEHOP-Oligonukleotiden s3263 und s3264 durchgefiihrt. Auf diese Weise wurden 1.324
Cosmide untersucht, von denen 17 positive Signale lieferten und somit eventuell ein Peptid-
Synthetasegen trugen. Die Cosmide wiesen in Restriktionsverdaus unterschiedliche Banden-
muster auf, d.h. sie waren nicht identisch. Nach Transformation von TK64 waren die
erhaltenen Zellen nicht Netropsin-resistent. Aufgrund der groBBen Anzahl an Cosmiden und

der fehlenden Netropsin-Resistenz wurden die Cosmide nicht ndher untersucht.

4.9.3 Suche nach den Netropsin-Resistenzgenen im Genom von S. flavopersicus NRRL

B-2820

Da die Suche nach den Biosynthesegenen von Netropsin, d.h. vornehmlich nach einem
Peptid-Synthetasegen, zu keinem Erfolg flihrte, was vor allem auf die groe Anzahl an
verschiedenen Peptid-Synthetase-Modulen, die im Genom von S. flavopersicus und
S. netropsis DSM40259 codiert waren, zuriickzufiihren war, sollte versucht werden, das
Netropsin-Resistenzgen bzw. -gene zu identifizieren. Wenn wie zu erwarten die Biosynthese-

und Resistenzgene geclustert vorliegen, sollten damit auch die Synthesegene erfasst werden.

4.9.3.1 Isolierung von Netropsin-resistenten S. lividans TK23-Transformanten

Chromosomale DNA von S. flavopersicus NRRL B-2820 wurde mit Xholl partial verdaut und
in den BamHI-geschnittenen positiven Selektionsvektor pFIS251b inseriert (Abb. 34). Da die

Vermutung nahe lag, dass es sich bei der Netropsin-Resistenz eventuell um Membranproteine
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handeln kénnte, wurde mit pFIS251b ein Vektor gewéhlt, der in Streptomyceten in geringer
Kopienzahl vorliegt. Das Shuttleplasmid ist ein Derivat des E. coli-Vektors pJOE773 und
besitzt den Replikationsursprung und die Stabilititsregion von SCP2* sowie ein Thiostrepton-
Resistenzgen. E. coli IM109 wurde mit den Ligationsansétzen transformiert, der entstandene
Bakterienrasen abgeschwemmt und aus den vereinigten Kolonien Plasmide isoliert. Insgesamt
wurden so Plasmide aus etwa 4.000 E. coli-Kolonien erhalten. Zur Kontrolle wurden einige
Plasmide aus Einzelkolonien isoliert und verdaut. Dabei konnte gezeigt werden, dass in allen
Plasmiden ein Insert vorhanden und bei {iber der Hélfte mehr als 4 kb groB3 war. S. lividans
TK23 wurde mit diesem Plasmidgemisch transformiert, und Thiostrepton-resistente Kolonien
wurden selektioniert. Ungefdhr 9.000 erhaltene Transformanten wurden auf HT-Platten mit
10 pg/ml Netropsin replikaplattiert, von denen nach zwei Tagen Inkubation eine Netropsin-
resistente Kolonie anwuchs. Aus den Zellen wurde das Plasmid pTST264 isoliert und
retransformiert in TK23. Die Transformanten erwiesen sich erneut als Netropsin-resistent,
was darauf hindeutete, dass es sich nicht um eine spontane Mutation handelte, sondern dass

die Resistenz tatsdchlich auf dem Plasmid vorlag.

Ndel 184

s

pUC ori rep2%
pFIS251b

7662 bps

HindIII 5479

BamHI 5449
EcoRI 5428
EcoRI 5260

EcoRI 5023
BamHI 5002

Hindlll 4972 Ndel 2943

Abb. 34: Restriktionskarte des Vektors pFIS251b.

4.9.3.2 Analyse des Fragments mit den Netropsin-Resistenzgenen aus S. flavopersicus

NRRL B-2820

Das Insert von pTST264 wurde subkloniert und sequenziert. Es umfasste 9.379 bp. Die

Sequenzierung sowie Homologie-Suchen und Datenbank-Vergleiche wurden unterstiitzt
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durch eine Studienarbeit von Sarah Himbert. Durch eine Southern Blot-Analyse wurde
allerdings festgestellt, dass sich das Insert eventuell aus zwei verschiedenen Genom-
fragmenten zusammensetzte. Daher wurden alle weiteren Untersuchungen auf ein 5,9 kb-
groBBes EcoRV/BamHI-Subfragment konzentriert, das die Resistenz enthielt und so auch im
Chromosom von S. flavopersicus vorhanden war. Mit Hilfe von Datenbank-Suchen und
Homologie-Vergleichen wurden zwei Gene mit einer Liange von 1.556 bp bzw. 1.773 bp
gefunden, die ABC-Transporter codierten und als die fiir Netropsin-Resistenz verantwort-
lichen Enzyme angesehen werden konnten. Die Identitit zu ABC-Typ ,,Multidrug’-
Transportsystemen war dabei am hochsten. Die ORFs wurden als netP!/ und netP2
bezeichnet. Die Gene lagen im Abstand von 2 Basen sehr nahe beieinander, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass ihre Transkription in Form einer polycistronischen mRNA
von einem Promotor vor netPI erfolgt. Der Netropsin-Resistenzmechanismus beruht somit
wahrscheinlich auf einem aktiven Export des Antibiotikums durch die ABC-Transporter aus
der Zelle. Anschliefend an netP2 fand sich ein unvollstindiger offener Leserahmen ORF*
von etwa 1 kb, dessen Produkt Homologie zu Peptid-Synthetasen aufwies (Abb. 35). Bei der
Suche nach konservierten Proteinregionen in diesem abgeleiteten Protein wurde das
Konsensus-Motiv einer AMP-Bindestelle gefunden. Ein solcher Bereich ist in der A-Doméne
jeder Peptid-Synthetase, d. h. der ersten Doméne in einem Modul, zu finden. Dies deutete
darauf hin, dass auch die Netropsin-Biosynthesegene und Resistenzgene in einem Cluster
vorliegen und dass die unvollstindige Peptid-Synthetase an der Synthese von Netropsin

beteiligt sein konnte.

BamHI EcoRV EcoRI EcoRl BamHI BamHI
| |[pamHl_| | |
| | | | | |
0 bp 2.000 4.000 6.000 8.000 9.376
| > > 7
netPl netP2 ORF*
1.556 bp 1.773 bp 988 bp

Abb. 35: Restriktionskarte des Inserts von pTST264 mit den Netropsin-Resistenzgenen netPI und
netP2 und eines unvollstdndigen potentiellen Peptid-Synthetasegens ORF*.
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4.9.3.3 Datenbank-Recherche mit den Sequenzen der Netropsin-Resistenzgene netPl

und netP2

Der charakteristische Aufbau von ABC-Transportern aus einer Transmembran-Domédne und
einer ATP-Bindedoméne fand sich bei der Suche nach konservierten Bereichen sowohl in
NetP1 als auch in NetP2 wieder. Die etwa 150 Aminosduren umfassende, hydrophobe
Transmembranregion lag bei beiden Proteinen am N-terminalen Ende. Mit dem Programm
TMHMM (CBS, Dinemark) konnten in NetP2 sechs Transmembran-Helices gefunden
werden, was der in ABC-Transportern iiblichen Anzahl entsprach. In NetP1 wurden mit
demselben Programm keine Transmembran-Helices lokalisiert, wihrend mit TMPred
(EMBnet-CH) finf solcher Bereiche ausgemacht wurden. Im Allgemeinen sind die
Transmembranregionen der Exporter nicht sehr konserviert, sondern zeichnen sich vor allem
durch einen groflen Anteil an hydrophoben Aminosduren aus.

Die ATP-Bindedoménen im C-terminalen Bereich der Exportproteine erstreckten sich iiber
einen Bereich von ungefdhr 200 Aminosduren, waren hochkonserviert und wiesen
untereinander etwa 38 % Identitdt und zu den ATP-Bindestellen anderer Transporter bis zu
58 % Identitdt auf. Des Weiteren waren in dieser Region die beiden Konsensus-Sequenzen
des Walker A-Motivs (,,P-Loop”) GHSGHGKST und des Walker B-Motivs VLLADE sowie
die ,,ABC-Signature”-Sequenz LSGG(XX)Q vorhanden, die fiir eine Bindung des Nukleotids
verantwortlich sind bzw. mit der Phosphatgruppe des Nukleotids interagieren (Abb. 36).
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Abb. 36: , Multiple”’-Sequenzvergleich der ATP-Bindedoméanen von NetP1, NetP2 und anderer ABC-

Transporter. Verglichen wurden die ABC-Transporter aus B. halodurans (Bhal, BAB07610),
B.  subtilis  (Bsub, AAC24906), Oceanobacillus iheyensis (Ocbihe, BAC13361),
S. flavopersicus (Sfl), Thermoanaerobacter tecongensis (Thantec, AAM24093), Thermo-
synechococcus elongatus (Thsyelo, BAC08514) und Thermotoga maritima (Thtomar,
AAD35376). Die Accession-Nummern sind in Klammern angegeben. Als konservierte
Bereiche finden sich das Walker A-Motiv (AS 407 - 415), die ,,ABC-Signature”-Sequenz (AS
512 - 518) und das Walker B-Motiv (AS 573 - 578) wieder.

4.9.3.4 Untersuchungen zum Zusammenwirken der beiden Netropsin-Resistenz-

Transporter NetP1 und NetP2

ABC-Transporter bestehen im Allgemeinen aus je zwei Transmembran- und zwei ATP-

Bindedoménen, die von einem oder zwei getrennten Genen codiert werden konnen. Die

beiden Gene liegen dann in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander. Zum Teil finden sich

auch Gene, die nur je eine Domédne umfassen. Es wird davon ausgegangen, dass die einzeln

exprimierten Protein-Untereinheiten sich zum aktiven ABC-Transporter-Komplex zusammen-
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lagern und Hetero- oder Homodimere bilden. Bislang ist kein Transporter bekannt, der aus
nur einer Transmembran-Doméne und einer ATP-Bindedoméne besteht (Higgins, 1992).

Um zu beweisen, dass die gefundenen Gene netPI und netP2 im Genom von S. flavopersicus
NRRL B-2820 Resistenz gegeniiber Netropsin vermitteln, und um festzustellen, ob dafiir
eines der beiden Gene ausreicht, wurden verschiedene Inaktivierungskonstrukte hergestellt.
Damit sollte ferner ermittelt werden, ob der Transporter aus zwei Untereinheiten NetP1 bzw.
NetP2 oder einem Komplex beider Untereinheiten besteht. Auf eine getrennte Expression der
Gene wurde vorerst verzichtet, da vor netP2 keine Promotorregion ausgemacht werden
konnte. Aus dem Plasmid pTST264 wurden die beiden Transportgene als BamHI-, EcoRI-
und EcoRV-Fragment in den mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittenen
Shuttlevektor pFIS251b ligiert (Abb. 35). Dabei wurden die Fragmente so grof3 gewihlt, dass
vor netPI noch mindestens 520 bp lagen, und somit der Promotor ebenfalls vorhanden sein
sollte. Das Gen netP2 wurde allerdings am 3 ’-Ende zum Teil um 90 bp bzw. 701 bp deletiert.
Des Weiteren wurde eine ,,in frame”-Deletion in netPI eingefiihrt, indem ein 345 bp-Afel-
Fragment entfernt wurde. Dadurch sollte netPI inaktiviert werden, ohne dass die Expression
von netP2 gestort wurde. In einem weiteren Derivat wurde durch Auffiillen der Norl-
Schnittstelle mit 4 bp durch das Klenow-Enzym innerhalb von netP2 eine Mutation
eingefiihrt, die zu einer Verschiebung des Leserasters des Gens fiihren sollte. Der Bereich
wurde sequenziert, um die Anderung zu iiberpriifen. Die entstandenen Plasmide und ihre

Deletionen sind in Tabelle 17 wiedergegeben.
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Tab. 17: Plasmid-Derivate zur Inaktivierung der Netropsin-Resistenzgene netP[ und netP2.

Plasmid Insertgrofie Insert* Mutation
pTST220.1 |4.721 bp BamHI BamHI Deletion von retP2 um 90 bp
|_‘ netPl >I netP2 § am 3’-Ende
pTST228.1 |3.297 bp EcoRI EcoRI Deletion von netP2 um
|_¢ >| I 701 bp am 3’-Ende
pTST283.2 |5.918 bp EcoRV EcoRV | -
L, > >@
pTST288.2 |5.573 bp EcoRV EcoRV | ,in frame”-Deletion in netP1
1l . .
\_¢ | > >@ durch Deletion eines 345 bp-
Afel-Fragments
pTST293.1 |5.922 bp EcoRV EcoRV | Leserasterverschiebung in
\_¢ >| i >@ netP2 durch Auffiillen einer
|l
Notl-Schnittstelle

*: Zur Insertion wurden die urspriinglichen Restriktionsschnittstellen am 5°- und 3’-Ende verwendet.

Nur die EcoRV-Schnittstellen am 3’-Ende stammen aus der Linker-Sequenz des Vektors.

S. lividans TK23 wurde mit den verschiedenen Plasmid-Derivaten transformiert und die
erhaltenen Zellen auf HT-Platten mit 10 pg/ml Netropsin replikaplattiert. Von S. lividans
TK23/pTST220.1 und TK23/pTST283.2 wuchsen gleich viele Kolonien, wie auf den
Ursprungsplatten vorhanden waren, auch auf den Netropsin-haltigen Platten an, wéhrend in
den anderen Fillen die Transformanten wie der Kontrollstamm ohne Plasmid Netropsin-
sensitiv waren.

In einem weiteren Test wurde versucht, die minimale Hemmkonzentration von Netropsin auf
die Stimme zu bestimmen. Dazu wurden je 10° Sporen in Soja-Mannitol-Medium mit einer
exponentiell fallenden Netropsin-Konzentration von 40 pg/ml bis 0,31 pg/ml angeimpft und
ihr Wachstum {iiber 7 Tage verfolgt. Eine Wachstumskurve {iber die optische Dichte wie bei
E. coli iblich konnte aufgrund der Myzelfiden der Streptomyceten nicht aufgenommen
werden, so dass anhand der Menge des Zellmaterials im Kulturréhrchen die Vermehrung
abgeschitzt werden musste. Tabelle 18 vergleicht das Wachstum der Stimme nach einem und
zwel Tagen Inkubation, wdhrend in Tabelle 19 zusammengefasst wurde, bis zu welcher

Netropsin-Konzentration noch ein Wachstum zu verzeichnen war. S. [lividans TK23/
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pTST220.1 und TK23/pTST283.2, die auf den Netropsin-Replikaplatten anwuchsen,

vermehrten sich auch bei den hohen Konzentrationen sofort. Auffallend war jedoch, dass die

anderen Stimme zwar zuerst gechemmt wurden, aber im Vergleich zu TK23 ohne Plasmid

nach einigen Tagen auch die hoheren Netropsin-Konzentrationen tolerierten.

Tab. 18: Wachstum von S. lividans TK23 und verschiedenen netPl- bzw. netP2-Inaktivierungs-

mutanten in Soja-Mannitol-Medium mit verschiedenen Netropsin-Konzentrationen nach

einem Tag (1 d) und zwei Tagen (2 d).

Netropsin- Wachstum von

Konzen- S. lividans S. lividans S. lividans S. lividans S. lividans S. lividans

tration TK23 TK23/ TK23/ TK23/ TK23/ TK23/
[ng/ml] pTST220.1 | pTST228.1 | pTST283.2 | pTST288.2 | pTST293.1
I1d | 2d | 1d | 2d | 1d | 2d | 1d | 2d | 1d | 2d | 1d | 2d

40 - - + + - - + + - - - -
20 - - + + - + + + - + - +
10 - - + + + + + + - + - +

5 - - + + + + + + + + + +
2,5 - + + + + + + + + + + +
1,25 + + + + + + + + + + + +
0,62 + + + + + + + + + + + +
0,31 + + + + + + + + + + + +

-: kein Wachstum; +: Wachstum.
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Tab. 19: Ermittlung der minimalen Hemmkonzentration von Netropsin auf S. lividans TK23 und

verschiedene netPI- bzw. netP2-Inaktivierungsmutanten.

Wachstum nachweisbar ab einer Netropsin-Konzentration [pg/ml] bei
S. lividans S. lividans S. lividans S. lividans S. lividans S. lividans
Inkubation TK23 TK23/ TK23/ TK23/ TK23/ TK23/
[Tage] pTST220.1 | pTST228.1 | pTST283.2 | pTST288.2 | pTST293.1
1 1,25 40 10 40 5 5
2 2,5 40 20 40 20 20
3 2,5 40 20 40 40 20
4 10 40 40 40 40 40
7 10 40 40 40 40 40

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde noch ein Agarplatten-Diffusionsassay durchgefiihrt. Je 10°
Sporen wurden auf HT-Platten ausgestrichen und in eingestanzte Locher Netropsin-Losungen
verschiedener Konzentrationen gegeben. Die Hemmhofe wurden nach 1 - 4 Tagen Inkubation
bei 30°C vermessen (Tab. 20). Es zeigten sich bei allen Stimmen etwa gleich grofe
Hemmbhofe. Bei TK23/pTST220.1 und TK23/pTST283.2 war ebenfalls eine Inhibitionszone
zu erkennen, innerhalb dieser waren allerdings schon nach einem Tag viele kleine Kolonien
vorhanden, die nach vier Tagen Inkubation den gesamten Hemmbhotbereich ausfiillten. Eine
Erklarung hierfiir wire, dass die Netropsin-Resistenz erst nach dem Auskeimen der Sporen
exprimiert wird. Die ausplattierten Sporen erwiesen sich somit als Netropsin-sensitiv, und
nach der Synthese der Membranproteine wuchsen TK23/pTST220.1 und TK23/pTST283.2
innerhalb der zuerst vorhandenen Hemmzonen. Die gemessenen Hemmhofe blieben bei den

anderen Stammen auch nach ldngerer Inkubationsdauer konstant.
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Tab. 20: Ergebnisse der Hemmhof-Tests zum Einfluss von Netropsin auf S. lividans TK23 und

verschiedene netPl- bzw. netP2-Inaktivierungsmutanten. Die Hemmzonen wurden nach

einem (1 d) und nach 4 Tagen (4 d) Inkubation gemessen.

Hemmhéfe [cm] bei einer Netropsin-Konzentration von

50 pg 30 pg 10 ng 5ug 1 pg 0,1 ug
1d | 4d | 1d | 4d | 1d | 4d | 1d | 4d | 1d | 4d | 1d | 4d
S. lividans TK23 | 0,85 ] 0,90 | 0,70 [ 0,75 | 0,55 | 0,60 | 0,45 | 0,45 [ 0,25 | 0,25 | 0 0
S. lividans TK23/ | 0,80 | 0,15 | 0,65 | 0,10 | 0,35 | 0,10 | 0,35 | 0,05 [ 0,15 | 0 0 0
pTST220.1 * * * * * * * * *
S. lividans TK23/ | 0,75 | 0,75 | 0,60 | 0,50 | 0,50 | 0,45 | 0,35 | 0,30 [ 0,15 | 0,10 | 0 0
pTST228.1
S. lividans TK23/ | 0,80 | 0,15 | 0,60 | 0,10 | 0,45 | 0,10 [ 0,35 | 0,10 | 0,20 | 0 0 0
pTST283.2 * * * * * * * * *
S. lividans TK23/ | 0,80 | 0,75 | 0,60 | 0,60 | 0,50 | 0,45 [ 0,40 | 0,45 | 0,20 | 0,15 | 0 0
pTST288.2
S. lividans TK23/ | 0,75 | 0,75 | 0,60 | 0,60 | 0,50 | 0,50 [ 0,40 | 0,40 | 0,20 | 0,15 | 0 0
pTST293.1

* Wachstum innerhalb der Hemmzone.
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der Spectinomycin-Biosynthese-Gencluster aus S. flavopersicus

NRRL B-2820, S. spectabilis NRRL2494 und S. spectabilis NRRL2792

Neben dem in dieser Arbeit hauptsdchlich untersuchten Streptomyceten S. flavopersicus
NRRL B-2820 sind auch die Stimme S. spectabilis und S. hygroscopicus als Spectinomycin-
Produzenten bekannt. Die Sequenz des Spc-Genclusters aus S. spectabilis NRRL2494 und
S. spectabilis NRRL2792 liegt teilweise bzw. vollstindig vor.

Aus S. spectabilis NRRL2494 wurde das Spectinomycin-Resistenzgen kloniert, indem eine in
S. lividans konstruierte Genbank nach Spectinomycin-resistenten Klonen selektioniert wurde.
Dabei wurde ein 6,7 kb Fragment erhalten und sequenziert. Der Bereich umfasst die bei
S. flavopersicus spcN - spcB benannten Gene vollstindig, sowie das Gen spcC unvollstindig,
und wurde in der Genbank unter der Accession-Nummer AF170704 hinterlegt (Stumpp et al.,
2002).

Das Spc-Cluster aus S. spectabilis NRRL2792 wurde von Hyun und Mitarbeitern kloniert
(Hyun et al., 2000). Dabei wurden aus konservierten Bereichen von dTDP-Glucose-
Synthasegenen spezifische Primer abgeleitet, da erwartet wurde, dass eine dTDP-Glucose-
Synthase an der Synthese der Actinospectose-Untereinheit beteiligt ist. Mit den Primern
wurde eine Cosmid-Genbank durchsucht und etwa 45 kb isoliert, wovon rund 20 kb
sequenziert wurden. Diese Region beinhaltet die Gene spcN bis spcK, die allerdings z.T.
anders benannt wurden. Die Sequenzen einiger Gene wurden in der Datenbank abgelegt.
Dariiber hinaus wurden Untersuchungen zur Aktivitit der myo-Inositol-Monophosphatase und
der dTDP-Glucose-Synthase durchgefiihrt (Jo et al., eingereicht). Uber das Spc-Biosynthese-
Cluster aus S. hygroscopicus ist nichts bekannt. Abbildung 37 zeigt die Genkarten der

sequenzierten Bereiche aller drei Stimme.
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Abb. 37: Physikalische Karte der Spectinomycin-Biosynthese-Gencluster von S. flavopersicus NRRL
B-2820, S. spectabilis NRRL2494 und S. spectabilis NRRL2792 und mogliche Funktionen der

identifizierten Gene. Sf: S. flavopersicus; Ss: S. spectabilis; *: Gen ist am 3 -Ende deletiert.

Die sequenzierten Regionen von S. spectabilis NRRL2494 und S. spectabilis NRRL2792

iiberlappen sich in 4,9 kb und zeigen 95,3 % Identitit auf Nukleinsdure-Ebene. Dies zeigt,

dass die beiden Isolate nicht komplett identisch sind.

Die Reihenfolge und die Orientierung der Gene spcN bis spcK, sowie ihre relative Lange ist

bei allen drei Biosynthese-Clustern gleich. Die abgeleiteten Proteine der beiden S. spectabilis-

Stamme weisen 95 % Aminosaure-Identitit zueinander und durchschnittlich 65 % Identitat zu

den entsprechenden Proteinen von S. flavopersicus auf (Tab. 21).
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Tab. 21: Vergleich der Genprodukte der Spectinomycin-Biosynthese-Cluster von S. flavopersicus
NRRL B-2820, S. spectabilis NRRL.2494 und S. spectabilis NRRL.2792.

Gen Linge (AS) Identitit [%] mogliche Funktion
St spcA 266 67, (myo-Inositol)-Monophosphatase
Ss, spcA 265 964
Ssy, spcA 264
St spcB 376/392 76, (myo-Inositol)-Dehydrogenase
Ss, spceB 374 974
Ssy, spcB 374
St spcC 441 80, Aminotransferase/Dehydratase
Ss, speS1 442
St speD 262 68, Epimerase
Ssa speD 266
St spcE 435 79, Aminotransferase/Dehydratase
Ss, spcS2 439
St spcF 270 58 Glykosyltransferase
Ssa spcG 293
St spcG 271 69, Methyltransferase
Ss, speM 267
St spcH 346 Dehydrogenase
St spcl 312 Keto-Isomerase
St spct 328 76, (dTDP-Glucose-4,6)-Dehydratase
Ss, spcE 330
St spcK 303 75 Thymidylyltransferase
Ssa specD 291
St spcN 330 71, Spectinomycin-Phosphotransferase
Ss, speN 331 944
Ss, specN 332
St spcR 330 Transkriptionsregulator
StspcT 433 68, Transportprotein
Ss, speT 432 944
Ssy spcT 430
St spcX 397 71, Zucker-Bindeprotein
Ss, speX 396
StspcY 302 unbekannt

St: Streptomyces flavopersicus NRRL B-2820; Ss,: Streptomyces spectabilis NRRL2792;
Ssy: Streptomyces spectabilis NRR1.2494;

¢ Identitit S. flavopersicus NRRL B-2820 - S. spectabilis NRRL2792;

4 Identitét S. spectabilis NRRL2792 - S. spectablis NRRL2494.

Wihrend die Gene spcN - spcK von S. flavopersicus und S. spectabilis relativ groBBe
Ahnlichkeiten aufweisen, unterscheiden sich die flankierenden Regionen der Spc-Gencluster
deutlich. Bei S. spectabilis NRRL2494 fehlt das stromabwirts von spcN gelegene spcR-Gen.
An dessen Stelle und in gleicher Orientierung wie spcN findet sich ein spcZ genanntes Gen.
Das von ihm abgeleitete, 267 Aminosduren grofle Protein zeigte bei Homologie-Suchen in
den Datenbanken keine signifikanten Ahnlichkeiten und ergab keine Klassifikation in eine
Protein-Familie. Nur eine sehr schwache Identitét zu einer Flavin-haltigen Amin-Oxidase aus

Homo sapiens konnte nachgewiesen werden. Uber die Funktion oder eine mdgliche
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Zugehorigkeit von spcZ zum Spc-Biosynthese-Gencluster kann somit nichts ausgesagt
werden. Nach spcZ liegt in entgegengesetzter Orientierung ein offener Leserahmen SsORF1,
dessen N-terminales Ende nicht vollstindig sequenziert wurde. Das abgeleitete Protein weist
Homologie zu Dioxygenasen auf und konnte der Protein-Familie der Taurin-Katabolismus
Dioxygenasen zugeordnet werden. Zwischen spcZ und SsORF1 befindet sich eine
palindromische Sequenz, die einen Transkriptionsterminator bilden konnte. Daher erscheint es
wahrscheinlich, dass SSORF1 nicht mehr zum Spc-Cluster zugehdrig ist. Interessanterweise
fehlt in S. spectabilis das Gen spcR, von dem angenommen wurde, dass es in S. flavopersicus
einen Transkriptionsregulator der Spectinomycin-Biosynthesegene codiert. Eine Aktivitit des
Proteins konnte allerdings nicht festgestellt werden, und das Fehlen des Gens in S. spectabilis
deutet zudem darauf hin, dass die Annahme eventuell falsch ist (s. 5.4).

Von S. spectabilis NRRL2792 liegen keine Sequenzdaten der flankierenden Bereiche
stromabwidrts bzw. -aufwérts von spcN und spcK vor. Es ist lediglich bekannt, dass nach spcK
das Gen spel gefunden wurde, das einen ABC-Transporter codieren konnte (Hyun et al.,
2000).

Die nicht vorhandene Homologie der Sequenzregionen vor spcN und nach spcK bei
S. flavopersicus NRRL B-2820 und S. spectabilis NRRL2494 bzw. NRRL2792 im Vergleich
zu den hohen Identititen der Regionen zwischen spcN und spcK geben Anlass zu der
Spekulation, dass diese Gene das komplette Cluster zur Biosynthese von Spectinomycin
umfassen. Es ist allerdings denkbar, dass hier nur ein Teil des Clusters vorliegt, wahrend
weitere zugehdrige Biosynthesegene oder zumindest Regulatorgene in einem anderen Bereich
des Genoms der Stamme liegen.

In S. flavopersicus befindet sich am Anfang des Clusters ein unvollstindiges
Amidinotransferasegen st#B*, ein unvollstindiges IS7//2-Element sowie das IS-Element
IS1374 (s. 4.3). Dies deutet darauf hin, dass in diesem Bereich Rekombinationen und
Rearrangments durch die beiden Insertionselemente stattgefunden haben. Zwischen den IS-
Elementen wurde ein offener Leserahmen gefunden, der Homologie zu Acetyltransferasen
aufweist, sowie die beiden Gene s##K und aph. Die Anordnung und Orientierung der Gene
strK, aph und strB* findet sich in analoger Weise im Streptomycin-Synthese-Cluster von
S. glaucescens wieder. In S. griseus trifft dies nur auf aph und strB* zu, wihrend strK in
umgekehrter Orientierung an anderer Stelle des Clusters liegt. Die zentrale Region von StrK
aus S. flavopersicus weist etwa 75 % Identitét zu den Streptomycin-6-Phosphat-Phosphatasen
aus den Streptomycin-Biosynthese-Clustern von S. glaucescens und S. griseus auf, wihrend

die N- und C-terminalen Enden der Proteine nur geringe Ahnlichkeiten zeigen. Ferner ist das
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Enzym aus S. flavopersicus mit 256 Aminosduren um 204 bzw. 193 Aminosduren am
C-Terminus kiirzer als die analogen Proteine aus S. glaucescens und S. griseus. Innerhalb
dieser C-terminalen Bereiche der Phosphatasen aus den Streptomycin-Produzenten wurden
indes konservierte Motive identifiziert, die an der katalytischen Funktion und der Cofaktor-
Bindung beteiligt sind (Mansouri & Piepersberg, 1991). StrK aus S. flavopersicus ist daher
vermutlich inaktiv.

Das Gen aph zeigt 78 % Identitdit zu den Streptomycin-Resistenzgenen aph(6), die die
Streptomycin-6-Phosphotransferasen in S. glaucescens (Vogtli & Hiitter, 1987) und S. griseus
codieren (Distler et al., 1987). In friiheren Versuchen konnte bereits festgestellt werden, dass
das Enzym Aph aus S. flavopersicus aktiv ist und Streptomycin-Resistenz vermittelt. Dazu
wurde das Gen in einen E. coli-Streptomyces-Shuttlevektor ligiert und transformiert. Die
entstandenen S. [ividans-Transformanten waren schwach Streptomycin-resistent, d.h. auf
Agarplatten mit 1, 5 und 10 pg/ml Streptomycin wuchsen etwa 10 - 1000 x weniger Kolonien
an wie auf Platten ohne Antibiotikum. Bei S. lividans, der nur den leeren Vektor trug, wurde
die Kolonienzahl um das 10* - 10°-fache reduziert. AuBerdem wurde in diese Plasmid-
Derivate das Regulatorgen st#R aus dem Streptomycin-Biosynthese-Cluster von S. griseus
inseriert. Es konnte jedoch kein Einfluss des Regulators auf die Aktivitit von Aph aus
S. flavopersicus nachgewiesen werden, und es wurde auch keine StrR-Bindestelle vor dem
aph-Gen identifiziert.

Die dargestellten Befunde erlauben die Aufstellung von zwei Hypothesen. Zum einen kdnnte
in S. flavopersicus ein Gencluster fiir ein Streptomycin-dhnliches Aminoglykosid-
Antibiotikum vorgelegen haben, das im Laufe der Evolution durch Mutationen, Insertionen
und andere Rearrangements so modifiziert wurde, dass ein verdndertes Synthese-Cluster fiir
das neue Antibiotikum Spectinomycin entstand. Zum anderen konnten zwei Synthesecluster
fiir Streptomycin und fiir Spectinomycin vorhanden gewesen sein, von denen das

Streptomycin-Cluster durch die beschriebenen chromosomalen Umordnungen verloren ging.

5.2  Hypothetischer Biosyntheseweg von Spectinomycin

Wie bereits in der Einleitung beschrieben konnten durch in vivo Zufiitterungsexperimente und
durch in vitro Untersuchungen mit Rohextrakten von S. flavopersicus einige Details der
Spectinomycin-Biosynthese aufgeklédrt und ein moglicher Biosyntheseweg aufgestellt werden.

Die nun vorliegenden molekulargenetischen Sequenzdaten erlauben eine Uberpriifung und
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ndhere Einblicke in den Syntheseweg. Aufgrund der Datenbank-Recherchen und Vergleiche
mit bereits bekannten &hnlichen Synthesewegen konnten den im Spc-Gencluster von
S. flavopersicus codierten Proteinen potentielle Funktionen zugeordnet und der bisher
postulierte Syntheseweg modifiziert werden. Dabei bleiben noch viele Fragen offen. Vor
allem die Bildung des fertigen Produkts aus den beiden Untereinheiten nach der
Glykosyltransferasereaktion ist unklar, da hierfiir auch keine anderen vergleichbaren
Reaktionen bekannt sind.

Ferner wurden im Spc-Biosynthese-Cluster von S. flavopersicus weniger Gene identifiziert
wie sie fiir den postulierten Syntheseweg notig sind. Dies wiirde entweder bedeuten, dass
auBBerhalb des Clusters noch zusétzliche Gene zu finden sind, oder aber, dass einige Enzyme
mehrere leicht unterschiedliche Reaktionen katalysieren. In dem im Folgenden

vorgeschlagenen Syntheseweg wird vom letzteren Fall ausgegangen.

5.2.1 Hypothetischer Biosyntheseweg von Actinamin

Die Synthese von Actinamin geht von Glucose-6-Phosphat aus, das zu myo-Inositol-1-
Phosphat umgewandelt wird (Abb. 38). Diese Reaktion, eine intramolekulare Aldol-
Kondensation, wird iiblicherweise von einer NAD™- und ATP-abhiingigen myo-Inositol-1-
Phosphat-Synthetase durchgefiihrt (Walker, 1975). Ein entsprechendes Gen wurde im Spc-
Gencluster von S. flavopersicus nicht gefunden. Auch unter den bisher bekannten
Synthesegenen fiir Streptomycin konnte kein solches Gen ermittelt werden. Myo-Inositol-1-
Phosphat spielt auch im Primérmetabolismus der Zellen eine Rolle und dient z.B. als
Alkoholkomponente von Phosphoglyceriden. Daher erscheint es wahrscheinlich, dass dieses
Intermediat aus dem Primdrmetabolismus abgezweigt wird.

Der nichste Schritt ist die Dephosphorylierung von myo-Inositol-1-Phosphat zu myo-Inositol
durch die von spcA codierte myo-Inositol-1-Phosphat-Monophosphatase. Diese Enzyme
benétigen fiir ihre Aktivitit Metallionen, meist Mg®". Eine entsprechende Bindestelle konnte
in der Aminosduresequenz von SpcA lokalisiert werden. Die Funktion von SpcA aus
S. spectabilis NRRL2792 wurde {iber Aktivitdtsmessungen mit Rohextrakten rekombinanter
E. coli-Stimme nachgewiesen (Jo et al., eingereicht). Die dort gegebenen Daten bediirfen
einer weiteren Uberpriifung mit gereinigtem SpcA-Enzym.

Die Oxidation von myo-Inositol zu scyllo-Inosose sollte durch eine Dehydrogenase unter
Verbrauch von NAD(P)" katalysiert werden. Dafiir kommen die beiden Oxidoreduktasen
SpcB und SpcH in Betracht (s. 4.6.2). Aufgrund der hoéheren Identitdt zu myo-Inositol-
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Dehydrogenasen aus anderen Organismen und wegen seiner Lage innerhalb des Clusters
wurde zunidchst SpcB als das fiir diesen Schritt verantwortliche Enzym angenommen. Die
Untersuchungen, die sowohl mit in E. coli produziertem SpcB als auch mit SpcH durch-
gefiihrt wurden, lieferten leider keine erkennbare Aktivitét eines der beiden Enzyme fiir diese
Reaktion. Daher muss eine genaue Zuordnung der Proteine unterbleiben. Eine mogliche
Ursache fiir die fehlende Aktivitit konnte die relativ schwache Expression der Gene in E. coli
sein. Ferner liegt das Gleichgewicht der Reaktion wahrscheinlich auf der Seite von myo-
Inositol und konnte unter den getesteten Versuchsbedingungen nicht erreicht werden
(Piepersberg, personliche Mitteilung). Durch Elimination des entstehenden NAD(P)H konnte
zwar die Riickreaktion verhindert werden, gleichzeitig geht dabei aber auch die
photometrische Nachweismoglichkeit einer Aktivitit verloren. Eine weitere nicht
auszuschlieende Mdoglichkeit ist, dass das eigentliche Substrat myo-Inositol-Phosphat ist, und
die Dephosphorylierung erst zu einem spiteren Zeitpunkt in der Synthese von Actinamin
stattfindet.

Die entstandene Ketogruppe dient als Angriffspunkt fiir eine Aminotransferase. Auch hierfiir
sind zwei Proteine des Spc-Genclusters denkbar, SpcC und SpcE. Beide zeigen Homologie zu
Aminotransferasen als auch zu Dehydratasen. Die Letzteren katalysieren eine Desoxy-
genierungsreaktion, die auch zur Synthese des Actinospectose-Vorldufers notig ist. Mitglieder
beider Protein-Familien sind Pyridoxalphosphat (PLP)-abhéngig und binden den Cofaktor als
Schiff’sche Base an konservierte Aspartat- und Lysin-Reste (He & Liu, 2002). Hinsichtlich
der Reihenfolge von spcC und spcE im Spc-Gencluster erschien es zunichst wahrscheinlich,
dass die Transaminierung vom frither codierten SpcC-Protein durchgefiihrt wird. Bei der
Sequenzanalyse einiger anderer Antibiotika-Biosynthese-Cluster wurde jedoch festgestellt,
dass die Abfolge der Gene innerhalb des Clusters selten die Schritte im Biosyntheseweg
wiederspiegelt. SpcE zeigte hohe Homologie zur L-Glutamin:scyllo-Inosose-Amino-
transferase StsC aus S. griseus, deren Aktivitit fiir die gleiche Reaktion bei der Synthese der
Streptomycin-Untereinheit Streptidin nachgewiesen wurde (Walker, 1995). AuBBerdem wurde
fir das Enzym eine Zugehorigkeit zur DegT/DnrJ/EryCl/StrS-Familie gefunden, deren
Mitglieder ebenfalls aus Antibiotika-Genclustern stammen und Identitdt zu Dehydratasen
besitzen. Von ihnen wird jedoch postuliert, dass sie als Aminotransferasen fungieren. Eine
genaue Zuordnung der Proteine SpcC bzw. SpcE zu der Transaminierungsreaktion kann also
nicht getroffen werden und miisste durch Aktivititstests mit gereinigten Enzymen iiberpriift
werden. Durch Untersuchungen mit Rohextrakten von S. flavopersicus wurde bereits

festgestellt, dass als Donor der NH,-Gruppe Glutamin dient, dessen a-Aminogruppe auf

159



Diskussion

scyllo-Inosose 1iibertragen wird, wobei 0-Ketoglutaramat entsteht. Dies ist eine relativ
uniibliche Transaminierungsreaktion in Bakterien. Des Weiteren wurde bewiesen, dass die
Aminogruppe zuerst an Position C-1 und danach an C-3 angehédngt wird (Walker, 1995).

Fiir die nachfolgende Oxidation wird wieder eine Dehydrogenase bendtigt. Wie bereits oben
beschrieben, kommen dafiir die Enzyme SpcB und SpcH in Betracht. Eventuell fiihrt eine
Dehydrogenase beide Oxidationsreaktionen in der Actinamin-Synthese aus, wéhrend die
andere bei der Umwandlung von Spectinomycin zu Dihydrospectinomycin benétigt wird. Die
Substratspezifitit der entsprechenden Dehydrogenase miisste daher moglichst breit sein.

Wie fiir die Dehydrogenase- gilt auch fiir die zweite Aminotransferasereaktion, dass beide
Schritte vom gleichen Enzym katalysiert werden konnten. Im Fall von SpcC/SpcE konnte das
andere Enzym als Dehydratase an der Synthese des Actinospectose-Vorldufers mitwirken.

Als nichster Schritt kdnnte eine Inversion der Konfiguration der Glucose an Position C-4
durch die von spcD codierte Epimerase folgen. Es wére aber ebenso denkbar, dass die
Reaktion frither oder spéter im Biosyntheseweg stattfindet.

Fiir die beiden Methylierungen wurde nur ein Gen spcG gefunden, dessen Produkt hohe
Homologie zu DNA-Methyltransferasen aber kaum zu Methyltransferasen aus anderen
Antibiotika-Biosynthese-Clustern aufweist. Bei diesen Antibiotika werden jedoch hiufig die
Aglycon-Einheiten methyliert, oder es laufen O- und C-Methylierungen, seltener jedoch
N-Methylierungen der Zucker-Substituenten ab. So findet z.B. wihrend der Erythromycin-
Synthese in Saccharopolyspora erythraea unter anderem ein Methyltransfer an C-3 des
Zuckers dTDP-Mycarose und ein O-Methyltransfer am Aglycon von Erythromycin A zu
Erythromycin C statt (Summers et al., 1997), wihrend bei Nogalamycin die Zucker-Einheit
Nogalose O-methyliert wird (Torkkell et al., 2001). Wie auch bei den DNA-Methylasen dient
S-Adenosyl-Methionin als Donor der Methylgruppe bei der Synthese von Actinamin. Uber
die Reihenfolge, mit der die CH3-Gruppen angehdngt werden, ist nichts bekannt. Sicher ist
nur, dass zuerst beide Aminogruppen vorhanden sein miissen, bevor die Methylierungen
stattfinden (Walker, 1995). Das Vorhandensein von nur einer Methyltransferase SpcG, die
zwei Reaktionen katalysiert, bestitigte den Verdacht, dass fiir die beiden Dehydrogenierungen
und beide Aminierungen jeweils auch nur ein Enzym zustindig sein kdnnte. Die Streptidin-
Untereinheit von Streptomycin enthdlt zwei Amidinogruppen und im Streptomycin-
Biosynthese-Gencluster wurden in der Tat zwei Amidinotransferasegene gefunden. Beide
Enzyme wurden in S. /ividans kloniert und waren in einem nicht-spezifischen Assay, der nicht
zwischen dem ersten und zweiten Transamidierungsschritt unterschied, aktiv. Die Aktivitét

der Amidinotransferasen mit ihren postulierten Substraten wurde allerdings noch nicht
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getestet, so dass keine Aussage dariiber gemacht werden kann, ob alle zwei Trans-
amidierungen vom gleichen Protein oder von den beiden unterschiedlichen Proteinen
katalysiert werden (Piepersberg & Distler, 1997). Fiir die Synthese von Bluensidin wird
dahingegen nur eine Amidinotransferase benétigt und im Cluster codiert. Unter Versuchs-
bedingungen konnte diese beide Amidinogruppen an die Streptidin-Untereinheit von

Streptomycin anbauen.
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Abb. 38: Postulierter Biosyntheseweg von Actinamin.

5.2.2 Hypothetischer Biosyntheseweg des Actinospectose-Vorliufers

Actinospectose selbst wird wihrend der Biosynthese wahrscheinlich gar nicht gebildet,
sondern liegt als aktivierter Vorldufer vor, der mit Actinamin verbunden wird (Abb. 39).
Glykosyltransferasen, die diese Reaktionen katalysieren, konnen nur aktivierte ANDP-Zucker
als Donor erkennen. Die Synthese des Precursors geht von Glucose-1-Phosphat aus, das durch
die Glucose-1-Phosphat-Thymidylyltransferase SpcK aktiviert wird. Diese Enzyme sind weit
verbreitet in Antibiotika-produzierenden Bakterien und oft hoch homolog zueinander sowie
zu dNDP-Glucose-Synthetasen aus anderen Organismen. Meist dient dUTP oder dTTP als
Aktivator. Die dTDP-Glucose-Synthase aus S. spectabilis NRRL2792 wurde niher untersucht
und eine Aktivitdt des gereinigten Enzyms mit D-Glucose-1-Phosphat und dTTP als Substrat
nachgewiesen. Andere Desoxynukleotide wurden nicht getestet (Jo et al., eingereicht).

Der néchste Biosyntheseschritt wird von einer dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase durchgefiihrt,
die von spcJ codiert wird. Diese ist wie auch die Thymidylyltransferase ein weit verbreitetes
und in den Bakterien hoch konserviertes Enzym, da die entstehende dNDP-4-Keto-6-

Desoxyglucose ein Precursor fiir viele andere 6-Desoxyzucker-Derivate ist. Die Reaktion ist
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irreversibel und umfasst einen intramolekularen Wasserstoff-Shift von C-4 nach C-6 und eine
Elimination von H,O an C-5 und C-6 durch eine Base im aktiven Zentrum des Enzyms. Spcl
konnte in die Familie der ,,short-chain” Dehydrogenasen/Reduktasen eingeteilt werden, zu der
auch andere Hexose-4,6-Dehydratasen gehdren, die alle NAD(P)" als katalytische
prosthetische Gruppe nutzen (He & Liu, 2002).

Die folgenden Reaktionen sind sehr spekulativ und an die von He und Liu postulierte
Synthese von 4,6-Didesoxyzuckern angelehnt (He & Liu, 2002). Die Untersuchungen von He
und Liu bezogen sich auf die Synthese der Desosamin-Zuckeruntereinheit von
Methymycin/Neomethymycin aus S. venezuelae. Die Autoren nennen drei mdgliche
Mechanismen zur C-4-Desoxygenierung, an der mindestens zwei Enzyme beteiligt sind. Die
an die vorher beschriebene Reaktion anschlieBende Tautomerisierung von dTDP-4-Keto-6-
Desoxyglucose zu dTDP-3-Keto-6-Desoxyglucose konnte von Spcl katalysiert werden.
Dieses Enzym zeigte sowohl Homologie zu Glucose-4,6-Dehydratasen (s. Spcl), zu NAD-
abhéngigen Epimerasen/Dehydratasen als auch zu dTDP-4-Keto-6-Desoxyhexose-4-
Ketoreduktasen. Ein entsprechendes Protein wurde auch im Desosamin-Cluster gefunden. Es
wurde jedoch gezeigt, dass die nachfolgende Dehydratase Desl dTDP-3-Keto-6-
Desoxyglucose gar nicht als Substrat erkennt, sondern dTDP-4-Keto-6-Desoxyglucose
bendtigt. Der Isomerisierungsschritt der Keto- und Hydroxylgruppe wire also unnétig, und
Spcl konnte andere Funktionen im Syntheseweg iibernehmen.

Die folgende C-4-Desoxygenierung wird in S. venezuelae durch eine Pyridoxalphosphat-
abhédngige C-4-Dehydratase Desl und eine Reduktase DeslI katalysiert. Das zu Desl analoge
Protein des Spc-Clusters ist wahrscheinlich entweder SpcC oder SpcE, die, wie bereits bei der
Synthese von Actinamin beschrieben, beide Homologie zu PLP-abhidngigen Amino-
transferasen und Dehydratasen besitzen. Womdglich {ibt eines der Enzyme eine Funktion als
Aminotransferase bei der Synthese von Actinamin aus, wihrend das andere als Dehydratase
in der Actinospectose-Precursor-Synthese fungiert. Fiir die zur Desoxygenierung ebenfalls
benoétigte Reduktase Desll wurde im Spc-Gencluster kein orthologes Enzym identifiziert.
Wiirde der im Biosyntheseweg abgebildete Tautomerisierungsschritt als unnétig wegfallen,
konnte Spcl als potentielle Reduktase angenommen werden, da das Protein auch Identitét zu
Ketoreduktasen zeigte. Eventuell kdme auch eine der beiden Dehydrogenasen SpcB oder
SpcH in Betracht. Desll besitzt ein [4Fe-4S]-Center und gehort zur radikalischen SAM-
Superfamilie. Das einzige im Spc-Cluster codierte Produkt, das ebenfalls diese Merkmale

besitzt, ist SpcY. Es weist allerdings keinerlei Homologie zu Reduktasen auf und auch eine
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NAD"-Bindestelle ist nicht erkennbar. Denkbar wire noch, dass die C4-Desoxygenierung nur

durch die Dehydratase SpcC/SpcE vollstindig katalysiert wird.
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Abb. 39: Postulierter Biosyntheseweg des aktivierten Actinospectose-Vorldufers.

5.2.3 Zusammenbau von Spectinomycin aus seinen Untereinheiten

Die beiden Untereinheiten von Spectinomycin, Actinamin und aktivierte Actinospectose,
werden durch die Glykosyltransferase SpcF iiber eine [-glykosidische Bindung verkniipft
(Abb. 40). Die meisten bisher identifizierten Glykosyltransferasen haben eine relaxierte
Substratspezifitidt sowohl fiir die Zucker- als auch fiir die Aglycon-Reste und konnten in 26
Familien eingeteilt werden. Der Glykosyltransfer kann entweder iiber einen ,,inverting”- oder
einen ,retaining”’-Mechanismus erfolgen. SpcF zéhlt zu den ,,invertierenden” Glykosyltrans-
ferasen, d.h. es kommt zu einer Inversion der anomeren Konfiguration des Zuckers infolge
eines ,,single displacement”-Mechanismus, bei dem der Akzeptor einen nukleophilen Angriff
auf die Position C-1 des Nukleotid-Diphosphozucker-Donors ausiibt (Sinnott, 1991).

Fiir die Bildung der Hemiketal-Bindung kommt in Ermangelung anderer Enzyme SpcY in
Betracht. Das Protein wies geringe Homologie zu Molybdéin-Cofaktor-Biosyntheseproteinen
auf. Uber die Synthese und die Mechanismen der Synthesereaktionen dieser Substanz ist noch
wenig bekannt, ein dhnlicher Ringschluss wie bei Spectinomycin wire aber denkbar.

Mit der von SpcY katalysierten Reaktion konnte es direkt zur Bildung von Spectinomycin
kommen, oder aber es wird zuerst Dihydrospectinomycin gebildet, das dann noch durch eine
Dehydrogenase zu Spectinomycin reduziert werden muss. Fiir diese Reaktion kommen die
Oxidoreduktasen SpcB oder SpcH in Erwdgung. Da in den Kulturiiberstinden von
S. spectabilis (Hoecksema & Knight, 1975) und von S. flavopersicus (s. 4.5.4) auch

Dihydrospectinomycin nachgewiesen wurde, kann diese Substanz als unmittelbares
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Intermediat von Spectinomycin im Biosyntheseweg gesehen werden. Es konnte sich aber
auch um eine Seitenreaktion handeln. In diesem Fall konnte eine der Dehydrogenasen bei der
C-4-Desoxygenierung im Biosyntheseweg des Actinospectose-Precursors mitwirken oder

aber eine andere Oxidoreduktase aus S. flavopersicus und S. spectabilis.
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Abb. 40: Postulierte letzte Stufen des Biosynthesewegs von Spectinomycin.

5.3 Export von Spectinomycin

Die Gene fiir den Export der Antibiotika in den Produzentenstimmen liegen meist geclustert
mit den Biosynthesegenen vor. Die Proteine dienen neben dem Export oft auch als Resistenz.
Sie konnen deshalb auch einzeln in resistenten, anderen Bakterien aufgefunden werden. Um
die Antibiotika aus den Zellen auszuschleusen, wurden bisher zwei Klassen von Export-

Proteinen unterschieden (Méndez & Salas, 1998). Dazu zdhlen zum einen ABC (ATP-
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binding-cassette)-Transporter, die auch als primére Transporter bezeichnet werden, und zum
anderen sekundire Transporter.

ABC-Transporter konnen viele verschiedene Substrate in beide Richtungen durch die
Zytoplasmamembran transportieren und bendtigen dabei Energie in Form von ATP. Ein
typischer ABC-Transporter setzt sich zusammen aus zwei Transmembran-Doménen mit je
sechs membrandurchspannenden, a-helikalen Regionen und aus zwei ATP-Bindedominen,
die sich auf der zytoplasmatischen Seite der Membran befinden. Solche Proteine wurden z.B.
zum Export von Daunorubicin, Tylosin oder Streptomycin in den jeweiligen Produzenten-
stimmen gefunden.

Sekundire Transporter bestehen iiblicherweise aus einem einzigen integralen Protein mit 12
Transmembran-Regionen. Der Transport basiert auf elektrochemischen Gradienten und der
protonenmotorischen oder Natriumionen-getriebenen Kraft entlang der Zytoplasmamembran.
Beispiele hierfiir sind die Exportproteine fiir Actinorhodin oder Pristinamycin.

Haufig sind an den Transportprozessen mit ABC-Transportern auch periplasmatische oder
extrazelluldre Bindeproteine beteiligt, die die zu transportierende Substanz binden und zu den
Membrandoménen des ABC-Transporter-Komplexes transferieren (Driessen et al., 2000). In
gram-negativen Bakterien liegen diese Proteine frei diffundierbar im Periplasma vor, wihrend
sie in gram-positiven Bakterien oftmals iiber einen Lipid-Anker in der Zytoplasmamembran
fixiert oder mit der Membrandomine fusioniert sind.

Ein neuer Typ von Transportern, der Eigenschaften der beiden anderen Transportsysteme
teilt, wurde bei Rhodobacter sphaeroides zur Aufnahme von Glutamat gefunden (Driessen et
al., 2000). Hier liegt ein sekundirer Transporter gekoppelt mit einem Bindeprotein vor, und
die Energie fiir den Transport resultiert aus der protonenmotorischen Kraft. Die Proteine
besitzen meist zwei integrale Membran-Untereinheiten, von denen die gréfere 12 Trans-
membran-Segmente umfasst und wahrscheinlich den Transport und die Bereitstellung der
Energie katalysiert, wiahrend die kleinere Einheit aus vier Transmembran-Bereichen mit dem
Bindeprotein interagiert. Auf Sequenzebene weisen diese Transporter keine Homologie zu
den beiden anderen Typen auf und teilen mit diesen auch keine konservierten Motive.

Im Spectinomycin-Biosynthese-Cluster von S. flavopersicus NRRL B-2820 sowie der beiden
S. spectabilis-Stimme wurde das Gen spcT identifiziert, das moglicherweise ein Trans-
membranprotein codiert, sowie spcX, das Homologie zu extrazelluliren Bindeproteinen
aufweist. SpcT zeigt Homologie zu verschiedenen Zucker-Transportproteinen (32 % Identitit
zu einem moglichen Export-Protein von S. avermitilis) und zu ,,Multidrug”-Resistenz-

proteinen, worunter die Homologie zu einer Efflux-Pumpe fiir das Makrolid-Antibiotikum
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Pimaricin (Aparicio et al., 2000) mit 25 % identischer Aminosduren am hochsten liegt. Zehn
membrandurchspannende Bereiche konnten in SpcT nachgewiesen werden. Es fand sich
jedoch keine hydrophile Nukleotid-Binderegion mit den Walker A- und Walker B-Motiven,
wie sie alle ABC-Transporter zur Bindung und Hydrolyse von ATP aufweisen. Des Weiteren
fehlt ein konserviertes Motiv, das fiir die Membrandoméne von Bindeprotein-abhdngigen
ABC-Transportern charakteristisch ist und an der Interaktion mit der ATP-Bindedoméne
beteiligt zu sein scheint (Driessen et al., 2000).

Extrazellulire Bindeproteine miissen durch die Zytoplasmamembran ausgeschleust werden.
Dafiir ist ein Signalpeptid am N-terminalen Ende des Proteins nétig, das anschlieend von
einer Signalpeptidase vom Typ I oder Typ II wieder entfernt wird. In der Aminosiuresequenz
von SpcX konnte kein solches charakteristisches Signalpeptid-Motiv identifiziert werden.
Ferner konnte auch kein Lipid-Anker ausgemacht werden, der eventuell zur Fixierung von
SpcX in der Membran dienen konnte. Dies legt den Schluss nahe, dass SpcX zwar Homologie
zu extrazelluldren Bindeproteinen besitzt, aber nicht wie diese ausgeschleust wird, sondern
eventuell frei diffundierbar im Zytoplasma der Zellen wirkt. Es konnte dort Spectinomycin
binden und zu einem Transportprotein transferieren. Bei diesem Transporter konnte es sich
um SpcT handeln, so dass die beiden Proteine SpcT und SpcX zusammen zu der relativ neuen
Klasse der Bindeprotein-abhdngigen sekundédren Transportern gezéhlt werden konnten. Die
geringe Anzahl an Transmembran-Segmenten und das Fehlen von zwei konservierten
Sequenzen innerhalb der Aminosduresequenz von SpcT, die bei Membranproteinen dieser
Transportsysteme vorkommen (Driessen et al.,, 1997), widerspricht allerdings dieser
Hypothese.

Das Spectinomycin-Resistenzprotein SpcN inaktiviert Spectinomycin durch Phosphorylierung
im Inneren der Zellen (s. 5.5), so dass Spectinomycin-Phosphat exportiert werden miisste. Ein
dhnliches Prinzip findet sich bei der Streptomycin-Biosynthese wieder, bei der das
Antibiotikum als inaktives Streptomycin-6-Phosphat bzw. Dihydrostreptomycin-6-Phosphat
synthetisiert und ausgeschleust wird. Durch eine extrazellulire Streptomycin-6-Phosphat-
Phosphatase StrK entsteht dann auBerhalb der Zellen aktives Streptomycin (Piepersberg &
Distler, 1997). Ein Gen fiir eine extrazellulire Phosphatase konnte allerdings im
Spectinomycin-Biosynthese-Cluster nicht gefunden werden. Denkbar wére es daher auch,
dass SpcX eine sehr hohe Affinitét fiir Spectinomycin besitzt und die Substanz sofort nach der
Synthese bindet und transportiert. SpcN hétte somit eine ausschlieBliche Resistenz gegeniiber
wieder in die Bakterien gelangtes Spectinomycin. Da jedoch mit gereinigtem SpcN-Protein

von S. flavopersicus nachgewiesen wurde, dass dieses auch schon Actinamin und eventuell

166



Diskussion

auch Vorstufen aus dem Actinamin-Syntheseweg phosphorylieren kann, erscheint es trotzdem
sehr wahrscheinlich, dass Spectinomycin als Spectinomycin-Phosphat in den Zellen vorliegt
(s. 5.5). S. lividans-Transformanten, die spcT auf einem Plasmid trugen, zeigten keine
Spectinomycin-Resistenz. Dieses Ergebnis konnte zum einen darauf hindeuten, dass nur
Spectinomycin-Phosphat als Substrat von SpcT transportiert werden kann, zum anderen
konnte es bedeuten, dass ein Komplex aus SpcT und SpcX fiir den Export notig ist.

Auf einer Seite des Spc-Genclusters aus S. spectabilis NRRL2792 konnte ein mogliches
ABC-Transportergen spel identifiziert werden, dessen Sequenz jedoch nicht in der Genbank
hinterlegt ist (Hyun et al., 2000). Dartiber, ob SpeV an der Biosynthese, am Export von oder
an der Resistenzausbildung gegeniiber Spectinomycin beteiligt ist, kann daher keine Aussage

gemacht werden.

5.4 Regulation des Spectinomycin-Biosynthese-Genclusters

An einem Ende des Spc-Genclusters von S. flavopersicus NRRL B-2820 liegt das Gen spcR.
Das abgeleitete Protein zeigt eine relativ hohe Identitdt zum Transkriptionsaktivator HstR aus
S. glaucescens (46 % identische Aminosduren) sowie zum Transkriptionsaktivator StrR aus
S. griseus (40 % identische AS) und besitzt mit ihnen gemeinsam ein Helix-Turn-Helix-Motiv
zur DNA-Bindung. Wie bereits in der Einleitung erwihnt (s. 2.2) bilden diese drei Proteine
zusammen eine Klasse der Biosyntheseweg-spezifischen Transkriptionsaktivatoren. HstR und
StrR binden an palindrome Sequenzen, die innerhalb des Streptomycin-Synthese-Clusters
mehrmals vorhanden sind, und induzieren somit die Expression der Synthese- und
Resistenzgene. Im Genom von S. griseus konnten vier StrR-Bindestellen nachgewiesen
werden, von denen drei in intercistronischen Bereichen liegen. StrR wirkt auch bidirektional
und kann die Transkription ausgehend von zwei divergent angeordneten Promotoren
aktivieren. Ferner konnte eine Aktivierung der heterologen Promotoren aus S. glaucescens
durch das StrR-Protein nachgewiesen werden. Sowohl in S. griseus als auch in S. glaucescens
befindet sich innerhalb des s##R-Gens eine weitere StrR-Bindestelle, liber deren Funktion
noch spekuliert wird. Eventuell konnte eine Interaktion des Aktivators an diese DNA-
Bereiche zu einer ,,feed-back-Regulation seiner eigenen Expression fiihren (Thamm, 1999).
Ein Modell zur Kontrolle der Streptomycin-Biosynthese durch den A-Faktor, einen
iibergeordneten Regulator, ist in der Einleitung (Abb. 1) dargestellt.
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In fritheren Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass SpcR in E. coli produziert und
aufgereinigt werden kann. In Mobility-Shift-Experimenten mit DNA aus den
intercistronischen Bereichen zwischen den Genen spcA - spcB, spcH - spcl und spcJ - spcK
konnte jedoch unter verschiedenen Bedingungen keine Bindung des Proteins festgestellt
werden. In diesen Regionen konnten auch keine langen Sequenzwiederholungen identifiziert
werden. Des Weiteren wurde festgestellt, dass SpcR ebenfalls nicht an die palindromen
Bindestellen des StrR-Regulators bindet, von denen auch eine vor dem unvollstindigen
Amidinotransferasegen strB* vor dem Spc-Gencluster gefunden wurde (Abb. 7) (Thamm,
1999).

An gleicher Stelle wie spcR, allerdings in anderer Orientierung befindet sich im
Spectinomycin-Biosynthese-Cluster von S. spectabilis NRRL2494 das Gen spcZ. Es zeigt
keine Homologie zu Regulatoren, und iiber seine mogliche Funktion ist nichts bekannt
(s. 5.1). Die Sequenzdaten von S. spectabilis NRRL2792 in dieser Region sind leider nicht
untersucht. Andere Gene, die Regulatoren codieren konnten, wurden weder bei
S. flavopersicus noch bei den beiden S. spectabilis-Stimmen in der unmittelbaren
Nachbarschaft des Spc-Clusters identifiziert.

Die Resultate legen den Schluss nahe, dass SpcR nicht an der Regulation der Spectinomycin-
Biosynthese in S. flavopersicus beteiligt ist. Das unvollstindige Amidinotransferasegen strB*,
das 86 % Identitdit zum entsprechenden Produkt des Streptomycin-Clusters aufweist, die
beiden ebenfalls zu den Streptomycin-Biosynthesegenen hoch homologen Gene strK und aph,
sowie die beiden unvollstindigen bzw. kompletten IS-Elemente vor dem Spc-Cluster gaben
Anlass zu der Spekulation, dass in diesem DNA-Bereich Rearrangements stattgefunden haben
(s. 5.1). Eventuell wurde ein Biosynthese-Gencluster fiir Streptomycin oder ein @hnliches
Aminoglykosid-Antibiotikum, wie z.B. Bluensidin, durch Insertionen und Deletionen zerstort.
SpcR konnte ein Relikt dieses Clusters sein, das durch zusétzliche Mutationen nun auch nicht
mehr an die StrR-Bindestelle binden kann.

Uber das Integrationssystem des Phagen @¢C31 wurde das Genbankcosmid pTST63, das alle
identifizierten Gene des Spc-Clusters inklusive spcR trug, in das Genom von S. lividans
TK64-Transformanten integriert. Es konnte jedoch keine Produktion von Spectinomycin
durch die Transformanten nachgewiesen werden (s. 4.5.6). Auch eine Variation der
Kulturbedingungen brachte keinen Erfolg. Dies ldsst die Frage offen, ob der sequenzierte
Bereich alle Gene, die zur Synthese von Spectinomycin notig sind, umfasst, oder ob auf
anderen Regionen des Chromosoms noch zusitzliche Biosynthesegene codiert sind. Das

durch die oben beschriebenen Deletionen notwendige Gene zerstdrt wurden, erscheint

168



Diskussion

allerdings unwahrscheinlich, da ja S. flavopersicus Spectinomycin produziert. Mdglich wére
ferner, dass die Synthesegene von einem Regulator, der auBBerhalb des Clusters codiert wird,
oder von noch weiteren, libergeordneten Elementen reguliert werden, die in S. /ividans nicht
vorhanden sind. So wiirde wahrscheinlich auch eine Expression des kompletten Streptomycin-
Biosynthese-Clusters in manchen Streptomyces-Stimmen zu keiner Streptomycin-Produktion
fiihren, da die iibergeordnete Regulationskaskade iiber den A-Faktor, der nicht von allen
Streptomyceten gebildet wird, fehlt. Eine &hnliche Ursache konnte fiir die ausbleibende
Spectinomycin-Synthese in TK64/pTST63 verantwortlich sein. Weiterhin wire denkbar, dass
SpcR als Regulator wirkt, aber durch zusétzliche Modifikationen wie Phosphorylierung oder
kleine Signalmolekiile aktiviert werden muss. Der Transkriptionsaktivator StrR aus S. griseus
benotigt dahingegen zur Interaktion mit der DNA keine weiteren spezifischen Faktoren oder

Modifizierungen.

5.5 Spectinomycin-Resistenz

Bisher wurden zwei Mechanismen beschrieben, die Organismen vor der Wirkung von
Spectinomycin schiitzen. Dazu gehdren Mutationen in der 16S rRNA, dem Angriffsort von
Spectinomycin, und im ribosomalen Protein RpsE, die eine Bindung verhindern (Skeggs et
al., 1987), sowie Adenylyltransferasen, die Spectinomycin inaktivieren (Haas & Dowding,
1975).

In S. flavopersicus NRRL B-2820 sowie in S. spectabilis NRRL2494 wurde spcN als einziges
Gen identifiziert, das Spectinomycin-Resistenz vermittelt. Das abgeleitete Protein zeigt relativ
hohe Homologie zu den ATP-abhingigen Phosphotransferasen StrN aus den Streptomycin-
Biosynthese-Clustern von S. glaucescens und S. griseus. Diese Enzyme sind allerdings nicht
an der Resistenzausbildung beteiligt, sondern phosphorylieren wahrscheinlich Intermediate
zur Synthese der Streptidin-Untereinheit, die dadurch fiir die nachfolgende Amidino-
transferasereaktionen aktiviert werden. Diese Erkenntnis unterstiitzt die Hypothese, nach der
Resistenzgene durch divergente Evolution aus ehemaligen Biosynthesegenen entstanden sein
konnten (Piepersberg & Distler, 1997).

Die Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN teilt mit den Enzymen des Streptomycin-
Clusters einige charakteristische Motive von Aminoglykosid-Phosphotransferasen und
eukaryotischen Protein-Kinasen. Ferner weist sie etwa 20 % Identitit zu einer ATP-

abhingigen Spectinomycin-Phosphotransferase aus Legionella pneumophila auf, deren
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Aktivitdt ndher untersucht wurde (Thompson et al., 1998). Ebenfalls analysiert wurde SpcN
aus S. flavopersicus NRRL B-2820 (Lyutzkanova et al., 1997). In Campylobacter wurde die
Aktivitdt einer Spectinomycin-Kinase nachgewiesen, iiber das Enzym ist allerdings nichts
Genaueres bekannt (Pinto-Alphandary et al., 1990).

Bei der Phosphotransferase aus Legionella pneumophila handelt es sich um ein 331
Aminosduren gro3es Protein mit einem Molekulargewicht von 38,5 kDa. Da sich vor dem
Gen keine Promotorregion und keine Ribosomen-Bindestelle befindet, wurde angenommen,
dass es Teil eines Operons sein konnte. Mit Hilfe eines gekoppelten Assays, wie er in
dhnlicher Weise auch mit SpcN aus S. spectabilis durchgefiihrt wurde (s. 4.6.1.4), wurde der
Kym-Wert des Enzyms auf 21,5 uM bestimmt. Bei hohen Spectinomycin-Konzentrationen trat
eine Substrat-Inhibition ein, wie sie bei vielen Aminoglykosid-modifizierenden Proteinen
gefunden werden konnte. Die Phosphotransferase ist hoch spezifisch und akzeptiert keine
anderen Aminoglykosid-Antibiotika, wie z.B. Streptomycin oder Kanamycin. Bei den bislang
untersuchten Streptomycin-Kinasen wurde eine solch enge Substratspezifitt nicht festgestellt.
An der Katalyse scheinen die beiden Aminosduren Lysin-52 und Aspartat-212 maligeblich
beteiligt zu sein. Uber Massenspektroskopie wurde als Phosphorylierungsstelle die
Hydroxylgruppe an Position C-9 von Spectinomycin, d.h. an der Actinamin-Untereinheit
(Abb. 41), bestimmt und ein moglicher Reaktionsmechanismus aufgestellt (Thompson et al.,
1998).

Die Spectinomycin-Phosphotransferasen aus S. flavopersicus NRRL B-2820 und
S. spectabilis NRRL2494 bzw. NRRL2792 sind mit fast 70 % Identitdt hoch homolog. Daher
wurden auch &hnliche Enzymaktivititen erwartet. Assays mit gereinigtem Enzym aus
S. flavopersicus und anschlieBende HPLC-Analyse zeigten, dass sowohl Spectinomycin als
auch Actinamin phosphoryliert werden, nicht dagegen Streptomycin, Streptidin, Streptamin
und s-Inososamin. Es wurde daher spekuliert, dass die Angriffspunkte von SpcN eine bzw.
beide OH-Gruppen an C-2 und C-6 der Actinamin-Untereinheit sind. Dies entspricht einer
Phosphorylierung an den Positionen C-7 bzw. C-9 von Spectinomycin (Abb. 41)
(Lyutzkanova et al., 1997). Es wire weiterhin denkbar, dass schon Intermediate des
Actinamin-Synthesewegs als Substrate fiir SpcN dienen kdnnten, und sich die Zelle bereits
ziemlich frith wihrend der Produktion vor der antibiotischen Wirkung von Spectinomycin

schiitzt.
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Abb. 41: Strukturformeln von Spectinomycin und Actinamin. Mogliche Angriffspunkte der

Spectinomycin-Phosphotransferase SpcN sind mit Pfeilen markiert.

Die Aktivitdit der Phosphotransferase aus S. spectabilis NRRL2494 wurde mit Hilfe
verschiedener Tests untersucht (s. 4.6.1.4). Das Enzym war bis zu einer Temperatur von 40°C
stabil. In Ubereinstimmung mit den bei der Kinase aus Legionella gefundenen Werten wurde
ein relativ niedriger Ky-Wert von 20 uM fiir das gereinigte Enzym gemessen und eine sehr
enge Substratspezifitit festgestellt. Ferner wurde gezeigt, dass es zu keiner kompetitiven
Inhibition der Phosphorylierungsreaktion kommt, wenn einige andere Aminoglykosid-
Antibiotika neben Spectinomycin eingesetzt wurden. Eine Substrat-Inhibition wie bei der
Kinase aus Legionella wurde unter den gewihlten Versuchsbedingungen allerdings nicht
deutlich.

In den Aktivititstests wurde auch Dihydrospectinomycin, ein Intermediat oder ein
Nebenprodukt der Spectinomycin-Synthese, als Substrat verwendet. Dihydrospectinomycin
wird ebenfalls phosphoryliert und verliert dadurch seine geringe antibiotische Wirkung.
Actinamin, das von SpcN aus S. flavopersicus als Substrat erkannt werden kann, stand fiir
Tests mit dem Enzym aus S. spectabilis nicht zur Verfligung. Dennoch kann angenommen
werden, dass auch mit diesem Enzym die Phosphorylierung an den Hydroxylgruppen der
Positionen C-7 oder C-9 von Spectinomycin stattfindet. Im HPLC-Elutionsdiagramm eines
Aktivititsassays mit SpcN aus S. flavopersicus konnte jeweils nur ein phosphoryliertes
Produkt nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich wahrscheinlich in Analogie mit den
Daten der Kinase aus Legionella pneumophila um Spectinomycin, das an C-9 modifiziert
wurde bzw. um Actinamin, das an C-6 phosphoryliert wurde (Abb. 41). Auf den
Autoradiogrammen der Diinnschichtchromatogramme, die nach der Reaktion der

Phosphotransferase aus S. spectabilis mit Spectinomycin angefertigt wurden, waren zwei
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phosphorylierte Produkte zu erkennen, von denen eines als Spectinomycin-Phosphat und das
andere als Dihydrospectinomycin-Phosphat identifiziert werden konnte (s. 4.6.1.4). Nach
langerer Expositionszeit zeigte sich noch ein dritter Spot. Es wire denkbar, dass SpcN den
Phosphatrest bevorzugt an eine bestimmte OH-Gruppe anhingt, aber zu einem geringen
Prozentsatz auch an der anderen OH-Gruppe eine Phosphorylierung durchfiihren kann. Somit
konnte der schwache Fleck diesem Nebenprodukt entsprechen. Oder es konnten beide
Hydroxylgruppen phosphoryliert werden, was moglicherweise durch einen Uberschuss an
ATP begiinstigt werden konnte. Da mit Dihydrospectinomycin jedoch nicht mehrere Produkte
nachgewiesen wurden, scheint es wahrscheinlicher zu sein, dass die Spectinomycin-
Phosphotransferase aus S. spectabilis nur eine Phosphatgruppe an einen spezifischen Rest
anfiigt. Da sowohl die Spectinomycin-Kinase aus Legionella als auch alle untersuchten
Spectinomycin-Adenylyltransferasen C-9 als Angriffspunkt haben (Yamada et al., 1968),
trifft dies moglicherweise ebenfalls auf SpcN zu. Der dritte, schwache Fleck konnte eventuell
ein phosphoryliertes Anomer von Spectinomycin reprasentieren, was mit Hilfe von
Massenspektroskopie und dhnlichen Untersuchungen geklirt werden miisste.

Da die Spectinomycin-Phosphotransferase intrazelluldr vorliegt, muss das inaktive
Spectinomycin-Phosphat nach seinem Transport aus den Zellen wieder dephosphoryliert
werden. Eine flir diese Reaktion verantwortliche, extrazellulire Phosphatase konnte im
sequenzierten Spc-Gencluster nicht gefunden werden. Es ist unwahrscheinlich, dass die vor
dem Cluster codierte Streptomycin-6-Phosphatase StrK diese Aufgabe iibernimmt, da dem
Enzym am C-Terminus im Vergleich zu den analogen Proteinen aus den Streptomycin-
Biosynthese-Clustern von S. glaucescens und S. griseus fast 200 Aminosduren mit z.T.
katalytischer Funktion fehlen (s. 5.1).

Moglich wire es, dass die Transportproteine Spectinomycin sofort nach seiner Biosynthese
binden, so dass die Phosphotransferase nicht angreifen konnte (s. 5.3). Da auch Actinamin
durch SpcN von S. flavopersicus phosphoryliert wird, ist es wahrscheinlicher, dass das
Substrat der Glykosyltransferase nicht Actinamin, sondern Actinamin-Phosphat darstellt.
Denkbar ist auch, dass schon Vorldufer von Actinamin durch die Phosphotransferase erkannt
werden. Alle weiteren Biosynthese-Intermediate wiirden somit ebenfalls phosphoryliert
vorliegen. Dies wiirde auch die negativen Resultate der Aktivitdtstests erkléren, bei denen die
Umsetzung von Dihydrospectinomycin zu Spectinomycin und umgekehrt durch die
Dehydrogenasen SpcB bzw. SpcH untersucht wurden, da hier nur unphosphorylierte Substrate

eingesetzt wurden.
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5.6 Inaktivierung und Modifikation von Antibiotika-Biosynthese-Clustern

Die Inaktivierung einzelner Gene des Spectinomycin-Biosynthese-Clusters —aus
S. flavopersicus NRRL B-2820 wurde mit verschiedenen Zielen verfolgt.

Eine Insertion im Gen spcR, das entsprechend seiner Homologie zu StrR ein Transkriptions-
aktivator sein sollte, sollte Hinweise liefern, welche Rolle der Regulator auf die Spc-
Synthesegene ausiibt. Bisher konnte noch nicht festgestellt werden, ob das Gen zum
Synthese-Cluster gehort (s. 5.4). Eine Mutation in spcR, die gleichzeitig ein Ausbleiben der
Spectinomycin-Produktion zur Folge hitte, wiirde dies beweisen.

Von den beiden Dehydrogenasen SpcB und SpcH ist nicht bekannt, welche Reaktion sie im
Biosyntheseweg von Spectinomycin katalysieren (s. 5.2). Die Inaktivierungsversuche konnten
dabei helfen, die Enzyme den postulierten Reaktionen zuzuordnen. Eine Hypothese geht
davon aus, dass der unmittelbare Vorldufer im Syntheseweg von Spectinomycin Dihydro-
spectinomycin ist, das durch eine Oxidoreduktase zum Endprodukt reduziert wird. Bei dem
verantwortlichen Enzym konnte es sich um SpcB oder SpcH handeln. Ein Ausfall des
zugehorigen Gens wiirde eventuell zu einer Anhdufung von Dihydrospectinomycin fiihren,
das leicht nachgewiesen werden konnte. Eine weitere Dehydrogenasereaktion findet schon
sehr frith wiahrend der Synthese der Actinamin-Untereinheit statt. Eine Inaktivierung dieses
Gens wiirde wahrscheinlich einen volligen Ausfall der Antibiotika-Produktion bedeuten.

Eine Mutation im Glykosyltransferasegen spcF bzw. im Thymidylyltransferasegen spcK
sollte die Synthese des Actinospectose-Precursors unterbinden, so dass sich Actinamin
ansammelt. Dies konnte aufgereinigt werden. Uber Massenspektroskopie konnte dann geklirt
werden, ob Actinamin wie unter Kapitel 5.5 spekuliert, phosphoryliert in der Zelle vorliegt.
Das sich akkumulierende Actinamin bzw. Actinamin-Phosphat konnte auBlerdem in einigen
Enzymtests als Substrat eingesetzt werden. Des Weiteren konnte untersucht werden, ob sich
Actinamin in den Zellen anhéuft oder von den postulierten Spectinomycin-Transportproteinen
SpcT bzw. SpcX erkannt und exportiert werden kann. In Hemmbhof-Tests konnte ferner die
antibiotische Wirkung des Molekiils tiberpriift werden.

Das Methyltransferasegen spcG sollte komplett deletiert werden. Mogliche Auswirkungen auf
die Biosynthese wéren, dass kein Antibiotikum mehr produziert wiirde oder sich eine
unmethylierte Actinamin-Vorstufe anhdufen wiirde, da diese eventuell nicht von der
Glykosyltransferase erkannt wird. Da Glykosyltransferasen aber im Allgemeinen ein sehr
breites Substratspektrum sowohl fiir Zucker- als auch Aglycon-Reste aufweisen, erscheint es

wahrscheinlicher, dass verdndertes Spectinomycin ohne Methylgruppen entsteht. Dies konnte
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auf seine antibiotische Wirkung getestet werden und als Vorldufersubstanz fiir chemische
Modifikationen dienen. AuBlerdem konnte in den Mutanten das fehlende Gen durch andere
Gene, z.B. das Amidinotransferasegen strB1 von S. griseus (s. 4.8.1), komplementiert werden.
Die Inaktivierungsversuche in S. flavopersicus scheiterten, da der Stamm nur unzureichend
transformiert werden konnte, und dadurch, dass die Zellen nicht vereinzelt werden konnten
und damit immer eine Mischung aus Wildtyp und Mutanten vorlag. Moglicherweise konnte
Fremd-DNA in den Stamm iiber Kreuzungen eingebracht werden, was bislang noch tiberpriift
wird. Zwei Mutanten-Kolonien wurden trotzdem niher analysiert. Mit Uberstinden von
S. flavopersicus AG1, bei dem das Methyltransferasegen spcG komplett hitte deletiert werden
sollen, wurde im Hemmbhof-Test eine verringerte Spectinomycin-Produktion festgestellt und
das aufgereinigte Lyophilisat zeigte einen wesentlich kleineren Hemmbhof beim Teststamm
S. lividans TK64 als das Lyophilisat vom S. flavopersicus-Wildtyp. Dies lieBe sich damit
erkldren, dass durch die Deletion von spcG kein Spectinomycin mehr produziert werden
konnte bzw. eine Substanz hergestellt wurde, die auf die getesteten Bakterien nicht
antibiotisch wirkte. Der kleine Hemmbhof kdnnte auf Spectinomycin basieren, das von den
noch im Isolat befindlichen Wildtyp-Zellen hergestellt wurde. Bei S. flavopersicus AH1,
dessen Dehydrogenasegen spcH mutiert wurde, konnte mittels Agarplatten-Diffusionstest und
HPLC kein Spectinomycin mehr im aufgereinigten Uberstand nachgewiesen werden. Nur auf
dem Diinnschichtchromatogramm war noch eine Restproduktion zu erkennen. Allerdings
zeigte der nicht aufgereinigte Uberstand des Stamms noch Hemmhofe, die eventuell auf
Netropsin zuriickzufiihren sind. Es kann nun spekuliert werden, ob die Mutation von spcH
eine komplette Inaktivierung der Spectinomycin-Synthese zur Folge hatte, oder ob eine
verdnderte Substanz produziert wurde. Diese konnte eventuell nicht mehr an den Ionen-
austauscher, der zur Aufreinigung eingesetzt wurde, binden, oder sie besall keine Wirkung
mehr auf die Teststimme des Hemmhof-Tests. Wenn SpcH die Umwandlung von Dihydro-
spectinomycin zu Spectinomycin katalysieren wiirde, sollte sich im Uberstand der Mutante
Dihydrospectinomycin ansammeln und nachgewiesen werden konnen. Dies war jedoch nicht
der Fall. Denkbar wére allerdings, dass Dihydrospectinomycin verstarkt innerhalb der Zellen
vorliegt und nicht nach auflen transportiert werden kann.

Die oben erwihnte Modifikation der Spectinomycin-Biosynthese durch Austausch eines Gens
in S. flavopersicus sowie die versuchte Modifikation des Streptomycin-Biosynthesewegs in
S. griseus (s. 4.7) hatten zum Ziel, verdnderte Antibiotika zu produzieren. Diese konnten z.B.
ein anderes Wirkungsspektrum oder verminderte Nebenwirkungen aufweisen. Bei S. griseus

gelang der Austausch des Amidinotransferasegens strBl gegen das Methyltransferasegen
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spcG aus S. flavopersicus. Die erhaltenen Klone zeigten in Hemmhof-Tests keine

antibiotische Wirkung mehr auf die Teststimme. Dies konnte mehrere Griinde haben:

1. Durch die Protoplastierung, Transformation und Rekombination konnten weitere
Rearrangements im Genom entstanden sein, die die Synthese inaktivierten.

2. Durch den Genaustausch konnte eine verdnderte Streptidin-Untereinheit synthetisiert
werden, die anstelle der Amidinogruppen Methylgruppen besitzt oder aber keine der
beiden Gruppen tragt. Das modifizierte Molekiil kdnnte von den Glykosyltransferasen
nicht mehr erkannt oder umgesetzt werden, so dass die Synthese des Streptomycin-
Derivats vorzeitig zum Erliegen kommt. Anderenfalls konnte auch das verdnderte
Streptomycin den nachfolgenden Enzymen nicht mehr als Substrat dienen und somit nicht
aus den Zellen exportiert werden oder durch die extrazellulire Phosphatase
dephosphoryliert und damit aktiviert werden.

3. Die Streptomycin-Synthese war ohnehin schwach, da schon mit dem Uberstand des
S. griseus-Wildtyp nur kleine Hemmhofe im Platten-Diffusionsassay erhalten wurden. Die
unter Punkt 2 beschriebenen, verdnderten Streptidin-Untereinheiten konnten zwar noch
ein Substrat fiir die nachfolgenden Enzyme sein, aber mit viel geringerer Effizienz. Die
Reaktionen wiirden langsamer ablaufen, und es wirde weniger modifiziertes
Streptomycin gebildet werden, das somit unter die Nachweisgrenze des Hemmhof-Tests
fallt.

4. Die Mutanten konnten ein verdndertes Streptomycin synthetisieren, das jedoch nicht mehr
antibiotisch aktiv ist. Chemische Modifikationen, die an Spectinomycin verwirklicht
wurden, zeigten, dass Verdnderungen an Actinamin zu einem Verlust der antibakteriellen
Aktivitit fiihrten. Diese Beobachtung konnte auch auf Anderungen an der Streptidin-
Einheit zutreffen.

Ob in den aufgereinigten Uberstinden der Kulturen ein modifiziertes Streptomycin zu finden

ist, miisste mittels Rontgenstrukturanalyse, Massenspektroskopie oder Kernresonanz-

spektroskopie ndher analysiert werden.

Der umgekehrte Genaustausch, der in S. flavopersicus durchgefiihrt wurde, fiihrte zu

Mutanten, die keinen eindeutigen Phénotyp aufwiesen. Dies war zum einen darauf

zurickzufiihren, dass der Stamm sehr schlecht transformiert werden konnte. Zum anderen

konnten keine Sporen mit nur einem Chromosom gewonnen werden, weshalb in den

Myzelkolonien immer ein Gemisch aus Wildtyp und Mutanten vorlag. Um S. flavopersicus

zur kombinatorischen Biosynthese einzusetzen, miissten zuerst diese Probleme geldst werden

(s. 5.9).
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5.7 Netropsin-Resistenz

Die Expression der beiden Gene netPl und netP2 aus S. flavopersicus NRRL B-2820 in
S. lividans zeigte, dass die zugehorigen Genprodukte Resistenz gegeniiber Netropsin
vermitteln. Durch Datenbank-Recherchen wurden beide Proteine als ABC-Transporter
identifiziert, die sich iiblicherweise aus zwei Transmembran-Doménen und zwei ATP-
Bindedoménen zusammensetzen. NetP1 und NetP2 wiesen die typischen Strukturmotive je
einer hydrophoben Transmembranregion und Konsensus-Sequenzen einer ATP-Bindedoméne
auf, die vermutlich ein Heterodimer bilden. In Streptomyceten finden sich sowohl zwei auf
dem Chromosom direkt benachbart liegende Transportergene mit je einer Transmembran- und
ATP-Bindedomine, wie z.B. die beiden Amphotericin-Exportproteingene ampG und ampH
aus S. nodosus, als auch Einzelgene, die jeweils zwei Transmembran- und ATP-Binde-
doménen codieren wie bei S. coelicolor (Abb. 42). Zum Teil wurde auch nur ein Gen mit
lediglich einer Transmembran- und ATP-Bindedomine gefunden. Es wird dann davon
ausgegegangen, dass sich der funktionsfidhige Transporter aus zwei gleichen Untereinheiten,

d.h. als Homodimer, zusammensetzt.

S. nodosus
amphH > amphG >
00 Transmembran-
Doméne
] T T T T T T T T T T T e e
ATP-Binde-
doméne
SCC57A4.34C S. coelicolor

Abb. 42: Schematische Darstellung der Gene und Doménenstruktur der abgeleiteten Exportproteine
AmphG und AmphH aus S. nodosus (AAK73498, AAK73499) und eines ABC-Transporters
aus S. coelicolor (NP_626994).
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Versuche mit verschiedenen Deletionsmutanten der Transportergene sollten Einblick
verschaffen dariiber, ob die Exportproteine als Homo- oder Heterodimere wechselwirken.
Dabei stellte sich heraus, dass eine Deletion von 30 Aminosiduren am C-Terminus von NetP2
keinen Einfluss auf die Resistenzausbildung hatte. In ,,Multiple”-Sequenzvergleichen fanden
sich in diesem Bereich auch keine groBen Ubereinstimmungen mit anderen Transporter-
Sequenzen, so dass davon ausgegangen werden kann, dass bei dem relativ gro3en Protein
diese letzten Aminosduren eine untergeordnete Rolle fiir die Funktion spielen. Wurde
dagegen mehr als ein Drittel des C-Terminus von NetP2 deletiert, so dass ein Teil der ATP-
Bindedoméne entfernt wurde, wuchsen die untersuchten S. /ividans TK23-Transformanten
nicht mehr auf Platten mit 10 pg/ml Netropsin. Das Gleiche galt fiir eine in-Frame-Deletion in
netPl. Daraus kann abgeleitet werden, dass beide Transporter fiir die Netropsin-Resistenz
verantwortlich sind und wahrscheinlich ein Heterodimer bilden. Im Widerspruch dazu stehen
allerdings die Ergebnisse der Ermittlung der minimalen Hemmkonzentration, bei denen die
Deletionsmutanten eine erniedrigte Netropsin-Resistenz zeigten im Vergleich zu Zellen mit
beiden intakten Transportergenen, aber im Vergleich zum Kontrollstamm TK23 ohne Plasmid
doch noch bei hoheren Netropsin-Konzentrationen anwuchsen. Eine mogliche Erklarung fiir
diese Beobachtung wire, dass NetPl und NetP2 normalerweise einen heterodimeren
Transporter bilden, beide fiir sich aber zu einem geringen Anteil auch Homodimere bilden
konnten. Die Resistenz durch diese Homodimere konnte niedriger sein, da eventuell die
Wechselwirkungen zwischen den gleichen Untereinheiten nicht so stark sind, oder da fiir eine
optimale Substrat-Erkennung und -Bindung sowohl NetPl als auch NetP2 nétig sind.
Genauere Untersuchungen mit Deletionen in beiden Genen konnten dariiber néhere
Erkenntnisse bringen. Ferner konnte auch versucht werden, netPI und netP2 separat unter die
Kontrolle eines fremden Promotors zu stellen, zu exprimieren und ihre Aktivitit zu messen.

Bei den Transportproteinen, die in Datenbank-Vergleichen Ahnlichkeiten zu NetP1 und
NetP2 aufwiesen, handelte es sich zum groBBen Teil um Proteine, deren Funktion als
,»Multidrug”-Resistenzprotein analysiert oder postuliert wurde. Es wére daher von Interesse,
ob die ABC-Transporter aus S. flavopersicus ebenfalls mehrere Substrate erkennen konnen,
ob sie spezifisch fiir Netropsin sind oder eventuell auch das strukturverwandte Distamycin A

transportieren.
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5.8 Netropsin-Biosynthese

Neben den beiden Netropsin-Resistenz-vermittelnden Transportergenen wurde auch der
Beginn eines Peptid-Synthetasegens, d.h. einer Adenylierungs-Doméne, gefunden. Da fiir die
Synthese des Peptid-Antibiotikums Netropsin eine Peptid-Synthetase bendtigt wird, legte dies
den Schluss nahe, dass mit den Resistenzgenen auch der Anfang des Netropsin-Biosynthese-
Clusters kloniert wurde. Die Resistenzgene wiirden also, wie auch im Fall von
Spectinomycin, geclustert mit den Biosynthesegenen vorliegen. Mit den vorhandenen
Sequenzen kann somit in einer Genbank von S. flavopersicus nach dem/den vollstindigen
Peptid-Synthetasegen/en und moglicherweise weiteren Biosynthesegenen gesucht werden. Da
Netropsin drei Peptid-Bindungen besitzt, sollte die Peptid-Synthetase aus drei Modulen und
einer Startereinheit bestehen. Die fiir die Herstellung der nicht-proteinogenen Aminosduren
zustdndigen Enzyme sollten ebenfalls im Cluster in Form von separaten Genen oder als
zusitzliche Doménen innerhalb des Peptid-Synthetasegens codiert werden. So wire es z.B.
denkbar, dass eine Domine vorhanden ist, die die Heterozyklusbildung zu den Pyrrolringen
katalysiert. Bei Peptid-Synthetasen finden sich hdufig auch Methylierungsdoménen, die fiir
eine N-Methylierung der Peptid-Bindung verantwortlich sind. Im Fall von Netropsin befinden
sich die Methylgruppen an den Pyrrolringen, so dass eventuell eher ein einzelnes Methylase-
gen vorhanden sein konnte.

Ein weiterer interessanter Aspekt betrifft die Regulation der Resistenzgene und der sich
moglicherweise anschlieenden Biosynthesegene. ,,Multidrug”-ABC-Transporter werden oft
iiber globale Regulationssysteme oder iiber Aktivator- bzw. Repressorproteine kontrolliert,
wobei das zu exportierende Molekiil die Transkription der Transportergene erhoht, indem es
an einen Aktivator oder Repressor bindet. Bei Antibiotika-Resistenz-vermittelnden
»Multidrug”-Transportern wird die Expression héufig erst durch den Wirkstoff induziert
(Putman et al., 2000). Es wire zu kldren, ob dies auch fiir Netropsin zutrifft und ob sich ein
Regulatorgen innerhalb des Synthese-Clusters befindet. Die Agarplatten-Diffusionsassays, bei
denen TK23-Transformanten mit netP! und netP2 ein etwas verzogertes Wachstum
aufwiesen und damit zuerst einen Hemmbhof zeigten (s. 4.9.3.4), konnten eventuell darauf
hindeuten, dass die Gene erst induziert werden miissen. Moglicherweise gibt es in S. /ividans
ein libergeordnetes Regulationssystem, das die ner-Gene induziert. Alternativ konnte die
Resistenz auf das Fehlen der Regulatoren hindeuten, so dass die Gene nur iiber eine
Basalaktivitit des Promotors oder durch ,,Read-through” von Promotoren des Vektor

transkribiert wurden.
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5.9 Ausblick

Das sequenzierte und analysierte Spectinomycin-Biosynthese-Gencluster kann als Basis fiir
eine Vielzahl weiterer Untersuchungen dienen, wovon einige schon in vorherigen
Diskussionskapiteln angesprochen wurden. Ein Problem dabei stellt jedoch hdufig der Stamm
S. flavopersicus NRRL B-2820 dar, der nur mit sehr geringer Effizienz transformiert werden
konnte. Ferner lieB er auch keine Bildung von Sporen erkennen, oder aber diese sind so fest
im Luftmyzel verankert, dass eine Ernte der Sporen nicht moglich ist. Vor allem bei den
Versuchen, die zur Geninaktivierung durchgefiihrt wurden (s. 4.8), erwiesen sich diese
Eigenschaften als hinderlich. Ein Ziel sollte daher sein, durch geeignete Medien- und
Kultivierungsbedingungen den Stamm zur Sporenbildung anzuregen bzw. die Sporen vom
Myzel zu trennen. Hierfiir wire eine Behandlung mit Ultraschall denkbar. Des Weiteren
wurden schon erste Experimente unternommen, um ein Konjugationssystem fiir
S. flavopersicus zu etablieren. So konnte die unzureichende Transformation umgangen
werden. Als Konjugationspartner kommt dabei neben anderen Streptomyceten-Stimmen auch
E. coli in Frage. Transfektion mit spezifischen Phagen wie @C31 stellt eine weitere
Moglichkeit dar, die Transformation zu umgehen.

Als storend erwies sich zusétzlich das Restriktions-/Modifikationssystem von S. flavopersicus
(s. 4.1.3), so dass keine Vektoren mit Ps¢I-Schnittstellen verwendet werden konnten. Daher
wire es denkbar, Mutanten herzustellen, die defizient in diesem System sind. Experimente mit
dem Plasmid pCDC201, das ein PstI-Methyltransferasegen triagt, konnten ausgeweitet werden
(s. 4.8.1). Des Weiteren konnte die PstI-Methylase aufgereinigt werden, um damit die DNA
vor einer Transformation, Transfektion oder Konjugation zu behandeln.

Ein weiteres Bestreben besteht in der Aufklarung der Regulation des Spc-Genclusters.
Mitsamt dem zugehorigen Regulatorgen wire es dann eventuell moglich, das Cluster doch in
S. lividans zu exprimieren. Mit dem ,,Shotgun”-Verfahren konnte S. lividans TK64/pTST63
(besitzt im Genom integriertes Spc-Cluster) mit den Cosmiden der S. flavopersicus-Genbank
transformiert werden. Ein Screening nach Spectinomycin-produzierenden Transformanten
konnte so Plasmide identifizieren, auf denen ein Syntheseweg-spezifischer Regulator oder
iibergeordnete Kontrollelemente codiert sind.

Einzelne Gene des Spectinomycin-Biosynthese-Clusters konnten heterolog exprimiert werden
und ihre Aktivitdt, sofern die Substrate zugédnglich sind, tiberpriift werden. Somit konnten

nihere Einblicke in den Biosyntheseweg gewonnen werden. Eine enge Zusammenarbeit mit
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Diskussion

der Chemie zur Synthese einiger mdglicher Substrate und zur Aufklérung einiger Strukturen
mittels Kernresonanzspektroskopie und anderen Verfahren wire hierbei von Vorteil.

Zudem sind vielféltige Versuche zur kombinatorischen Biosynthese denkbar, wie die
Inaktivierung und der Austausch einzelner Gene oder der gesamten Gene fiir eine
Untereinheit (s. 2.3). Auch wenn Spectinomycin wegen seiner wenig komplexen Grund-
struktur eine gute Ausgangssubstanz fiir Modifikationen darstellt, ist es aufgrund der oben
beschriebenen Probleme mit S. flavopersicus eher ratsam, andere Antibiotika-Produzenten
heranzuziehen. In diese Stimme konnten dann die Spectinomycin-Synthesegene eingebracht
werden.

Auch das Netropsin-Projekt ldsst noch viele Fragen und Ansdtze hinsichtlich der Resistenz
und Biosynthese offen. Einige davon wurden unter den Kapiteln 5.7 und 5.8 angesprochen.
Wiirde es gelingen, eine Transformations- oder Konjugationsmethode fiir S. flavopersicus zu
entwickeln, konnten iiber Inaktivierungen eventuell Mutanten erhalten werden, die kein
Netropsin mehr produzieren. Diese wiirden Untersuchungen zur Spectinomycin-Biosynthese
erheblich vereinfachen. Netropsin-resistente S. lividans TK64-Transformanten bieten z.B.
einen ersten Ausgangspunkt, indem sie als Teststimme in Hemmhof-Assays im Vergleich zu
Netropsin- und Spectinomycin-resistenten TK23-Transformanten zum Nachweis von

Spectinomycin eingesetzt werden konnen.
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Anhang

7 Anhang

7.1  Restriktionskarten einiger Vektoren

PACYC184
4244 bps

HindIII 1523

EcoRV 1679

BamHI 1869
Sph1 2056

pJOE1082.1

6987 bps

HindIIl 3757 Pst13224
Bglll 3437

=
€ p17 rhaP
B

pJOE3065.1
4661 bps

pDHS
4650 bps

EcoRV 2484

EcoRI 474
EcoRV 483

[l 85111 490

ll Hindi 507

pJOE2114.1
4360 bps

Bgl11 1670

Bam HI 1899
Pst11917
HindIIl 1929

EcoRI 1962

EcoRI15752, Ndel 22

pJOE3075.3

5786 bps
/
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