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Zusammenfassung

Die Entwicklung von multiresistenten Bakterien als Ausloser von Infektionskrank-
heiten, die nicht mehr durch Antibiotika behandelbar sind, nimmt stetig zu. Ei-
ne weitere Problematik besteht darin, neue Antibiotika zu identifizieren wie zum
Beispiel aus Bakterien, weil diese oft unter Standard-Laborbedingungen nicht kul-
tivierbar sind und somit den klassischen Methoden zur Identifizierung von Wirk-
stoffen nicht zur Verfiigung stehen. Daher sind neue Anséitze gefragt um dieses
Problem zu lésen. Diese Forschungsarbeit setzt mit einem kombinierten Ansatz
aus bioinformatischer Identifizierung von Biosynthese-Genclustern mit Bezug zu
Antibiotika, aus sequenzierten bakteriellen Genomen sowie der Erstellung von Klo-
nen als kultur-unabhéngige Methode an dieser Schliisselstelle an. Zunéchst wur-
den bioinformatisch, unerforschte Phyla in Bezug auf die Antibiotika-Forschung
untersucht, um gezielter Stamme als Wirkstoffproduzenten zu identifizieren. Die-
se Analyse umfasste in der Summe 361 Stamme der Phyla Acidobacteria, Bac-
teroidetes, Chloroflexi sowie des Superphylums Planctomycetes, Verrucomicrobia
und Chlamydieae. Mit einem statistischen Ansatz wurden Stamme untersucht und
festgestellt, dass 80 % aller Acidobakterien eine iiberdurchschnittliche Gencluster-
Dichte aufweisen, von denen ein Grofiteil relevante Gencluster fiir eine potentielle
Antibiotika-Biosynthese aufzeigen. Dieses Ergebnis wird durch die Identifizierung
zahlreicher Resistenzgene unterstiitzt. Darauf aufbauend wurde das Acidobakteri-
um Terracidiphilus sp. S55 fiir die Erstellung einer Klonbibliothek ausgewéhlt. Als
zweiter Stamm dieses Phylums wurde Acidicapsa borealis untersucht. Das Genom
wurde sequenziert-, durch eine Hybridassemblierung vollsténdig geschlossen und
annotiert. Desweiteren wurden auch in diesem Stamm iiberdurchschnittlich viele
Gencluster identifiziert. Die Etablierung eines kultur-unabhéngigen Ansatzes um-
fasste die Gewinnung von Bakterien aus dem Termitennest von Coptotermis niger,
welche zusétzlich taxonomisch klassifiziert wurden. Aus diesem metagenomischen
Ansatz wurden 80 Klone fiir eine weiterfithrende Untersuchungen erstellt. In der
Summe dieser Forschungsarbeit sind 960 Klone aus zwei unterschiedlichen Res-
sourcen weiter untersucht worden. Dies umfasste eine PCR-basierte Detektion von
Adenyldoménen innerhalb des Gencluster-Typs fiir nicht-ribosomale Peptidsyntha-
sen und zwei direkte Untersuchungsverfahren auf antibakerielle Aktivitat. Dadurch
konnten neun Klone mit antibakterieller Aktivitat identifiziert werden, welche aus
der genomischen DNS von Acidicapsa borealis stammen. Extrakte aktiver Klo-
ne wurden im weiteren Verlauf analytisch durch UHPLC-MS/MS untersucht, um
Produkte zu identifizieren. Im Extrakt des Klons JF 7 C3 wurden die Tripeptide
Valylprolylleucin und Isoleucylprolylisoleucin als heterolog exprimierte Produkte
identifiziert. Die Etablierung dieses kultur-unabhédngigen Ansatzes aus priorisier-
ten Stammen der Acidobakterien wurde in dieser Forschungsarbeit erfolgreich rea-
lisiert und stellt eine Grundlage fiir weitere funktionale (Meta-)Genomansatze zur
Wirkstoffsuche dar.

iii



Abstract

The rising number of multidrug-resistant bacteria causing untreatable infectious
diseases is getting a serious issue. This problem is exacerbated due to the difficulty
of discovering new antibiotics such as from bacteria. Thus, classical approaches
relying on cultivation in natural product discovery are limited. This PhD-Thesis
picks up this bottleneck due to a combined approach consisting of a bioinformatics-
driven discovery for biosynthetic gene clusters regarding antibiotics and a protocol
for preparing clone libraries as an culture-independent approach. In total, 361 un-
derexplored strains concerning antibiotics research were taken into account. Those
belong either to the bacterial phylum Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi or
the superphylum Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydia (PVC). It could
be found out that 80 % of Acidobacteria have high gene cluster densities above
the calculated average. In addition, several resistance genes of potentially relevant
gene clusters for antibiotics biosynthesis could be identified. Thus Acidobacteria
tend to be the most promising resource of this dataset. As a consequence, the
strain Terracidiphilus sp. S55 and Acidicapsa borealis were chosed for clone li-
brary establishment. The latter was furthermore genome sequenced by using a
hybrid assembly approach. Finally the genome was annotated and investigated
according to outstanding traits. It could be found out that this strain also has an
abnormal number of biosynthetic gene clusters compared to the dataset. In addi-
tion to that, a metagenomics-driven approach was established by gaining bacteria
from the termite nest of Coptotermis niger, which were furthermore taxonomical-
ly classified. Subsequently 80 clones could be prepared from this sample. In sum
960 clones from two ressources were screened by means of a PCR-driven analysis
for non-ribosomal peptide synthases and by direct antibiotics production, using
a bioluminescence-based and an extract-based screening approach. Nine clones
from Acidicapsa borealis DNA revealed antibiotic activity and were introduced to
UHPLC-MS/MS analytics for compound detection. As a result, the two tripep-
tides Valylprolylleucin and Isoleucylprolylisoleucin, could be identified within the
extract of clone JF 7 C3, as products of heterologous expression. In summary, this
research project established methods to conduct functional (meta-)genomic expe-
riments, which serves as basis and alternative approach to discover active natural
products.
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Der Beginn der Antibiotikaforschung

Die erste dokumentierte Anwendung einer antibiotisch wirksamen Substanz fiir medi-
zinische Zwecke ist auf das Jahr 1909 datiert. Es handelte sich um die synthetische
Verbindung Salvarsan, welche in der Forschergruppe um Paul Ehrlich entwickelt worden
ist |1]. Die zusétzliche Entdeckung von Penicillin im Jahr 1928 durch Alexander Fle-
ming [2] erdffnete erstmals die Anwendung von Antibiotika aus dem Pilz Penicillium
fungi. Heutzutage werden Antibiotika in der Human- und Veterindrmedizin eingesetzt.
Antibiotika dienen zur Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen, wobei zwischen einer
hemmenden Wirkung (bakteriostatisch) und einer abtétenden Wirkung (bakteriozid)
unterschieden wird [3]. Aus chemischer Perspektive lassen sich Antibiotika in zwei Ka-
tegorien einteilen, zum einen in synthetische Verbindungen und zum anderen aus der
Natur abgeleitete Verbindungen, die generell als Naturstoffe bezeichnet werden.

Viele Naturstoffe mit antibiotischer Wirkung entstammen aus Mikroorganismen, wie
Pilzen oder Bakterien und dienen der eigenen Verteidigung oder als Signalmolekiil [4].
Unter dem taxonomischen Gesichtspunkt zdahlt die Ordnung Actinomycetales und deren
Genus Streptomyces zu den bekanntesten Bakterien, die in der Forschung untersucht
worden sind [5].

Etwa die Hélfte der heute auf dem Markt befindlichen Antibiotika geht auf die Entde-
ckungen zwischen 1950 bis 1960 zuriick, weshalb dieser Zeitraum als goldene Ara der
Antibiotika-Forschung bezeichnet wird [6].

Resistenzentwicklung als akutes Problem

Durch den unsachgeméfien Gebrauch, beispielsweise ohne hinreichende medizinische In-
dikation bei einer bakteriellen Infektion, ist die natiirliche Resistenzentwicklung ge-
gen Antibiotika in Bakterien geférdert worden, die auch als Selektionsdruck bezeichnet
wird [7]. Im Zuge der Resistenzentwicklung wird zwischen drei Kategorien unterschieden,
der intrinsischen Resistenz, der adaptiven Resistenz und der akquirierten Resistenz [§].
Die intrinsische Resistenz wird durch die Eigenschaften der Zellhiille vermittelt, die aus
der Zellwand sowie der Zellmembran und deren Polysacchariden besteht. Im Falle von
Gram-negativen Bakterien besitzt die Zellhiille zwei Membranen, von denen die duflere
Schicht eine zusitzliche Permeabilitdts-Barriere darstellt. Dies betrifft sowohl die Diffu-
sion durch die Lipidschicht von hydrophoben Antibiotika, als auch deren Transport von
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hydrophilen Antibiotika durch Porine [9] [10].

Die adaptive Resistenz ist eine transiente Eigenschaft, welche durch einen konzentrati-
onsabhéngigen Umweltreiz ausgelést wird und eine Anderung der Genexpression, bei-
spielsweise von Transportern zur Folge hat.

Die akquirierte Form der Resistenz basiert auf Mutation oder durch Weitergabe von
Resistenzgenen, zum Beispiel in Form des horizontalen Gentransfers [11]. Bekannt sind
Mutationen an Transportern, welche den Influx von Antibiotika verhindern oder spezia-
lisierte Enzyme, wie 8-Lactamasen, welche das Antibiotikum inaktivieren [7].

Die Weitergabe von stammspezifischen Resistenzgenen in Folge unsachgeméfer
Antibiotika- Anwendung und des ausgeiibten Selektionsdrucks, fithrt dariiber hinaus nicht
nur dazu, dass obligat-pathogene Bakterien, wie Mycobacterium tubercolosis, resistenter
werden, sondern auch dazu, dass weitere Kommensalen des Menschen, wie zum Beispiel
Escherichia coli oder diverse Staphylokokken, diese Resistenzen erwerben. Als Resultat
koénnen auch bakterielle Infektionen von fakultativ pathogenen Bakterien schwer behan-
delbar werden [12].

Bakterien von besonderer klinisch-pathologischer Relevanz werden unter dem Akronym
ESKAPE zusammengefasst, dass die Stamme Enterococcus faecium, Staphylococcus au-
reus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa und
Enterobacter sp. bezeichnet |13]. Im Zusammenhang dieser Entwicklung wird die zuneh-
mende Anzahl Gram-negativer Bakterien als besonders kritisch angesehen. Diese sind
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii und Pseudomonas aeruginosa. Eine
Statistik innerhalb des européischen Raums fiir das Jahr 2015 ergab eine Anzahl von
33.110 Infektionen mit Todesfolge durch nicht mehr behandelbare Bakterien. Fiir dieses
FErgebnis sind insbesondere Cephalosporin- und Meticillin-resistente Bakterien verant-
wortlich [14].

Neue Ansidtze in der Antibiotikaforschung

Die vermehrte Resistenzentwicklung gefihrdet zunehmend den Erfolg einer antibioti-
schen Behandlung. Diese problematische Entwicklung soll durch internationale- sowie
nationale Bestrebungen, wie beispielsweise der Deutschen Antibiotika Resistenzstrate-
gie (DART) entgegen gewirkt werden [15]. Neben dem kontrollierten Einsatz von Anti-
biotika bedarf es zukiinftig alternativer Strategien zur Entdeckung neuer antibiotischer
Metabolite [16]. Der Bedarf einer Intensivierung in diesem Forschungsbereich wird un-
terstrichen durch die niedrige Anzahl von nur zwei neuartigen Substanzen seit 1990,
wie Linezolid und Daptomycin, welche gegen Gram-positive Bakterien wirken [16]. Fer-
ner ldsst sich diese Entwicklung in der Forschung an vier Hemmnissen festmachen, die
durch einen Bericht der Boston Consulting Group genannt werden [17], wie zum Beispiel
Mangel an entsprechenden Experten und chemischen Leitstrukturen sowie schlechte Ge-
winnaussichten und ein hohes Ausfallrisiko in der Entwicklungsphase.

Bisweilen betrégt der Anteil an entwickelten Antibiotika aus Naturstoffen 73 % [15] und
entstammt aus Pilzen oder Bakterien welche durch Kultivierung identifiziert worden
sind. Schitzungen gehen davon aus, dass etwa nur 1 % von Bakterien unter Standard-
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Laborbedingungen kultivierbar sind [18], was die konventionelle Wirkstoffsuche stark
limitiert. Daher bedarf es alternative Methoden welche die Wirkstoffsuche erweitern wie
beispielsweise aus der Bioinformatik und Molekularbiologie. Diese bieten den Vorteil,
die genetische Grundlage der Biosynthese von Naturstoffen in Form der Desoxyribonu-
kleinsdure (DNS), unabhéngig von der Kultivierung zu nutzen. Diesbeziiglich konnten
zum Beispiel erste Erfolge durch die Erstellung von Klonbibliotheken aus Umwelt-DNS
gezeigt werden [19]. Um ein Verstdndnis der Biosynthese von Antibiotika zu erhalten,
sind im nachfolgenden Kapitel die genetischen Grundlagen und bekannte Stoffwechsel-
wege beschrieben, auf die Bezug genommen wird.
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1.2 Beispiele bekannter Biosynthesewege von Antibiotika in
Bakterien

Die Biosynthese von Antibiotika in Mikroorganismen zahlt zu den spezialisierten Stoff-
wechselwegen. Deshalb werden diese enzymatischen Prozesse in den
Sekundarmetabolismus eingeordnet, der Regulationsmechanismen unterliegt und nur un-
ter bestimmten Bedingungen aktiviert wird, wie etwa zur Verteidigung [20] [21] oder
wahrend der Zelldifferenzierung bei einigen Bakterien [22]. Der Sekundédrmetabolismus
unterscheidet sich daher vom Primérmetabolismus, welcher essentiell fiir die Energie-
gewinnung und das Wachstum ist [23]. Dennoch konnen einzelne Metabolite fiir die
Antibiotika-Biosynthese aus dem Primérmetabolismus genutzt werden [23].

Bekannte Beispiele sind Manolyl-CoA fiir die Polyketid-Biosynthese [24], oder Phenyl-
alanin aus der Shikimat-Biosynthese [25], der aromatische Aminosduren fiir die nicht-
ribosomale Peptidsynthese bereitstellt [26].

1.2.1 Polyketid-Biosynthese

Polyketidsynthasen (PKS) werden enzymatisch in drei Typen (I, II und III) einge-
teilt, die einen Multienzym-Komplex ausbilden und aus essentiellen und fakultativen
Doménen bestehen. Diese Enzyme haben sich aus Fettsiauresynthasen (FAS) entwi-
ckelt [27] und koénnen zum Teil die gleichen kurzkettigen Fettsdurederivate, wie Acetyl-
CoA oder Priopionyl-CoA in ihrer aktivierten Form verwenden. Jedoch ist das PKS-
Substratspektrum durch weitere kurzkettige Carbonséduren gegeniiber Fettsduresynthasen
erweitert [28].

Der PKS Typ I gliedert sich in zwei Subtypen, die sich vom Ablauf der Biosynthese
unterscheiden (nicht-iterativ oder iterativ), aber vom modularen Aufbau stark &hneln.
Grundsétzlich bestehen Polyketidsynthasen des Typs I aus Modulen mit mindestens
drei essentiellen katalytischen Doménen. Diese sind das Acyl-Carrier-Protein (ACP),
welches den Transport der wachsenden Polyketidkette durch eine Thioester-Verbindung
vermittelt, die Acyltransferasedoméne (AT), welche weitere Einheiten fiir den Einbau be-
reitstellt und der Ketosynthasedoméne (KS), die duch Claisenkondensation den Einbau
dieser Einheiten in die bestehende Polyketidkette iiber eine Thioesterbindung vermit-
telt. Diese drei Doménen bilden das Minimum fir ein Modul, welche hintereinander
geschaltet, die wachsende Polyketidkette durch sequenziellen Einbau verlangert (Abbil-
dung .

Der Unterschied zwischen dem nicht-iterativen und dem iterativen Typ besteht in dem
Ablauf der Biosynthese. Diese verlduft bei dem nicht-iterativen Subtyp linear von links
nach rechts, jeweils ein Mal pro Modul. Dieses Prinzip wird auch als Co-Linearitéatsprinzip
beschrieben [29]. Bei dem iterativen Subtyp verlduft die Biosynthese iiber ein Modul,
welches mehrmals aktiv sein kann (Abbildung [1.1)).

Bevor die Polyketidkette synthetisiert werden kann, muss ein Aktivierungsschritt vom
apo- zum holo-Enzym durch die Phosphopantetheinyl-transferase (PPtase) erfolgen, wel-
che das 4‘-Phosphopantetheinyl auf den Serinrest der ACP-Doméne(n) ibertragt [30].
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Abbildung 1.1: Organisation der Polyketidsynthase-Typen I, II und III, in Anlehnung
an Lim et al. 2016 [31]. Dargestellt sind die einzelnen katalytischen
Doménen. AT: Acyltrasnferase; ACP: Acyl-Carrier-Protein; KS: Keto-
synthase; DH: Dehydrogenase; ER: Enoylreduktase; KR: Ketoreduktase;
TE: Thioreduktase; CoA: Coenzym A

Dieses Enzym wird in drei Typen eingeteilt, welche auf unterschiedliche Substraffi-
nitdten beruhen und dadurch die strukturelle Diversitéit der Polyketidkette mitbestim-
men [32]. Weitere Schritte wéhrend der Biosynthese determinieren die Diversitét. Im
zweiten Schritt erfolgt dies durch die Acyltransferase-Doméne [33], die weitere Extende-
reinheiten zu der bestehenden Polyketidkette liefert. Im dritten Schritt kénnen weitere
chemische Modifikationen der Kette durch fakultative Doménen, wie der Ketoredukta-
se (KR), Enoylreduktase (ER), Dehydrogenase (DH) erfolgen, welche zur Verzweigung
der Polyketidkette am B-Carbon fithren. Durch eine Thioesterase (TE) am Modulen-
de kann die Kette desweiteren zu einem Lactonring zirkularisiert werden [34]. Als vierte
Moéglichkeit konnen weitere Modifikationen durchgefiithrt werden, welche nicht nur durch
die Polyketidsynthase erfolgt, wie zum Beispiel Methylierung, Isomerisierung, Hydroxy-
lierung, Epoxidierung und Glykosylierung [35]. Ein Beispiel fiir diesen Biosyntheseweg
ist das Antibiotikum Erythromycin.

Bekannte Produktformen aus Typ II Polyketidsynthasen sind polycyclische, aromati-
sche Verbindungen [34]. Enzymatisch sind dies monofunktionale Enzyme, welche sich zu
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einem nicht-kovalenten Komplex zusammenlagern, aber die gleichen Starter- und Extern-
dereinheiten wie Typ I PKS nutzen kénnen. Eine weitere Besonderheit, wie in Abbildung
1.1] gezeigt, stellen die zwei unterschiedlichen Ketosynthase-Subtypen Alpha und Beta
dar. Der Beta-Subtyp zeichnet sich durch eine andere Aminosidure-Sequenz (Glutamin
anstatt Cystein) im katalytischen Zentrum aus und ist nicht wie der Alpha-Subtyp an
der Claisenkondensation beteiligt. Dennoch ist der Beta-Subtyp nicht inaktiv und kon-
trolliert die Lange der wachsenden Polyketidkette [36]. Ein Beispiel fiir ein PKS-Typ II
synthetisiertes Antibiotikum ist das Oxytretracyclin [28] [37].

Typ III Polyketidsynthasen verfiigen iiber eine katalytische Funktion als diskretes En-
zZym (Abbildung. Weitere Doménen sind nicht vorhanden, dennoch ist eine Reaktion
zur Kettenverlangerung und Cyclisierung moglich [38]. Polyketidsynthasen diesen Typs
produzieren eine Reihe unterschiedlicher Sekundéarmetabolite, wie zum Beispiel Pyrone,
Acridone oder Stilbene. Die Biosynthese von Chalcone in Pflanzen gilt als bekanntes-
ter Weg [39] [31]. In Bezug zur Antibiotika-Produktion ist dieser Typ jedoch wenig
erforscht und wurde 1999 erstmals in Bakterien entdeckt [40]. Dennoch gibt es Untersu-
chungen, dass dieser Typ als Hybrid an der Biosynthese von beispielsweise Glykopeptid-
Antibiotika involviert sein kann [41] [42].

1.2.2 Nicht-ribosomale Peptidsynthese

Ahnlich wie Polyketidsynthasen bestehen nicht-ribsosomale Peptidsynthasen (NRPS)
aus multimodular aufgebauten katalytischen Doménen, die sowohl proteinogene als auch
nicht-proteinogene Aminosduren als Bausteine zu einer Kette katalysieren. Neben den
20 proteinogenen Aminoséauren sind 500 nicht-proteinogene Aminosduren bekannt, die
zur Produktdiversitit beitragen [43]. Die Biosynthese erfolgt modular aus mindestens
drei katalytischen Doménen, wie der Adenylierungsdoméne (A-Doméne) fiir die Sub-
straterkennung, der Peptidyl-Carrier-Protein Doméne (PCP oder als T abgekiirzt), die
das Substrat mit dem Intermediat kovalent bindet und der Kondensationsdoméne (C),
welche die Extendereinheit mit dem Intermediat iiber eine Amid- oder Esterbindung
kondensiert (Abbildung . Die Biosynthese der Aminosdurenkette kann, dhnlich der
Polyketid-Biosynthese, iiber eine Thioesterase (TE) abgeschlossen werden. Neben den
Basismodulen konnen auch weitere Module enthalten sein, beispielsweise zur Epimeri-
sierung, Methylierung oder zur Reduzierung des Molekiils. Als Produkte kénnen Ma-
krozyklen und linear verzweigte Verbindungen entstehen, die zusétzlich acyliert oder
glykosyliert werden kénnen [44].
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Abbildung 1.2: Modulare Grundstruktur der katalytischen Doménen einer nicht-
ribosomalen Peptidsynthase, in Anlehnung an Donadio et al. (2007) [45].
Gezeigt sind folgende Doménen, A: Adenylation; T: Peptidyl-Carrier-
Protein, C: Condensation und TE: Thioesterase

Antibiotika, die aus diesem Biosyntheseweg hervorgehen, sind beispielsweise 3-Lactam-
Antibiotika, wie etwa die Gruppe der Penicilline. Weitere wichtige Substanzen sind Dap-
tomycin (Lipopeptid) [46] und Vancomycin (Glykopeptid) [31]. Neben den eigensténdigen
Genclustern existieren auch PKS/NRPS-Hybridformen . Ein Beispiel fiir ein Hy-
bridmolekiil ist das Bacillaen aus Bacillus subtilis .

1.2.3 Ribosomal-synthetisierte und post-translational modifizierte Peptide

Weitere Metabolite, die zur Verteidigung von Bakterien gebildet werden, sind ribosomal-
synthetisierte und post-translational modifizierte Peptide (Ripps) . Ripps besitzen
durch ihre funktionale Seitenkette(n) eine elektrische Ladung, meist kationisch oder am-
phipathisch. Mit dieser Seitenkette kénnen sie von auflen die Membran penetrieren, bis
zur Disruption der ganzen Zelle . Verbindungsklassen von Ripps aus Bakterien sind
zum Beispiel Bacteriocine und Defensine . Ein Ripp, welches in der Lebens-
mittelindustrie zur Konservierung eingesetzt wird, ist Nisin, produziert von Lactococcus
lactis . Ripps, wie Macrocine die durch ihre bioaktive Eigenschaft hdufig im Kontext
von Antibiotika genannt werden, tragen auch die Bezeichnung antimikrobielle Peptide
(AMPs). Auf genetischer Ebene bestehen Ripp-Gencluster im Vergleich zu PKS oder
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NRPS-Genclustern aus wenigen Genen [55]. Die Biosynthese von Ripps erfolgt iiber drei
Schritte, wie der Transkription des Gens und der Translation von messenger RNA. Im
letzten Schritt erfolgt die post-translationale Modifikation, durch die der N-terminale
Teil des Peptids proteolytisch abgetrennt wird. Der C-Terminus bleibt vorhanden und
kann weiter zum finalen Ripp posttranslational modifiziert werden, wodurch eine grofie
strukturelle Diversitédt entsteht, die in 22 unterschiedliche Subtypen gegliedert werden
kann [56].

1.3 Bakterien als Produzenten fiir neuartige Antibiotika

Die Ordnung Actinomycetales, insbesondere deren Genus Streptomyces, waren in den
vergangenen Jahrzehnten die Hauptquelle fiir Antibiotika. Bisher wurden nur vereinzelt
andere Bakterien entdeckt, wie beispielsweise Cyanobakterien, sowie Stimme der Gene-
ra Burkholderia [57] oder Bacillus [58], die Naturstoffe mit antibiotischer Wirkung pro-
duzierten [59]. Durch molekularbiologische Ansétze, wie der Polymerasekettenreaktion
(PCR) auf konservierte Bereiche von PKS und NRPS Genclustern werden auch anderen
Bakteriengruppen die potentielle Fahigkeit zur Biosynthese von Antibiotika zugeschrie-
ben, wie etwa dem Phylum Planctomycetes |60]. Weitere genombasierte Untersuchungen
zeigten, dass marine Chloroflexi und Bacteroidetes Spezies in komplexen Symbiosen zu
Schwéammen stehen kénnen, die als neue Quelle fiir antibakterielle Sekundérmetabolite
dienen [61] [62] [63] [64]. Eine der Hauptursachen fiir die geringe Anzahl an neuen Bak-
terien ist die eingeschrankte Methodik, Bakterien unter Standard-Laborbedingungen zu
kultivieren, weil das natiirliche Habitat nicht vollstdndig imitiert werden kann [65]. Bei-
spiele sind die unzureichende Féhigkeit komplexe Symbiosen aufrechtzuerhalten [66],
oder dormante Bakterien zu reaktivieren [67] [65] [68] [69].

Daher kann nur ein sehr kleiner Anteil an Bakterien aus Habitaten mit hoher mikrobi-
eller Diversitat in Kultur gebracht werden.

Diese Problematik konnte mit Hilfe der Metagenomik und der Weiterentwicklung in
der Sequenzierung von DNS durch sogenannte next generation sequencing Technologien
(NGS) reduziert werden, wodurch es nun moglich geworden ist, Genome zu entschliisseln
[70]. Als Resultat kénnen unbekannte Biosynthese-Wege fiir potentielle Antibiotika un-
abhéngig von der Kultivierung von Bakterien identifizieren werden [71] [72] [70].
Cimermancic et al. (2014) 73] zeigten in einer Phyla-iibergreifenden Analyse hohe Ab-
undanzen von Biosynthese-Genclustern des Sekundérmetabolismus aus dem Phylum
der Proteobacteria. Weitere Phyla, wie Chloroflexi, Bacteroidetes und das Superphylum
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydiae (PVC') [74] wurden ebenfalls hinsichtlich
ihres Biosynthese-Potentials untersucht und sind aufgrund neuer Genominformationen
auch Bestandteil dieser Forschungsarbeit.

In Bezug auf das Phylum Acidobacteria gibt es Hinweise auf ein hohes antibiotisches
Potential, welches in der Publikation von Cimermancic et al. (2014) nicht berticksichtigt
worden ist. Durch den stetigen Zuwachs von Genominformationen wird dieses Phylum
nachfolgend ausfiihrlich thematisiert und ein Einblick in die bisherigen Forschungsergeb-
nisse gegeben.
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1.3.1 Acidobakterien als neue Quelle fiir Antibiotika

Das Phylum Acidobacteria wurde taxonomisch durch diverse Metagenomanalysen unter-
sucht und weist eine grofie Verbreitung sowohl terrestrisch [75], als auch aquatisch [76]
auf. Nach aktuellem Kenntnisstand spaltet sich das Phylum der Acidobakterien in 26
taxonomisch anerkannten sub divisions auf [77]. Das erste kultivierbare Bakterium aus
diesem Phylum ist Acidobacterium capsulatum, isoliert aus Sediment mit saurem pH-
Wert im Jahr 1991 [78]. Laut der Publikation von Ward et al. (2009) [79] besitzen einige
Vertreter des Phylums eine ausgepriagte Carbohydrathydrat-Verwertung fiir Cellulose
oder Xylose.

Im Kontext der Antibiotika-Forschung gilt das Phylum bisher als wenig wissenschaft-
lich beachtet und ist nur durch einzelne Metagenomanalysen sowie Klonbibliotheken
beschrieben. Parsley et al. (2011) [80] charakterisierte eine Klonbibliothek aus einem
Metagenom von Acidobakterien, in der homologe Gene von mtaD entdeckt worden sind.
Fiir dieses Gen ist eine Funktion in der Biosynthese von Myxothiazol beschrieben.
Eine Studie von Crits-Christoph et al. (2018) [81] identifizierte 149 neue Acidobakte-
rien anhand von draft Genomsequenzen aus Bodenproben durch einen kombinierten
Ansatz von Metagenomik und Metatranskriptomik. Anhand dieser Untersuchung wur-
de eine Vielzahl unbekannter Polyketidsynthasen und nicht-ribosomale Peptidsynthasen
entdeckt, welche durch eine Netzwerkanalyse mit diversen Regulatoren fiir zum Beispiel
Zwei-Komponentensystemen verkniipft wurden, die relevant fiir die Aktivierung der Bio-
synthese sind.

Diese ersten Untersuchungen hinsichtlich schwer kultivierbarer Acidobakterien demons-
trieren die Moglichkeiten der modernen Molekularbiologie, welche zunehmend in der
Antibiotika-Forschung angewendet werden. Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurde
diesem vielversprechenden Ansatz nachgegangen und umfassend erginzt durch eine bio-
informatische Untersuchung vorhandener Daten beziiglich Gencluster die im Kontext
der Antibiotika-Produktion stehen kénnen und einer vollstédndigen Sequenzierung von
Acidicapsa borealis. Das nachfolgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber die verwendeten
bioinformatischen Programme und Algorithmen zu diesem Ansatz.

1.4 state-of-the-art Genomsequenzierung und nachfolgende
Sequenzanalysen

Jeglicher bioinformatischer Analyse geht die Sequenzierung von DNS voraus. Diese wird
im Routinebetrieb zum Beispiel durch Sequenzierapparate der zweiten Geneneration
durchgefiihrt. Als weit verbreitet gilt die Sequenzierung durch Illumina, die nach dem
Prinzip Sequenzierung durch Synthese agiert [82]. Dabei dient ein DNS-Strang als Matri-
ze, wahrend der komplementére Strang durch Fluorophor-markierte Nucleotide generiert
wird. Die Sequenz des komplementéiren Strangs wird durch die Fluorophoremission nach
Nucleotideinbau optisch detektiert. Die Vorteile dieser Sequenzierung liegen im sehr ho-
hen Durchsatz von kurzen Sequenzen von 200 - 500 Basenpaaren als paired-end, die eine
sehr niedrige Fehlerrate pro Base haben (1 %) [83]. Durch repetitive Basenabfolgen im
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Genom ist die vollstdndige GenomschlieBung ohne weitere Methoden, wie genome finis-
hing durch primer walking kompliziert [84]. Eine Methode diesen Aufwand zu umgehen,
bieten Sequenzierapparate der dritten Generation wie Pacific Biosciences SMRT oder die
Ozford Nanopore Sequenzierung, die eine Sequenzldnge von rund 40 Kilobasen generie-
ren kénnen [85] [86] und somit komplexe Genombereiche nicht extra assembliert werden
miissen. Im nachfolgenden Kapitel ist die Sequenzierung durch das Ozford Nanopore
MinIOn-System und die bioinformatishe Auswertung der Sequenzdaten beschrieben.

1.4.1 Das Oxford Nanopore MinlON-System zur Genomsequenzierung

Zur Genomsequenzierung wurde das Ozxford Nanopore MinIOn System verwendet. Das
Sequenzierprinzip basiert auf einem porenbildenen Protein, dem a-Hemolysin aus dem
Bakterium Staphylococcus aureus, welches in eine Lipid-Doppelschicht integriert ist (Ab-
bildung . Das a-Hemolysin ist an der Oberseite mit einer Helikase gekoppelt, wel-
che die DNS als Doppelhelix zum Einzelstrang entwindet und verlangsamt in die Po-
re einfithrt. Die Porenprotein-Matrix ist umgeben von einer Kaliumchlorid-Elektrolyt-
Losung, welche Bestandteil eines Stromkreises ist. Beim Eintritt der DNS in die Pore
kommt es zu einer Anderung der Spannung (Abbildung . Im weiteren Sequenzie-
rungsvorgang erzeugt jede der vier unterschiedlichen Basen (Adenin, Thymin, Cyto-
sin und Guanin) eine typische Spannung, mit welcher die Nukleotidsequenz bestimmt
wird [87]. Nach derzeitigem Stand der Technik betriagt die alignment accuracy fiir die
Einzelstrang-Sequenzierung (1D) 94 % [8§].
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—— DNS Doppelhelix
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Abbildung 1.3: Illustration der Ozford Nanopore-Sequenzierung basierend auf einer Nu-
kleotidsequenz als Einzelstrang, die durch eine Pore geleitet, eine de-
tektierbare Spannungsinderung erzeugt. Abbildung modifiziert nach
Gopfrich et al. 2018

1.4.2 Genomassemblierung und Annotation

Die Verwendung von Sequenzinformationen aus einem Illumina HiSeqg-Lauf in Kombina-
tion mit dem Ozford Nanopore MinION-System fiir eine Hybridassemblierung bietet zwei
Vorteile, die fiir eine vollstdndige de novo Rekonstruktion eines Genoms wichtig sind.
Erstens konnen durch das MinION-System Sequenzfragmente relativ einfach zu sehr lan-
gen Sequenzabschnitten (contigs) assembliert werden, die durch Illumina reads zu einem
fehlerarmen Sequenzkonstrukt (scaffold) oder Genom geschlossen werden konnen. Die
durchgefithrte Assemblierung besteht aus einer Abfolge von sieben Schritten, die durch
das Programm Unicycler durchgefihrt wurde . Sie umfasst folgende Schritte: short
read assembly, multiplicity, short read bridging, long read bridging, bridge application,
contig merging sowie das polishing, welche nachfolgend kurz beschrieben werden.

Der erste Schritt, das short read assembly, basiert auf dem de-Bruijn Graph-Algorithmus,
der durch SPAdes angewendet wird. In diesem Schritt werden zunéchst die reads, wel-
che in ihrer Lange variieren, zu kiirzeren Sequenzen einer bestimmten Lénge K defi-
niert. Jede Sequenz (string) wird erneut in zwei kiirzere Fragmente unterteilt, die als
K-mere bezeichnet werden. Daraus resultiert, dass es fiir ein string zwei K-mere gibt,
die sich jeweils am Préfix des einen und am Suffix des anderen um eine Base iiberlappen.
Dieser Zustand wird als K-1-mer bezeichnet. Als Graph ausgedriickt reprisentiert ein
K-mer einen Briickenpunkt (node) (Abbildung . Zwei K-mere werden durch ihre
iiberlappende Base in Form eines Pfeils zusammengefiihrt (edge), der den vollstindigen
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string reprasentiert. Eindeutige Verbindungen werden anhand des Graphen als contigs
zusammengefasst. Bei idealer Durchfiihrung resultiert daraus ein langer string, bei dem
jeder Briickenpunkt nur einmal durchlaufen wird und den kiirzesten Weg repréasentiert,
um das Genom vollstédndig zu assemblieren.

K-Strings
ACG
CGG
CGT
GCG
GGT
GTA
GTG
TGC

Abbildung 1.4: Darstellung einer Genomassemblierung durch einen de-Bruijn Graphen
in Anlehnung an Baichoo et al. (2017) [91]. Durch Baseniiberlappung
von K-meren werden die einzelnen sub strings miteinander verbunden

In der Praxis wird dieser ideale Zustand selten erreicht, da Sequenzdaten aus vielfiltigen
Griinden nicht absolut fehlerfrei sind. Eine Fehlerquelle besteht darin, dass nicht jeder
Genomabschnitt tatsdchlich in Form eines reads vorhanden ist oder dass jede Base kor-
rekt vom base-caller Algorithmus iibersetzt wurde. Daher erhhen Sequenzfehler bei der
de-Bruijn Graph Assemblierung die Wahrscheinlichkeit zur Bildung von Abzweigungen,
(Abbildung , die bei einer massiven Anzahl zu einem Abbruch der Assemblierung
fiihren koénnen.

Im zweiten Schritt der Assemblierung wird die Anzahl an gleichen K-meren berechnet,
die als K-mer multiplicity bezeichnet wird. Diese Anzahl wird dazu verwendet, um falsche
Abzweigungen, die durch mehrere Uberlappungsméglichkeiten entstanden sind, anhand
der Anzahl an reads zu korrigieren.

Im dritten und vierten Schritt, dem short- und long read bridging, erfolgt die erste
Korrektur des erstellten Graphen. Es werden anhand der multiplicity uneindeutige Ver-
zweigungen durch die Berechnung von alternativen Ubergéngen vereinfacht, die in Folge
einzelner reads entstanden sind. Dies erfolgt zunéchst durch die Verwendung kurzer
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reads. Im Anschluss werden lange reads verwendet, um voneinander getrennte contigs
durch Briicken zu verbinden.

Im fiinften Schritt, der bridge application, werden die berechneten Briicken anhand von
Qualitdtsparametern, wie der read coverage und der Qualitdt eines Sequenzvergleichs
(alignment) zwischen Graphensequenz und der Briicken-Konsensussequenz dazu verwen-
det, den Graphen weiter zu simplifizieren.

Im abschlielenden Schritt, dem contig merging und dem polishing, wird die Graphense-
quenz durch {iberlappende Sequenzen zusammengelegt, um unnoétige Sequenzinformation
zu l6schen. Replikationsgene wie dnaA oder repA werden gesucht, um den Replikations-
start und die Orientierung innerhalb des Genoms zu determinieren.

Genvorhersage und Annotation

Die Genvorhersage und die Genannotation sind die weiteren Schritte nach der Geno-
massemblierung. Die Genvorhersage basiert auf statistischen Modellen [92] [93], welche
anhand von konservierten Sequenzmotiven, beispielsweise Start- oder Stoppcodons, der
Shine-Dalgarno Sequenz, transfer RNA (tRNA) und Nucleotidhédufigkeiten, Gene vor-
hersagt [94]. Im Folgeschritt werden die putativen Gene durch ein alignment mit einer
Datenbank verglichen und bei Signifikanz annotiert.

Dies geschieht in der Regel auf Ebene der Aminosduren und besagt, dass bei einer signi-
fikanten Sequenzéhnlichkeit zu einer Proteinfamilie, dem Protein die gleiche Funktion
zugesprochen wird. Fiir den paarweisen Sequenzvergleich werden beispielsweise Algorith-
men wie der Smith—Waterman Algorithmus, oder das effizientere Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) verwendet [95] [96].

Eine weitere Methode, Sequenzen einer Funktion zuzuordnen, ist mit Hilfe von Hidden
Markov Modellen (HMMs). Diese probibalistischen Modelle klassifizieren Sequenzen an-
hand ihrer Ahnlichkeit zu hinterlegten Proteinfamilien [97]. In der Bioinformatik werden
profile HMMs fiir die Annotation als Standard verwendet und im Folgenden erldutert.
Jede Nukleotid- oder Proteinsequenz kann bioinformatisch als ein string von unterschied-
lichen, aber repetitiven Zeichen angesehen werden. Ein profile HMM wird aus einem
multiplen alignment von Sequenzen (MSA) der gleichen Funktion generiert [94] [98]. An
jeder Position im alignment werden die relativen Haufigkeiten der Zeichen berechnet,
welche als match (M) bezeichnet werden und zunéchst das einfache HMM représentieren
(Abbildung [1.5)).
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1. Sequenzalignment

5' 3
Sequenz 1 I g C
Sequenz 2 L C A G >
Sequenz 3 L 5 A L >
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Abbildung 1.5: Entwicklung eines profile Hidden Markov Modells. (A) Ausgehend von
einem MSA wird eine Konsensussequenz erstellt (B). Das profile HMM
enthélt zusitzliche Wahrscheinlichkeiten zur Berechnung von Insertionen
und Deletionen (C). Abbildung in Anlehnung an Yoon (2009) [99]

In einem alignment muss nicht jede Sequenz an jeder Position identisch sein. Deshalb
werden weitere Wahrscheinlichkeiten in das Modell einkalkuliert, welche zum Beispiel In-
sertionen (I) oder Deletionen (D) beschreiben. Desweiteren besitzt jeder Ubergang von
Zustand zum néchsten Zustand eine Wahrscheinlichkeit, die als Transition bezeichnet
wird und in Abbildung|l.5|als Pfeil gekennzeichnet ist. Das mathematische Ziel des Algo-
rithmus fiir die Generierung des profile HMMs ist, die maximale Wahrscheinlichkeit aus
den moglichen Sequenzabfolgen zu berechnen und in Form einer H&aufigkeitsverteilung
zu beschreiben. Eine haufig angewendete Methode fiir diesen Zweck ist der Viterbi Al-
gorithmus [100] [101].

1.4.3 In silico-Analysen zur ldentifizierung von Biosynthese-Gencluster

Biosynthese-Wege fiir die Produktion von Antibiotika sind genetisch determiniert und
in Bakterien sehr haufig in Form eines Genclusters organisiert [102]. Diese Organisation
besteht aus einer Co-Lokalisation von essentiellen Genen zur Biosynthese, sowie weiterer
Gene, zum Beispiel fiir die intrinsische Resistenzvermittlung, gegen das produzierte An-
tibiotikum [103]. Aufgrund der stetig wachsenden Genominformationen hat sich im Be-
reich der Bioinformatik eine Strategie fiir die Detektion dieser Gencluster entwickelt, die
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als genome mining bezeichnet wird. Im Kontext der genomischen Naturstoff-Forschung
sind Programme entwickelt worden, die spezialisierte profile HMMs fir die Annotation
nutzen [104], wie zum Beispiel NP.searcher [105], NaPDos [106] oder PKMiner [107].
Der Unterschied zwischen den Programmen besteht in der Funktionalitdt. PKMiner ist
ausschliefllich auf PKS-Typ II Synthasen spezialisiert, NP.searcher und NaPDos kénnen
PKS- und NRPS- Gencluster-Typen detektieren. Neben der Strategie, Gencluster zu
klagsifizieren, gibt es einen weiteren Ansatz, der Gencluster in einem phylogenetischen
Kontext untersucht. Dieser Ansatz ist als evomining bekannt und findet Anwendung in
den Programmen NaPDos sowie dem Antibiotic Resistant Target Seeker (ARTS) [103].
Aufgrund von zunehmenden Sequenzinformationen, wird die Strategie der bioinforma-
tischen Identifizierung von Genclustern stetig erweitert. In diesem Zusammenhang wird
die antibiotics & secondary metabolite analysis shell (antiSMASH), in der Version 3, an
die Entwicklungen kontinuierlich angepasst und kann derzeit 44 Gencluster-Typen de-
tektieren [108] [109]. Zudem bieten zusitzliche Algorithmen, wie der knownclusterblast,
die Moglichkeit, detektierte Gencluster hinsichtlich Sequenzdhnlichkeit zu vergleichen
oder durch den clusterFinder Algorithmus |110] [111] putativ weitere Gencluster-Typen
in Genomen vorzuschlagen.
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1.5 Heterologe Genexpression zur Produktion von Naturstoffen

Es ist bekannt, dass nur ein geringer Anteil an Bakterien, von schitzungsweise einem Pro-
zent, unter Standard-Laborbedingungen kultivierbar ist [112]. Deshalb bleibt der Grof-
teil an neuen bakteriellen Ressourcen fur die Antibiotika-Forschung verborgen [113] [114].
Um diese Limitierung zu umgehen, ist die heterologe Genexpression als molekularbiolo-
gische Methode geeignet und wird in zahlreichen bakteriellen Wirtsystemen angewendet,
um durch die gezielte Expression fremder DNS in einem Wirt, Produkte, wie Enzyme und
Naturstoffe, zu generieren. Nachgeschaltete Assays zur Identifikation einer bestimmten
FEigenschaft, wie beispielsweise eine Hemmhofbildung von Kulturiiberstdnden aus einer
Klonbibliothek, sind Bestandteile des funktionalen Ansatzes [115] [116] [117] [118]. Dieses
Vorgehen, unter Verwendung von DNS, die nicht aus kultivierbaren Organismen stammt,
wird auch als funktionale Metagenomik bezeichnet [119]. Die Abbildung illustriert
die wesentlichen Schritte in diesem Prozess.
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Kulturen / Metagenom-
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Abbildung 1.6: Prinzipielle Schritte eines klassischen Ansatzes in der funktionalen Meta-
genomik. Ausgangspunkt ist die Ressource, gefolgt von der DNS-Isolation
und der Erstellung von Klonbibliotheken. Diese werden funktional unter-
sucht und selektiert. Ausgewéhlte Klone werden sequenziert und deren
Metabolite charakterisiert. Abbildung in Anlehnung an Trindade et al.

(2015) [120)
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Die heterologe Genexpression gilt als Standardmethodik fiir die Expression einzelner Ge-
ne im Groéflenbereich unter zehn Kilobasen. Fur die Genexpression ganzer Biosynthese-
Gencluster zur Produktion eines komplexen Naturstoffs, ist die Methodik jedoch auf
bestimmte Wirts-Vector-Systeme beschrinkt. Die Griinde hierfiir umfassen die Grofle
von mehreren Kilobasen einzelner Biosynthese-Gencluster, den einsetzbaren Trager der
DNS in Form des Plasmids und deren Wirt. Plasmide sind die Trager der zu exprimieren-
den DNS und liegen in der Regel episomal im Wirt vor, kénnen aber auch {iber homologe
DNS-Bereiche chromosomal oder durch andere Techniken wie Crispr/Cas9 in das Wirts-
genom integriert werden [121]. Die fremde DNS wird fiir gew6hnlich durch eine multiple
cloning site (MCS) in das Plasmid integriert. Plasmide kénnen in unterschiedlicher An-
zahl im Wirt vorliegen und werden daher als low-copy (1 — 12 Kopien), medium-copy
(15 — 20 Kopien) oder high-copy Plasmide mit >20 Kopien pro Zelle klassifiziert [122].
Die Anzahl richtet sich nach der Art des origin of replication (ori) und den zugehorigen
Regulatorgenen. Mit Zunahme der Plasmidanzahl wird die Produktion durch gesteiger-
te Gendosis erhoht, die zusétzlich durch einen starken Promoter reguliert werden kann.
Allerdings steigt dadurch auch die metabolische Belastung durch erhéhten Biosynthese-
Aufwand, wodurch sich das Zellwachstum verlangsamt und der Druck steigt, unnotige
DNS abzubauen (Plasmidsegregation). Aus diesem Grund werden fiir Genexpressions-
Experimente, Selektionsmarker verwendet und Vectoren durch eine stringente Kontrolle
des Replikationsmechnisms reguliert. Daher liegen Vectoren als Tréger von DNS im
mehreren Kilobasenbereich héufig in einfacher bis zweifacher Kopie im Wirt vor. Vec-
toren welche fiir diese Anforderungen konstruiert worden sind, sind Cosmide, Fosmide,
oder Bacterial Artificial Chromosomes (BACs). Cosmide sind fiir die Klonierung von
bis zu 48 Kilobasen konzipiert und besitzen cohesive-end sites (cos) aus der DNS des
Lambdaphagen, geeignet fiir die in vitro Verpackung zur Transfektion von Escherichia
coli [123]. Durch die geringe Grofle des Capsids, ist die Insertlange fiir die Transfektion
begrenzt. Die Entwicklung von BACs erfolgte im Rahmen des Humangenom-Projekts in
den 1990iger Jahren. Bacterial Artificial Chromosomes basieren auf dem F-Replicon aus
E. coli und werden in funktionalen Metagenomstudien verwendet [124]. BACs koénnen
hochmolekulare DNS von bis zu 300 Kilobasen tragen [125] |126]. Fosmide bieten die
dritte Moglichkeit, Klonbibliotheken mit E. coli herzustellen. Diese konnen, &hnliche wie
Cosmide, eine Insertgréfie von circa 48 Kilobasen aufnehmen und besitzen wie BACs das
F-Replicon von E.coli. Da sie aber urspriinglich durch Transfektion und nicht wie BACs
mittels Elektroporation in die Zelle transportiert wurden, ist die maximale Insertgrofie
ahnlich die der Cosmide [127] |128].

1.5.1 Das Escherichia coli BAC-System zur Genexpression

Escherichia coli ist ein Gram-negatives Enterobakterium aus dem Phylum ~-Proteo-
bacteria. Das Bakterium wurde urspringlich aus dem menschlichen Darm isoliert und zu
diversen unbedenklichen Laborstdmmen wie E. coli DHbalpha domestiziert. Das Genom
ist vollstdndig sequenziert und gilt als sehr gut erforscht. Daher werden diverse Stamme
sowohl fiir den Labor-Routinebetrieb, als auch fiir spezielle Anwendungen, wie etwa als
Wirt fiir grofle Klonbibliotheken, auf Grund seiner kurzen Generationszeit und der ge-

18



1.5.1 Das FEscherichia coli BAC-System zur Genexpression

netischen Zugénglichkeit eingesetzt [129] [130]. Beziiglich der genetischen Eigenschaften
besitzt E.coli sieben Sigmafaktoren fiir die Aktivierung der Genexpression. Diese lassen
sich in die Familie Sigma 70, verantwortlich fiir die Aktivierung von Haushaltsgenen und
der alternativen Sigmafaktorfamilie 54 einteilen [131]. Fiir die erfolgreiche Genexpression
fremder DNS sind weitere genetische Eigenschaften fiir einen Wirt essentiell.

Desweiten spielt die Fahigkeit des Wirts, fremde DNS in eine richtige Aminosiuresequenz
zu iibersetzen, eine entscheidende Rolle. In diesem Prozess, der als Translation be-
zeichnet wird, werden jeweils drei Nukleotide der DNS zu einem Codon zusammen-
gefasst. Durch tRNAs werden Codons erkannt und die korrespondierende Aminosdure
bereitgestellt [132]. Die Auswahl von tRNAs zur Ubersetzung der DNS in eine Ami-
nosauresequenz, wird als codon usage bezeichnet [133]. Haufig steht die codon usage im
Zusammenhang mit dem GC-Gehalt der DNS. Das Genom von E. coli besitzt einen GC-
Gehalt von 50 % [134]. In Studien zur Genexpression konnte festgestellt werden, dass
ein relativ dhnlicher GC-Gehalt von fremder DNS zum Wirt, die Wahrscheinlichkeit der
Genexpression erhoht [135] [136]. Auf Ebene der Aminoséuren ist zusétzlich die korrek-
te Faltung des Proteins entscheidend. Dies kann durch Faltungshelfer (chaperone), wie
zum Beispiel das DnaK-DnaJ-GrpE oder das GroEL-GroES System, unterstiitzt werden,
um ausgefallende, funktionslose Proteine (inclusion bodies) zu vermeiden [137]. Weite-
re wirtseigene Enzyme, welche die Produktivitdt heterologer Proteine beeinflussen, sind
Proteasen, die die Halbwertszeit der Produkte durch proteolytische Aktivitit verringern.
Ein Beispiel ist das Stressprotein Lon [13§]. Auch die molekulare Masse des gebildeten
Proteins spielt eine Rolle hinsichtlich Stabilitdt. Ein weiterer Faktor ist die Verfiigbarkeit
von Enzymen fiir die Aktivierung von Polyketidsynthasen und nicht ribosomale Peptid-
synthasen durch Phosphopantethein als posttranslationale Proteinmodifikation. Dieser
Schritt erfolgt durch die Phosphopantetheinyl Transferase (PPtase), welche auf Basis
ihrer Substrataffinitdten in drei Typen unterschieden wird. Aus dem Stamm Escherichia
coli K-12 sind drei solcher Enzyme bekannt. In diesem Zusammenhang ist die PPtase
EntD von besonderer Bedeutung, welche als Typ II, Polyketidsynthasen und nicht ribo-
somale Peptidsynthasen aktivieren kann [139]. Weitere wichtige Enzyme sind Glykosyl-
transferasen, die beispielsweise das Aglykon zu einem bioaktiven Naturstoff modifizieren,
wie am Beispiel der Erythromycin-Biosynthese bekannt ist |[140]. Viele der oben beschrie-
benen Faktoren zur heterologen Genexpression wurden in FE.coli erstmalig untersucht,
wodurch dieses Bakterium als weitreichend erforscht gilt. Dies ldsst sich auch an der
Anzahl kommerziell erhéltlicher Stamme fir unterschiedlichste Zwecke festmachen, wie
beispielsweise der elektrokompetente Stamm F.coli DH10B, optimiert fiir die Erstellung
von Klonbibliotheken [141]. Aus diesem Grund wurde auch in dieser Forschungsarbeit
zur die Methodenetablierung auf F.coli zuriickgegriffen.
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1.6 Ziele dieser Doktorarbeit

1.6 Ziele dieser Doktorarbeit

Diese Arbeit ist innerhalb der Forschung fiir die Fraunhofer-Sanofi Kooperation Natu-
ral Product Center of Excellence entstanden mit dem Ziel, einen (meta-)genombasierten
Ansatz fiir die Produktion neuer antibiotisch-wirksamer Naturstoffe zu etablieren.
Dieser Ansatz erschloss sich aus der Hintergrund-Problematik neuartige chemische Leit-
strukturen fiir die Entwicklung von Antibiotika zu finden, die nicht durch konventionelle
Methoden wie der Kultivierung entdeckt werden konnen. Daraus ergab sich die ers-
te wissenschaftliche Fragestellung, alternative Bakterien als neue Ressource gegeniiber
Actinobakterien, fiir die Biosynthese von Antibiotika zu identifizieren. Hierzu wurden
Genomdaten von wenig erforschten Bakterien verwendet und diese bioinformatisch nach
ausschlaggebenden Kriterien untersucht. Kriterien fiir eine Priorisierung waren Anzahl
an Genclustern, Gencluster-Typ, Resistenzgene und Sequenzahnlichkeit. Dabei wurde so-
wohl auf publizierte Daten, als auch auf eine selbststédndig durchgefiihrte Sequenzierung
und funktionale Annotation des Acidobakteriums Acidicapsa borealis zuriickgegriffen.
Als zweite Fragestellung an diese Forschungsarbeit schlieit sich die molekularbiologi-
sche Methodik an. Aufgrund der Problemstellung, der schwierigen Kultivierung neuer
Bakterien unter Standard-Laborbedingungen, wurde in dieser Arbeit ein Protokoll zur
Konservierung und heterologen Genexpression etabliert, um neue genetische Ressourcen
kulturunabhéngig zu erschliefen.

Gegenstand der bioinformatischen Untersuchung waren Stdmme bakterieller Phyla, die
in der aktuellen Literatur, beispielsweise von Cimermancic et al. (2014) [73] zur An-
tibiotikaforschung unterreprisentiert sind, wie Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi
und des Superphylums Planctomycetes, Verrucomicrobia, und Clamydiae (PVC'). Fiir
die Analyse wurden bestehende state of the art Programme wie antibiotics € secondary
metabolite analysis shell (antiSMASH) und Antibiotic Resistant Target Seeker (ARTS)
verwendet. Als Ausgangspunkt fiir die Etablierung der Methodik von Klonbibliotheken
wurden die bioinformatischen Ergebnisse zur Stammselektion beriicksichtigt. Neben der
Verwendung von zwei Kulturen, wurde die Etablierung eines Metagenomansatzes aus
einem Termitennest als kultur-unabhéngige Methode realisiert.

Um die Klonbibliotheken funktional hinsichtlich Konservierung von Genclustern und
antimikrobieller Metabolite zu untersuchen, war neben der Etablierung die Integrierung
der Klonbibliotheken in einen bestehenden Routinebetrieb zur Detektion von antibakte-
rieller Aktivitdt ein weiteres Ziel. Dieser Prozess bestand aus Methoden, wie der PCR
zur DNS-basierten Identifikation von Gencluster-Fragmenten und einer Biolumineszenz-
basierter Untersuchung. Als dritte Methode erfolgte die Extraktherstellung erstellter
Klonbibliotheken, mit dem weitere Bakterien auf antibakterielle Aktivitdt getestet wur-
den.

Der gesamte Prozess, beginnend bei der bioinformatischen Identifizierung von Bakterien,
iiber die Erstellung der Klonbibliotheken bis zur Untersuchung mit chemischen Analy-
tik, ist in dieser Arbeit als Methodenetablierung anzusehen, die in der Gesamtheit eine
Arbeitsgrundlage fiir weitere funktionale (Meta-)Genomansétze bietet.
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2 Material und Methoden

2.1 Bioinformatische Untersuchung von
Biosynthese-Genclustern in Bakteriengruppen

Die bioinformatische Untersuchung wurde durchgefiihrt, um alternative Bakteriengrup-
pen hinsichtlich Biosynthese-Gencluster zu identifizieren und zu priorisieren. Abbildung
zeigt den schematischen Ablauf der bioinformatischen Analyse. Diese basiert auf
vollstéandigen und unvollstandigen (draft) Genomsequenzen. Es wurden sieben Genomse-
quenzen aus Acidobakterien der Stdmme Bryocella elongata, Terriglobus sp. L56, Granu-
licella sp. S137, Terracidiphilus sp. S55, Granulicella sp. 146, Silvibacterium sp. S15 und
Acidobacterium sp. S8 verwendet, die nicht 6ffentlich zugénglich sind und auf der DVD
zur Dissertation hinterlegt sind. Die 6ffentlichen Genomdaten wurden iiber das Portal
National Center for Biotechnology Information (NCBI) bezogen. Fiir den Bezug dieser
Sequenzdaten wurde das Script Datenbankabfrage.py sowie Datenbankabfrage-draft.py
geschrieben, welche mit Python Version 2.7 ausgefithrt wurden. Die Skripte enthalten
eine Suchzeile (search_term) zur Eingabe des Suchbegriffs, der durch weitere Operatoren
wie [Title] und [prop] eingegrenzt wurde (Quellcode).

from Bio import Entrez
from Bio import SeqlO
import urllib , urllib2
from urllib2 import HTTPError

search_term = ’(actinobacteria[Organism].\\
AND_complete._genome [ Title ]| _\\
AND._srcdb._ddbj/embl/genbank [prop] .\ \
NOT_plasmid [ Title ] NOT_segment [ Title])’

Als Sucheintrage wurden eingegeben: Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Verru-
comicrobia, Planctomycetes, Chlamydiae und als Referenzphylum Actinobacteria. Durch
den Operator scredb wurden die Datenbanken DNA data bank of Japan [|142|, EMBL
Nucleotide Sequence Database [143] und die Datenbank GenBank [144] abgefragt. Uber
das Suchinterface Entrez verlief die Kommunikation von Suchanfrage und NCBI [145].
Bei erfolgreicher Suchanfrage erfolgte der Datenaustausch von DNS-Sequenzen welche
in eine Fastadatei geschrieben wurden.

Im néchsten Schritt erfolgte die Formatierung der Fastadateien durch das Skript ma-
keDB.py. Durch diesen Schritt wurde die Genomgréfle pro Stamm berechnet, sowie wei-
tere Informationen wie Stammbezeichnung und NCBI-accession in eine separate Datei
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2.1.1 Statistische Analysemethoden

5a. Funktionale Untersuchung
3. Statistische 1. Download von Genomdaten der GenclusterTypen:

Analyse | 2. Lokale Analyse durch ARTS Ly other, terpene und transatpks
und antiSMASH

5b. Detektion von Resistenzgenen
l 5c. Untersuchung auf Sequenzahnlichkeit

4. Taxonomische Zuordnung
wvon Stammen mit Genclustern
(Phylum Bacteroidetes)

Abbildung 2.1: Ablauf der bioinformatischen Detektion und Analyse der Gencluster.
Ausgangspunkt war die Datenbank-Akquise, gefolgt von der Identifizie-
rung der Gencluster. Es folgte die statistische, funktionale und taxono-
mische Analyse

geschrieben.

Die anschliefende Detektion von Genclustern erfolgte mit antiSMASH Version 3.0.5
. Die Informationen der Gencluster wurden anschliefend in zwei Dateien vereint und
tragen die Bezeichnungen Datenbank-genome und Datenbank-draft. Die Phyla Plancto-
mycetes, Verrucomicrobia und Chlamydiae wurden nachtriglich als das Superphylum
PV(C zusammengefasst . Die Dateien wurden als Datengrundlage zur statistischen
und taxonomischen Analyse verwendet (Abbildung . Zur Detektion von Resistenzge-
nen wurde das Programm Antibiotic Resistant Target Seeker verwendet (ARTS) [103].

2.1.1 Statistische Analysemethoden

Die Grundlage der statistischen Analysen basierte auf den zuvor erstellten Dateien
Datenbank-genome und Datenbank-draft. Die Visualisierung der Boxplots sowie die Kor-
relationsanalyse nach Pearson erfolgte mit Python [149]. Zur Einteilung der ka-
tegorischen Variablen iiberdurchschnittlich und unterdurchschnittlich diente die Regres-
sionsanalyse und die errechnete Steigung der Geraden von 0,88. Zur Untersuchung auf
statistische Signifikanz wurde R (Version 3.3.1) verwendet. Die rarefaction Analyse wur-
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2.1.2 Funktionale Annotation ausgewéhlter Biosynthese-Gencluster

de nach dem Ansatz von Cao et al. berechnet und basierte auf den Gencluster-Typen
und deren Abundanzen [150].

2.1.2 Funktionale Annotation ausgewahlter Biosynthese-Gencluster

Nach der Detektion der Gencluster-Typen wurden, gezielt die Typen other und terpe-
ne fiir eine ausfithrliche Genannotation aus dem Datensatz herausgefiltert und in eine
separate Fastadatei umgeschrieben. Die Annotation der Gencluster-Typen terpene und
other erfolgte durch die mikrobielle Annotations-Plattform (RAST) [151].

Die Gencluster des Typs trans-AT PKS I aus Acidobacterium sp. S8 (t1pks-transatpks-
nrps), Terracidiphilus S55 (t3pks-nrps-transatpks-tipks) und Bryocella sp. S190 (tran-
satpks), wurden durch Prokka annotiert [152]. Die Gene mit trans-AT

Doménen wurden hervorgehoben und durch einen Proteinblast auf Sequenzéhnlichkeit
untersucht. Im Anschluss erfolgte die Sequenzextraktion der korrespondierenden Domé&men.
Diese wurden durch ein alignment mittels Muscle [153] verglichen und konservierte Se-
quenzmotive durch den M Viewer [154] und Weblogo 3 |155] visualisiert.

2.1.3 Taxonomische Analyse von Stammen der Bacteroidetes mit
Biosynthese-Gencluster

Zur taxonomischen Analyse wurde das Phylum Bacteroidetes ausgewéhlt und alle Stamme
die Gencluster enthalten verwendet. Die NCBI-accession diente zur Datenbankabfrage
durch das R-Paket tazonomizr, wodurch die entsprechende Taxonomie bestimmt wurde.
Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden quantifiziert und hierarchisch dargestellt.
Eine tabellarische Darstellung dieser Untersuchung befindet sich in der Datei Bacteroi-
detes_genclsuter.csv.
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2.2 Genomsequenzierung von Acidicapsa borealis

2.2 Genomsequenzierung von Acidicapsa borealis

Zur Sequenzierung des Genoms wurde eine 500 mL Kultur geméf Abschnitt ange-
fertigt, aliquotiert und zur DNS-Isolation herangezogen. Die Isolierung hochmolekularer
DNS erfolgte geméafl des VWR peqGOLD Protokolls. Es wurde eine DNS-Gesamtmenge
von 5 ng isoliert.

2.2.1 Sequenzierung durch das Oxford Nanopore MinlON-System

Zur Praparation fiir die Sequenzierung wurde die DNS mittels Covaris g-TUBFE grofien-
fragmentiert und durch den NEBNext FFPE Repair Mix zu blunt-end DNS repariert.
Im Anschluss erfolgte eine Adenylierung, wodurch die Ligation von Sequenzieradapter
mittels Ligation sequencing Kit 1D ermoglicht wurde. Zur Sequenzierung wurde 3,5 pg
DNS auf die SpotON Flow Cell eingesetzt und die Sequenzierung dokumentiert durch
das MinKNOW Programm Version 1.7.7.

Das Programm Poretools [156] wurde ausgefithrt, um das FAST5-Format in das FASTQ-
Standardformat zu konvertieren. Aus der FASTQ-Datei wurden zur Assemblierung des
Genoms alle reads mit einer Linge von weniger als 1.000 Basen entfernt. Abbildung
gibt die GroBlenverteilung der restlichen reads wieder.

2.2.2 Sequenzierung durch das lllumina-HiSeq System

Die Sequenzierung mittels [llumina erfolgte durch die Firma Macrogen, Amsterdam.
Dazu wurde eine Illumina TruSeq DNA PCR-free library erstellt.

Der HiSeg-Sequenzierungslauf erfolgte von 2x 100 Basenpaaren unter Generierung von
50 Millionen reads. Um die anschliefende Assemblierung effizient durchzufiihren, wurden
zuvor die paired-end reads durch das Skript bbnorm (bbtools) https://jgi.doe.gov/
data-and-tools/bbtools/ auf eine 40x Sequenzabdeckung normalisiert.

2.2.3 De-novo Hybridassemblierung

Die de novo Genomassemblierung von Acidicapsa borealis erfolgte unter Verwendung von
reads aus der Ozford nanopore und der Illumina Sequenzierung, durch das Programm
Unicycler |90]. Die Assemblierung durch die Konstruktion eines de-Bruijn Graphen, er-
folgte automatisch durch das Programm SPAdes |[157]. Nachfolgende Schritte, wie das
polishing des Graphen, wurden durch die Programme Pilon |158] und Racon [159] auto-
matisch durchgefiihrt.
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2.2.4 Sequenzanalyse des Genoms von Acidicapsa borealis

2.2.4 Sequenzanalyse des Genoms von Acidicapsa borealis

Zur Berechnung der Sequenzabdeckung (coverage) des assemblierten Genoms wurde die
Formel angewendet [160].

(Readlaenge x Readanzahl)
Genomgroefie

(2.1)

coverage =

Funktionale Annotation

Die vollstédndige Annotation des Genoms erfolgte durch die Plattform Geniz [161]. Diese
umfasste eine Genvorhersage durch Prodigal, sowie eine Vorhersage von tRNA durch
Aragon. Die anschliefende Annotation auf Basis der Aminoséduresequenzen erfolgte an-
hand von Proteinen der UniProt KnowledgeBase (UniprotKB)-Datenbank [162]. Es wur-
den alle verfiigbaren Proteine des Phylums Acidobacteria (Uniprot-ID: 57723) verwendet.
Fiir den Sequenzvergleich wurde ein BLASTp evalue kleiner als 0.0005 gewahlt.

Die nachfolgende Annotation durch die Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG)
[163] und der Genontologien, erfolgte auf Basis der Uniprot-Eintrage (IDs). Diese wur-
den fur die jeweilige Analyse durch Uniprot umgewandelt [164]. Fiir die KEGG Analyse
ergaben sich aus 4.560 Uniprot-IDs, 7.595 KEGG-IDs sowie 7.658 GO-IDs fiir die Un-
tersuchung der Genontologien. Anhand der KEGG-IDs erfolgte das mapping auf den
Stéarke- und Saccharose-Metabolismus. Fir die Untersuchung der Genontologien wurde
die Plattform REVIGO verwendet [165]. Es erfolgte eine Normalisierung der Eintrige
unter Berticksichtigung der Semantik (Resnik).

FEine weitere Untersuchung auf Enzymfamilien des Carbohydrat Metabolismus erfolg-
te durch die Datenbank Carbohydrate-Active enZYmes Database (CAZy), Version CA-
ZyDB.07202017 und dem HMMER-Paket Version 3.1 [166] [167].

Zur Identifizierung von Genclustern, Sequenzédhnlichkeit sowie Resistenzgenen wurden
die Programme antiSMASH [146] und Antibiotic Resistant Target Seeker (ARTS) [103],
jeweils in der Version 3 angewendet.
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2.3 Verwendete Labormaterialien

2.3 Verwendete Labormaterialien

Sofern nicht anders erwéhnt, wurden fiir alle Puffer und Losungen autoklaviertes MilliQ-
Wasser verwendet. Medien wurden mit MilliQ-Wasser angesetzt und anschlieend auto-
klaviert.

2.3.1 Verwendete Medien zur Kultivierung

Tabelle 2.1: Komponenten fiir LB-Medium

Komponente ‘ Menge ‘

Hefeextrakt 5g/L
Trypton 10 g/L
Natriumchlorid | 5 g/L
Agar (optional) | 15 g/L

Tabelle 2.2: Komponenten fiir R2A

’ Komponente ‘ Menge ‘
Hefeextrakt 0,5 g/L
Pepton 0,5 g/L
Casaminosdure 0,5 g/L
Glukose 0,5 g/L
Losliche Starke 0,5 g/L
Na-Pyruvat 0,3 g/L

Di-Kaliumhydrogenphosphat | 0,3 g/L
Magnesiumsulfat x Hy0 0,05 g/L
MES-Hydrat 1,95 g/L

Agar (optional) 15 g/L
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2.3.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

2.3.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung ‘ Hersteller ‘ Artikelnr.
Elektroporations-Kiivetten Thermo Fisher 12338212
Membranfilter 0,1 mm Fisher Scientific 10526902
Hard-Shell 96-well Platten Bio-Rad HSP-9631
96-well Mikrotiter-Platten clear/w Fisher Scientific 10601442
384-well Mikrotiter-Platten Fisher Scientific 10497092
96-well Verschlussmatten Fisher Scientific 10433382
2,2 mL deep-well Platten Fisher Scientific 10060072
sandwich cover fiir 96 deep-well Platten | Kuhner Shaker | SMCR1296b

50 mL Zentrifugengefifle Fisher Scientific 10788561
96-well Versiegelungsfolie Fisher Scientific 10595001
2 mL safe-lock Zentrifugengeféfie Fisher Scientific 10318661

g-Tube Covaris 010145

Glasware Schott -
0,2 nm Spritzen-Filter Corning 14831
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2.3.3 Verwendete Stamme
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2.3.4 Liste an verwendeten Kits

2.3.4 Liste an verwendeten Kits

Tabelle 2.5: Verwendete Kits fiir die Molekularbiologie

Bezeichnung ‘ Hersteller Artikelnr.
Bacteria cell counting kit | Thermo Fisher B7277

NucleoSpin Soil Macherey-Nagel | 740780.10
Large-Construct Kit Qiagen 12462
Plasmid Maxi Kit Qiagen 12162

2.3.5 Komponenten fiir die Molekukarbiologie

Tabelle 2.6: Verwendete Enzyme fiir die Molekularbiologie

Bezeichnung Hersteller Artikelnr. oder CAS ‘
T4 DNA Ligase Thermo Fisher EL0014
Dream Taq DNAP Thermo Fisher EP0701
dNTPs Thermo Fisher 10297018
Lysozym Sigma-Aldrich 12650-88-3
Achromopeptidase Sigma-Aldrich 123175-82-6
Proteinase K-Losung Qiagen 19133
BamHI Thermo Fisher ER0051
FastDigest BamHI Thermo Fisher FDO0055
Alkalische Phosphatase Thermo Fisher EF0652
Agarase Thermo Fisher EO0461
FFPE DNA Repair Mix NEB M6630S
5" DNA Adenylation Kit NEB E26108
Pyrogenfreies Wasser Roth 3255.1
Ligation Sequencing Kit 1D | Oxford Nanopore SQK-LSK108

Tabelle 2.7: Verwendete primer in dieser Arbeit

’ Bezeichnung ‘ Orientierung ‘ Nukleotidsequenz ‘ Quelle ‘
A3-NRPS vorwérts GCSTACSYSATSTACACSTCSGG | [168] |
ATR-NRPS riickwérts SASGTCVCCSGTSCGGTAS [168?

M13rev2 vorwérts GAGTTAGCTCACTCATTAGG LGC
pBeloR riickwérts TGTGCTGCAAGGCGATTAAG LGC
U341 VOrwarts CCTACGGGRSGCAGCAG LGC
U805 riickwarts GGACTACVSGGGTATCTAAT LGC
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2.3.6 Anfertigung von Puffern und Stammlésungen

2.3.6 Anfertigung von Puffern und Stammlésungen
Herstellung von Antibiotika-Stammldsungen

Die Herstellung von antibiotischen Stammlésungen umfasste die Einwaage von Ampicil-
lin, Chloramphenicol und Gentamycin in pulverform. Als Ampicillin-Stocklésung wur-
den 100 mg eingewogen und in 1 mL HoO gelést. Die Herstellung der Gentamycin-
Stammlosung erfolgte analog. Fiir die Herstellung der Chloramphenicol-Stocklésung
wurde 10 mg Chloramphenicol eingewogen und in Ethanol gelést. Alle Losungen wurden
durch einen 0,2 pm Spritzenfilter sterilfiltiert und bei -20 °C fiir maximal zwei Wochen
gelagert.

Anfertigung von Puffern

Tabelle 2.8: Komponenten fiir 50x TAE

’ Komponente \ Menge ‘

100 % Essigséure | 57,1 mL/L

0,5 M EDTA | 100 mL/L
Tris-Base 242 g/LL

Tabelle 2.9: Komponenten fiir 10x TBE

Komponente ‘ Menge ‘
Tris-Base | 108 g/L
Borsédure 55 g/L

EDTA | 7,5 g/L

Tabelle 2.10: Komponenten fiir den Partialverdau-Puffer

Komponente Menge oder Konzentration ‘
10x Tango Puffer oder BamHI 1,6 mL
0,1 M Spermidinlésung 600 pL
H0 14,4 mL
BamHI 25 Units/500 pL Probe
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2.3.6 Anfertigung von Puffern und Stammlésungen

Anfertigung sonstiger Losungen

Tabelle 2.11: Komponenten der Lysozymlosung

Komponente Menge oder Konzentration
Kaliumdihydrogen-Phosphat, pH 6,2 66 mM
Lysozym 1 mg/mL

Tabelle 2.12: Komponenten der Achromopeptidase-Losung

Komponente ‘ Menge oder Konzentration
Tris-HCI, pH 8 10 mM
NaCl 10 mM
Achromopeptidase 1 mg/mL

Tabelle 2.13: Komponenten der Zelllyse-Lésung

’ Komponente \ Menge oder Konzentration
10 % (w/v) SDS 800 nL
10 % (w/v) Sarkosyl 800 pL
H20 14,4 mL
Qiagen Proteinase-K Losung 160 nL

Tabelle 2.14: Stopplosung 1

Komponente ‘ Menge oder Konzentration
10x Tango Puffer oder BamHI 1,6 mL

0,1 M PMSF 200 pL

Isopronanol 19,8 mL
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2.4 Bereitstellung von Bakterien fiir die Anfertigung von Klonbibliotheken

2.4 Bereitstellung von Bakterien fiir die Anfertigung von
Klonbibliotheken

2.4.1 Anzucht von Acidicapsa borealis und Terracidiphilus sp. S55

Der Stamm Acidicapsa borealis wurde aus einer eingefrorenen (-80 °C) Glycerinlésung
(50 % (v/v)) entnommen und in 500 mL R2A (pH 5,5 eingestellt mit 5 M HCI), bei 80
rpm und Raumtemperatur (RT) kultiviert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Thoma-
kammer von 0,1 mm Tiefe und 0,0025 mm? je Kleinquadrat berechnet. Um das Volumen
eines Grofiquadrats (V) zu ermitteln, wurde das Volumen eines Kleinquadrats mit 16
multipliziert. Fir beide Stdmme wurden finf Groflquadrate ausgezahlt und der Mittel-
wert berechnet (7). Anschliefend wurde nach Formel 2.2/ die finale Zellzahl pro Milliliter
berechnet.

<x> % 1000 = Zellzahl/mL (2.2)
Va

Fiir Acidicapsa borealis wurde eine Zellzahl von 1,52 x 107 Zellen/mL bei Ernte be-
rechnet. Analog dazu erfolgte die Kultivierung von Terracidiphilus sp. Sb5, die Zellzahl
betrug bei der Ernte 3,94 x 10° Zellen/mL.

2.4.2 Gewinnung von Bakterien aus dem Termitennest

Fiir die Gewinnung der Bakterien aus dem Termitennest von Coptotermis niger wurde
eine Nykodenz-Dichtezentrifugation angewendet, die aus folgenden Schritten bestand:

e Einwaage von 2 g Termitennest und l6sen in 10 mL HsO
o Dreimal fiir zwei Sekunden turaxieren (9.500 1/min)
o Termitennest-Suspension unterschichten mit 60 % (w/v) Nykodenz-Losung

o Zentrifugieren bei 4.000 x g fiir 60 Minuten mit einem A-4-81 Ausschwingrotor
(Eppendorf Zentrifuge 5810R), bei 4 °C

e Entnahme der Zellschicht

2.4.3 Zellzahlbestimmung gewonnener Bakterien

Um die Zellzahl der mittels Nykodenz-Losung getrennten Zellschicht zu bestimmen, wur-
de eine 1 zu 80 Verdiinnung angefertigt und die Zellen mittels Bacteria cell counting Kit
(Thermo Fisher) nach Herstellerangaben gefirbt. Die Messung wurde mit einem BD
FACScalibur durchgefiihrt. Als Referenz wurden beads auf eine Zellzahl von 1 x 10° Zel-
len/mL verdiinnt und zur Probe hinzugefiithrt. Im BD Cell Quest Programm wurde eine
Grafik erstellt und die Probe durch ein gate anhand der Fluoreszenz-Intensitit (FL1)
und der Signalgrofie im forward side scatter (FSC) definiert. Es wurden 15 pl. Probe
vermessen und die events jeweils fiir extrahierte Bakterien und beads gezéhlt. Anhand
der Formel und unter Beriicksichtigung der Verdiinnung wurde die finale Zellzahl
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berechnet. Anschlieffend wurde das Material bei 9.933 x g fiir zwei Minuten pelletiert
und fiur die DNS-Isolation eingesetzt.

Fventsyellen g Zellen Zellen
x 10 = gewonnene Zellen
FEventspeads mL m

(2.3)

2.4.4 Taxonomische Klassifizierung gewonnener Bakterien aus dem
Termitennest

Im Anschluss an die Gewinnung der Zellen aus dem Termitennest erfolgte die DNS-
Isolation fiir die taxonomische Klassifizierung. Dazu wurde das MN Nucleospin-Kit Soil
verwendet und nach Herstellerangaben gearbeitet. Es wurde 294 mg Zellmaterial fiir die
DNS-Isolation verwendet. Die Sequenzierung der hypervariablen Region 3 des 16S rRNA
Gens erfolgte durch die primer U341/U806 (Tabelle und wurde von der Firma LGC
durchgefiihrt. Es erfolgte eine Illumina-Sequenzierung von 2,5 Millionen paired-end reads
durch den MiSeq V3.

Ausgangspunkt der Analyse waren 120.358 paired-end reads. Die Auswertung erfolgte
durch die Firma Ribocon. Die Schritte der Auswertung sind in Tabelle zusammen-
gefasst. Im ersten Schritt der Auswertung wurden alle reads hinsichtlich einer validen
16S rRNA-Gensequenz durch ein alignment verifiziert. Sequenzen, welche als uneindeutig
klassifiziert worden sind, wurden entfernt. Im zweiten Schritt der Prozessierung erfolgte
eine weitere Filterung der reads hinsichtlich Qualitdt und Anzahl an Homopolymeren.
Im dritten Schritt wurden die verbliebenen reads quantifiziert auf Basis einer exakten
Sequenziibereinstimmung. Im néchsten Schritt wurden alle reads auf Basis einer 98 pro-
zentigen Sequenziibereinstimmung zu operational taxonomic units (OTUs) zusammen-
gefasst. Die ldngste Sequenz diente jeweils als Referenz und wurde fiir die taxonomische
Klassifizierung verwendet. Diese erfolgte durch einen kombinierten Ansatz aus BLAST
und der SILVA SSU oder LSU Ref-Datenbank. Sequenzen mit einer Ubereinstimmung
weniger als 93 % wurden als unklassifiziert vermerkt. Durch die taxonomisch klassifizier-
ten Referenzsequenzen wurden die korrespondierenden OTUs ebenfalls klassifiziert.
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2.5 Erstellung von Klonbibliotheken mit Escherichia coli als Wirt

2.5 Erstellung von Klonbibliotheken mit Escherichia coli als
Wirt

Fiir die Erstellung der Klonbibliotheken mit E. coli wurde der Stamm MegaX DH10B T1
Electrocomp verwendet (Tabelle [2.4)). Als BAC wurde pBeloBAC11 von New England

Biolabs bezogen und ist in Abbildung [2.3] dargestellt. Abbildung [2.2] stellt die Schritte
zur Erstellung der Klonbliothek vor.

Stammauswahl und Kultivierung

!

Zelllyse und Partialverdau

!

Auftrennung der DNS durch PFGE

!

Praparation von DNS

!

BAC-Ligation mit
hochmolekularer DNS

!

I Transformation von E.coli I

BAC-Bereitstellung| ——— =

Abbildung 2.2: Ablauf der Erstellung von Klonbibliotheken mit E. coli MegaX DH10B
T1 Electrocomp als Wirt
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_BamHI (354)

pBeloBAC11

7507 bp

Abbildung 2.3: Plasmidkarte von pBeloBacl1 fiir die Erstellung von Klonbibliotheken.
Die BamHI-Schnittstelle wurde fiir die Klonierung genutzt. Gene; lacZal-
pha: Markergen fiir die Blau-Wei-Selektion; cat: Chloramphenicol-
Acetyltransferase, vermittelt die Resistenz; repFE: kodiert fir das Repli-
kationsprotein RepE; sopB: kodiert fiir das Plasmidpartitions-Protein;
sopC': Partitionsregion, ori: Repliktions-Initiierung

Die Isolation von pBeloBAC11 aus E. coli K12 ER2420 [pBeloBAC11] erfolgte durch
das Qiagen Maxi Prep Kit nach Herstellerangaben. Dazu wurde eine 500 mL LB-Kultur
+ 12,5 pg/mL Chloramphenicol mit einer Kolonie angeimpft und fiir 16 Stunden bei 37
°C und 220 rpm kultiviert. Fiir die Klonierung des BACs wurde die BamHI-Schnittstelle
gewahlt. Zum Verdau wurde die alkaline Phosphatase hinzugegeben um die Rezirku-
larisierung zu vermeiden (Tabelle . Der Verdau erfolgte iiber vier Stunden bei 37
°C. Zur Kontrolle der Linearisierung wurde der BAC nach jedem Verdau mittels Gel-
Elektrophorese (1 % (w/v) LE-Agarose gelost in 1x TAE, 60 V, 1 Stunde, Standard: 5 pL,
GeneRuler 1 Kb Marker, 0,13 nL. Ladepuffer je nL. Probe) + Gelextraktion aufgereinigt.
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2.5 Erstellung von Klonbibliotheken mit Escherichia coli als Wirt

Tabelle 2.16: Komponenten fiir die Linearisierung von pBeloBAC11 als Vorbereitung auf
die Klonierung

’ Komponente ‘ Menge ‘
1 pg pBeloBAC11 3,33 uLb
FD-BamHI 1 pL
10x FD-Puffer 1 nL

Alkaline Phosphatase 1 nL
pyrogenfreies Wasser | add 20 pL

Isolierung hochmolekularer DNS

Fiir die Gewinnung hochmolekularer DNS aus den Zellpellets wurde das folgende Isola-
tionsprotokoll etabliert.

Nach der Anzucht von Acidicapsa borealis und Terracidiphilus sp. S55 wurden diese bei
10.000 x g fiir 5 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die gewonnenen
Bakterien aus dem Termitennest wurden analog prapariert. Um die zu praparierende
DNS vor intrinsischer DNase-Aktivitat zu schiitzen, wurde das Pellet fiir eine Minute
bei 95 °C inkubiert.

Nach der Hitzebehandlung erfolgte der Verdau der Zellwand, indem das Pellet in 1 mL
Lysozymlosung resuspendiert und fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert wurde. Um hin-
reichend DNS aus den Bakterien zu isolieren, wurde eine spezielle Giefiform mit einem
Fassungsvolumen von 200 nL je Gelstiick konstruiert in denen der nédchste Schritt erfolg-
te. Um im weiteren Verlauf die DNS nicht zu scheren, wurden die anverdauten Zellen
in Agarose eingegossen. Dazu wurde die Zellsuspension bei 3.900 x g fiir 15 Sekunden
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde vorsichtig in 1 mL 1,2 %
(w/v) low melting-Agarose resuspendiert und in die GieBform transferiert.

Nachdem die Gelstiicke ausgehértet waren, wurde der Verdau der Zellen fortgefiihrt.
Die Gelstiicke wurden in ein 50 mL Falcon-Gefafl tiberfithrt und pro Gelstiick 1 mL
Achromopeptidase-Losung hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte fiir drei Stunden bei
Raumtemperatur. Im letzten Schritt des Zellverdaus wurde die Losung mit 1 mL Zelllyse-
Loésung pro Gelstiick ausgetauscht und bei Raumtemperatur fiir 16 Stunden inkubiert.

Die Gelstiicke wurden im weiteren Verlauf fiir den Partialverdau vorbereitet. Es erfolgten
mehrere Waschschritte, um die Gelstiicke von inhibierendem Detergenz und restlicher
Proteinase K zu befreien. Dazu wurde die Zelllyse-Losung mit 40 mL TE-Puffer ausge-
tauscht und fiir zwei Stunden inkubiert. Danach erfolgte der Austausch des TE-Puffers
mit 1 mL Stopplosung pro Gelstiick und Inkubation fiir 2 Stunden. Dieser Schritt wurde
wiederholt. Abschliefend wurde die Stopplésung mit 40 mL TE-Puffer ausgetauscht und
erneut fiir 2 Stunden inkubiert.

Im Anschluss wurden die Schritte fiir den Partialverdau der immobilisierten DNS durch-
gefiihrt. Zunéchst wurden die Gelstiicke in ein neues 50 mL Falcon-Geféf iiberfiihrt. Da-
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mit das Restriktionsenzym BamHI zur DNS diffundieren kann, erfolgte eine vierstiindige
Inkubation der Gelstiicke auf Eis mit 500 pL/Gelstiick Partialverdau-Puffer. Anschlie-
Bend wurde das Gefafl in ein 37 °C warmes Wasserbad iiberfithrt und fiir eine Stunde
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach diesem Schritt erfolgte der sofortige Stopp der
Restriktion durch Hinzugabe von 500 pL Stopplosung II pro Gelstiick und Transfer der
Proben auf Eis.

Um die DNS von Proteinen zu befreien und die partial-verdaute DNS im Groéfienbereich
von 50 - 150 Kilobasen zu selektieren, wurde die DNS mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Dafiir wurde zunéchst das praparative Gel vorbereit, indem 1,2 % (w/v) low
melting-Agarose in Ho0 gelost und anschlieflend in die Gieflform iiberfiihrt wurde. Die
Verwendung von autoklavierten MilliQ-Wasser erfolgte, um in der DNS-Aufbereitung
keine Riicksténde von inhibierendem Tris-Boratpuffer zu erhalten. Die Auftrennung der
DNS wurde optimiert, indem das Gel fiir zusétzlich 30 Minuten bei 4 °C gelagert wur-
de. AnschlieBend wurden die Gelstiicke in das Gel prapariert und mit 1,2 % (w/v) low
melting-Agarose versiegelt. Als Marker wurde der CHEF DNA Size Standard (Bio-Rad)
verwendet. Fiir die Auftrennung wurde das Steuergerédt auf 6 V/cm, 1 - 45 Sekunden,
20 Stunden, 10 °C und 120 ° Winkel eingestellt. Als Laufpuffer wurden 3 Liter 0,5x
TBE-Puffer verwendet.

Nach der Auftrennung wurde das Gel entnommen und die ersten drei Geltaschen vom
Rest abgetrennt. Es erfolgte eine Farbung mit 0,5 ng/mL Ethidiumbromid fiir 30 Mi-
nuten. Zunéchst wurde die zweite Geltasche (DNS unverdaut) mit der dritten Tasche
(DNS partiell verdaut) verglichen, um die Wirkung des Partialverdaus zu iiberpriifen.
Anschliefend wurde anhand des Markers der Bereich von 50 - 150 Kilobasen im Gel
unter UV-Licht markiert. Die Praparation der zu klonierenden DNS erfolgte ohne UV-
Licht anhand der Markierung.

Fiir die Extraktion der DNS aus dem Gel wurde ein Verdau mittels Agarase durch-
gefiihrt. Dazu wurden zunédchst Gelstiicke von maximal einen Zentimeter ausgeschnitten
und in 2 mL Zentrifugengefafie iiberfiihrt. Jede Probe wurde mit 1 mL TE-Puffer fiir
eine Stunde gewaschen. Anschlieflend wurde die Probe bei 70 °C fiir 15 Minuten auf-
geschmolzen und dann in einen 42 °C warmen Thermoblock transferiert. Der Agarose-
verdau erfolgte durch Hinzugabe von 1 pul. Agarase und einstiindiger Inkubation. Alle
Proben aus einem Gellauf wurden anschliefend vereinigt.

Klonierung und Transformation

Die Ligation der extrahierten DNS mit dem linearisierten BAC erfolgte nach Tabelle
Um die Ligationseffizienz durch mehr DNS zu erhohen, wurde der Reaktionsansatz
von 20 auf 100 pL erhoht.
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Tabelle 2.17: Komponenten fiir die Ligation hochmolekularer DNS in pBeloBAC11

Komponente Menge
20 ng linearisierter pBeloBAC11 2,3 pL
10x T4-Ligasepuffer 10 pL
T4-Ligase 2 pL
Extrahierte DNS, Konzentration (Tabelle[3.14) | 85,7 pL

Der Reaktionsansatz fiir die Ligation wurde auf Eis angefertigt und fiir 16 Stunden in-
kubiert. Um die Effizienz der Transformation zu optimieren, erfolgte nach der Ligation
eine Enzymdeaktierung durch Hitze bei 65 °C fiir 30 Minuten.

Eine weitere Optimierung erfolgte durch die anschliefende Aufkonzentrierung des Li-
gationsansatzes. Dazu wurden in einer Petrischale 30 % (w/v) Polyethylenglykol 8000
vorgelegt. Der Ligationsansatz wurde dann auf ein zuvor eingelegtes Filterpapier (0,0025
mm Membran) aufgetragen und fiir 30 Minuten inkubiert.

Die Transformation von E. coli MegaX DH10B T1 Electrocomp erfolgte nach Herstel-
lerangaben und jeweils im Triplikat. Dazu wurden 2,5 pl. konzentrierter Ligationsansatz
auf 20 pL Zellen pipettiert und zusammen in eine 0,1 mm vorgekiihlte Elektroporations-
Kiivette gegeben. Der Impuls erfolgte mit 2 kV (Bio-Rad Micropulser). Anschlieflend
wurde der Ansatz sofort in 250 nL super optimal broth (SOC) tiberfiithrt und fir eine
Stunde bei 37 °C, 220 rpm inkubiert.

2.6 Selektion und Anzucht erstellter Klone

Die Selektion der transformierten Stamme erfolgte durch Ausplattieren von 100 pL einer
1 zu 5 verdiinnten Zellsuspension auf LB-Agarplatten mit 50 pg/mL X-Gal, 25 png/mL
IPTG und 12,5 pg/mL Chloramphenicol. Diese wurde bei 16 Stunden fiir 37 °C inkubiert
und anschlielend auf Farbung untersucht.

Fiir die Anzucht im Milliliter-Mafistab wurden 2 ml deep-well Masterblocke im 96-well
Format mit Sauerstoff-durchléssigen Deckel (sandwich cover) verwendet. Das Arbeits-
volumen bestand aus 1,4 mL Miiller Hinton IT Medium. Durch die Blau-Weif}-Selektion
mittels X-Gal wurden ausschliefflich weifle Kolonien ausgewahlt und in die Masterblocke
iiberfithrt. Die Kultivierung erfolgte iiber 24 Stunden bei 37 °C, 220 rpm mit 85 %
Luftfeuchtigkeit. Zur Konservierung der Klonbibliotheken wurde jeweils 50 pL Kultur
entnommen und 1 zu 1 mit einer 50 % (v/v) Glycerinlésung verdiinnt und bei -80 °C
eingefroren.
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2.7 Untersuchung erstellter Klonbibliotheken

2.7.1 BAC-Isolation und Restriktion zur GroBenkontrolle der Inserts

Die BAC-Isolation erfolgte anhand des Qiagen Large-Construct Kits. Dazu wurde jeweils
eine 500 mL LB-Kultur mit 12,5 pg/mL Chloramphenicol durch eine Kolonie angeimpft
und bei 37 °C, 220 rpm fiir 24 Stunden kultiviert. Die isolierten BACs wurden nach
Tabelle verdaut und mittels PFGE grofien-kontrolliert (Abbﬂdung. Es wurden
folgende Volumina fiir den Restriktionsverdau eingesetzt: 6 pL. pBeloBAC11, 9 nL JF 3
A5, 7.6 pL. S55 A3 und 2,2 pLL JF 14 A4.

Tabelle 2.18: Komponenten fiir die Restriktion und Insertldngen-Kontrolle ausgewéhlter

Klone
Komponente ‘ Menge
500 ng BAC-DNS siehe Text
10x FD-Puffer 2 pL
FD-NotI 1 pL
pyrogenfreies Wasser | add 20 pL

Fiir die Auftrennung dieses Restriktionsverdaus wurde erneut eine Pulsfeld-Gel-

elektrophorese durchgefiihrt. Es wurde 1,2 % LM-Agarosegel gelost in 0,5 x TBE ver-
wendet. Als Standard wurden 2 pL NEB Lambda Monocut-Mix, verdiinnt mit 8 ul. HoO
und 2 pL. Ladepufferverwendet. Vor dem Pipettieren wurde der Mix 10 Minuten bei 65
°C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte bei 6 V/cm, 120 © Winkel, 12 °C und 12 Stunden.

2.7.2 Markergen-spezifische Untersuchung der Klonbibliotheken

Die Markergen-spezifische Untersuchung erfolgte durch eine PCR. Es wurden die Klone
mit der DNS aus Acidicapsa borealis und der DNS aus gewonnenen Bakterien des Ter-
mitennests (Coptotermes niger) verwendet. Fiir die PCR wurden die primer A3-NRPS
und A7TR-NRPS (Tabelle verwendet. Diese binden an der Adenylierungsdoméne von
nicht-ribosomalen Peptidsynthasen und generieren ein Amplifikat von 700 Basen.

Die PCR erfolgte im 96-well Format. Dazu wurde nach der Kultivierung aus dem Mas-
terblock 0,5 plb Kulturvolumen entnommen und direkt in den vorgelegten PCR-Mix,
erstellt nach Tabelle gegeben. Fiir diese PCR wurde zusétzlich 5 pL 10 % (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Nach der PCR wurde der Ansatz 1 zu 10 verdiinnt
und auf einen DNA 5K/HT LabChip aufgetragen. Die Dokumentation erfolgte durch den
LabChip GX Touch HT (PerkinElmer).
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Tabelle 2.19: Komponenten fiir die Detektion von Adenyldoménen in nicht-ribosomalen
Peptidsynthasen

’ Komponente ‘ Menge ‘

Kulturvolumen 0,5 nL.

10 mM A3-NRPS-Primer 2 nL
10 mM A7R-NRPS-Primer | 2 nL
10x DreamTaq-Puffer 2,5 nLb

DreamTaq DNAP 0,5 nL.
10 mM dNTPs 0,5 pL

10 % DMSO 2,5 nL
pyrogenfreies Wasser 14,5 pL

Tabelle 2.20: PCR-Protokoll zur Markergen-spezifischen Detektion von Adenyldoménen
in nicht-ribosomalen Peptidsynthasen

’ Programm ‘ Temperatur ‘ Zeit Zyklen ‘
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min. -
Denaturierung 95 °C 30 sek.
Annealing 58 °C 2 min. 35
Extention 72 °C 4 min.
Finale Extention 72 °C 10 min. -

2.7.3 Bioinformatische Determinierung NRPS-positiver BAC-Inserts

Zur Bestimmung der klonierten Fragmentldngen sowie des Genomlokus wurden die vier
Klone JF 7 A7, JF 7 E10, JF 8 B12 und JF 12 C9 untersucht. Diese wurden als Kolo-
nien der Firma LGC Genomics iibergeben und ansequenziert. Es wurden die primer
M13rev2 und pBeloR verwendet (Tabelle . Die Sequenzierung erfolgte nach der
Kettenabbruch-Methode von Sanger.

Die Bestimmung der Insertlingen wurden durch ein Sequenzvergleich mit dem Genom
von A. borealis in dem Programm GenDB [172] durchgefiihrt. Die Darstellung der klo-
nierten Bereiche erfolgte mit Python. Dafiir wurde der zuvor mit Prokka annotierte
Genomabschnitt von 2.700.127 bis 2.793.896 Basen extrahiert und mit den Sequenzpo-
sitionen aus GenDB abgeglichen.

Als zuséatzliche Klassifikation wurden die Proteinsequenzen des Gencluster-Bereichs durch
eine HMM-Analyse mit der Pfam-Datenbank untersucht [98]. Als Datenbank diente da-
zu eine profileeHMM basierte Version von Pfam (Pfam-A), die mittels HMMER-Paket
(Version 3.1) ausgefithrt wurde.
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2.7.4 Untersuchung auf antibakterielle Aktivitat

Nach der funktionalen Untersuchung mittels PCR und Konservierung der Klonbiblio-
theken, wurde das verbliebene Volumen von 1.350 pL fiir die Untersuchung auf antibak-
terielle Aktivitit eingesetzt. Dazu wurde zunéchst ein zellfreier Uberstand erzeugt. Die
Masterblocke wurden dazu bei 3.900 x g fiir 30 Minuten, 4 °C zentrifugiert.

Die funktionale Untersuchung auf antibakterielle Aktivitdt wurde mit zwei Methoden
im Mikrotiterplatten-Format durchgefiihrt und sind nachfolgend beschrieben.

Primaruntersuchung durch Bioluminseszenz

In der priméren Untersuchung wurden alle erstellten Klonbibliotheken auf anti Gram-
negative Aktivitat gegen FE. coli DHba [pFU166] (Abbildung untersucht. E. coli
DH5« [pFU166] eingesetzt. Das Plasmid pFU166 besitzt einen vorgeschalteten Promo-
ter fir das Haushaltsgen Glyceraldehyde-3-Phosphat- dehydrogenase (gapA), wodurch
die Biolumineszenz-Kassette konstitutiv exprimiert wird. Als Basis fiir diesen Test auf
Biolumineszenz wurden 50 nL zellfreier Kulturiiberstand in weifle, clear botton 96-well
Mikrotiter-Platten eingesetzt und mittels Vakuumzentrifugation bei Raumtemperatur
eingetrocknet.
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pFU166

8212 bp

Abbildung 2.4: Plasmidkarte von pFU166 mit Lumineszenzkassette (luzA, luzB, luxC,
luzD, luzE) und Selektionsmarker bla gegen 8-Lactam-Antibiotika, ein-
gesetzt fiir die primére Untersuchung als E. coli DH5« [pFU166] [173]

Die Bereitstellung des Testorganismus E. coli DH5a [pFU166] erfolgte aus einem ein-
gefrorenen Glycerin-Bakteriengemisch. Dazu wurde eine 30 mL Vorkultur mit Miiller
Hinton II plus 100 pg/mL Ampicillin angefertigt und durch eine Impfése angeimpft. Die
Kultivierung erfolgte bei 37 °C, 180 rpm fiir 16 Stunden kultiviert. Vor jedem Expe-
riment wurde die Testkultur auf Biolumineszenz (LU) durch das Gerit Wallac Victor?
1420 iiberpriift. Es wurde je eingedampfter Zelliiberstand das gleiche Volumen an Te-
storganismus hinzugegeben. Als Negativkontrolle wurde 50 pL Miiller Hinton II, als
Positivkontrolle eine Gentamycin-Verdiinnungsreihe in den Konzentrationen 160, 80, 40,
20, 10, 5 und 2,5 pg/mL eingesetzt. Die Biolumineszenz wurde zu zwei Zeitpunkten (t
= Stunden) bei typ und tg bestimmt. Zwischen den Zeitpunkten wurden die Platten bei
37 °C, 180 rpm und 85 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Berechnung der Inhibition (I
in %) erfolgte nach folgender Formel:

I =100z (1 - (LUProbe-tG — LUProbe-tO))

2.4
(LUBlank-t6 — LU Blank-t0) (24)
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Extraktion in Mikrotierplatten und Sekundaruntersuchung

In Vorbereitung auf diese Untersuchung, wurden Extrakte aus den 1.300 pL. Kulturvolu-
mina angefertigt. Die Herstellung dieser Extrakte sowie das Testverfahren ist nachfolgend
beschrieben.

Als Vorbereitung auf die Extraktion wurden die Masterblocke bei -80 °C eingefroren
und anschlieflend lyophilisiert bis keine Fliissigkeit mehr vorhanden war. Die Extraktion
erfolgte fiir die sekundére Untersuchung wie folgt:

« Hinzugabe von 1,2 mL 75 % (v/v) MeOH auf das Lyophilisat
e Sonifikation fiir 5 Minuten
e Masterblock fiir 1 Stunde schiitteln, bei 180 rpm und RT

e Masterblock bei 3.900 x g fiir 10 Minuten, 4 °C zentrifugieren und 1 mL in einen
neuen Masterblock (Extraktionsplatte) tiberfithren

o Vakuumzentrifugation des Masterblocks fiir eine Stunde bei RT
e Vorherige Schritte mit dem urspriinglichen Masterblock wiederholen

o Nach Hinzugabe des zweiten Milliliters in die Extraktionsplatte, das Volumen mit-
tels Vakuumzentrifugation eindampfen fiir 24 Stunden bei RT

o Die getrockneten Extrakte mit 130 pL 75 % (v/v) MeOH riicklésen
o Sonifikation fiir 5 Minuten

e Versiegeln der Extraktionsplatte und Schiitteln mit Qiagen TissueLyser, 1 Minute
bei 20 Hertz

o Zentrifugieren bei 3.900 x g fiir 5 Minuten, 4 °C

o Uberfithren von 100 pL 10x konzentrierten Extrakt in eine neue 96-well Platte

Fiir diese Untersuchung wurde das 10x konzentrierte Exktrakt aus den Klonbibliothek-
Kulturen verwendet. Die Verteilung von 5 pl. Extrakt erfolgte als Duplikat in transpa-
renten 384-well Mikrotiter-Platten und wurde automatisch durch einen CyBio Well vario
Roboter (Analytik Jena) durchgefiithrt. Als Testbakterien wurden P. aeruginosa PAO
750, E. coli ATCC 25922, E. coli AtolC und MSSA ATCC 25923 fiir die Untersuchung
eingesetzt (Tabelle . Alle Stamme wurden in Miiller Hinton II bei 37 °C, 240 rpm
kultiviert. Um eine zweifache Nettoextrakt-Konzentration zu erhalten, wurden auf den
eingedampften Extrakt 25 pL Testbakterium mit einer zuvor bestimmten McFarland-
Einheit von 1 hinzupipettiert, was etwa 208 Zellen/mL entspricht [174]. Die Inkubation
erfolgte bei 37 °C, 220 rpm fiir 24 Stunden bei 85 % Luftfeuchtigkeit. Nach der Kultivie-
rung wurde die optische Dichte bei 600 Nanometern durch den LUMIstar Omega (BMG
Labtech) bestimmt. Die Berechnung der Inhibition (I in %) dieser Endpunktmessung
erfolgte nach folgender Formel:

I =100z (1 . (ODProbe - ODBlank) >

2.5
(ODxontrolle — ODBlank) (25)
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2.7.5 Aktivitatsverifizierung durch scale-up Kultivierung

Klone mit detektierter antibakterieller Aktivitdt aus der Untersuchung mittels Biolu-
mineszenz oder festgestellt anhand der Extrakt-basierten Untersuchung, wurden zur
Bestétigung wiederholt. Dazu wurden die jeweiligen Klone in einem gréfleren Maflstab
(50 mL) iiber 24 Stunden bei 37 °C und 220 rpm kultiviert. Zur Uberpriifung wur-
den im Duplikat die Mediumskontrolle Miiller Hinton II sowie der Wirt E. coli MegaX
DH10B T1 Electrocomp [pBeloBAC11] mitbearbeitet. Die Kulturen wurden in einen
250 mL Rundkolben iiberfiihrt, eingefroren und lyophilisiert. Tabelle stellt die Klo-
ne dar welche fiir die scale-up Extraktion herangezogen wurden. Die Extraktion in diesem
MafBstab erfolgte wie folgt:

o Hinzugabe von 20 mL entsprechendem Losemittel auf das Lyophilisat (Tabelle
2.21))

e Sonifikation fiir 10 Minuten
o Uberfithren in ein 50 mL Réhrchen und zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 3.900 x g

o Uberstand iiberfiithren in ein neues 50 mL Rohrchen und Pellet nach Schritt 1 - 3
behandeln

e 40 mL Gesamtlosemittel durch Vakuumzentrifugation eindampfen bei RT
o Das getrocknete Extrakt in 1 mL 100 % MeOH riicklosen (50x generiertes Extrakt)

o Extrakt bei 19.000 x g fiir 30 Minuten zentrifugieren und Uberstand fiir Messung
entnehmen

Tabelle 2.21: Klonbibliotheken fiir die scale-up Extraktion und chemische Analytik
’ Klon ‘ Extraktionsmittel ‘

JE7C3 | 100 % (v/v) Aceton oder EtAc
JFE7C4 | 100 % (v/v) Aceton oder EtAc
JF 8 A9 75 % (v/v) MeOH

JF 9 H5 75 % (v/v) MeOH

JF 9 C12 75 % (v/v) MeOH

JF 11 B9 75 % (v/v) MeOH

JF 13 C6 75 % (v/v) MeOH

JF 13 G5 75 % (v/v) MeOH

JF 13 G11 75 % (v/v) MeOH

Mit den angefertigten Extrakten wurde die sekundéare Untersuchung in den Nettoextrakt-
Konzentrationen 1x, 2x und 10x analog wie zum ersten Durchlauf durchgefiihrt. Zuséatzlich
wurden die Extrakte der chemischen Analytik iibergeben.
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Chemische Analytik als aktiv eingestufter Klone

Die Extraktanalytik der Klone nach Tabelle wurden mittels UHPLC-MS/MS un-
tersucht. Dazu wurden jeweils 2 ul. des 50x Extrakts injiziert und die Probe {iber eine
Cig-Séule (Firma ACQuity) mit einer Fliefrate von 0,6 mL/min chromatographisch
durch das Agilent 1290 Infinity LC System aufgetrennt. Die S&ulenofen-Temperatur
betrug 40 °C. Als Laufmittel wurden zwei Medien verwendet und in unterschiedlichen
Verhéltnissen kombiniert: (A: 99 % H2O, 0.1 % Ameisensaure (FA); B: 99 % Acetonitril
(ACN), 0.1 % Ameisensdure (FA))

Tabelle 2.22: Protokoll fiir die chromatographische Auftrennung generierter Extrakte
’ Zeit in Minuten ‘ Komponente A ‘ Komponente B ‘

0 95 % 5%
0,3 95 % 5%
18 4,75 % 95,25 %
22,5 _ 100 %
22,6 95 % 5%
25 95 % 5%

Der Analytik wurde anschlieend mittels einer Elektrospray-Ionisation in das Massenpek-
trometer (maXis IITM, Bruker Daltronics) tiberfithrt und die Ionen der Masse nach auf-
getrennt. Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die Chromatogramme in dem Compass
DataAnalysis Programm auf Unterschiede verglichen. Zur weiteren Analyse der Massen
wurde die Datenbank antiBase verwendet.

Fiir den Vergleich der Massenfragmente aus Probe JF C3-Aceton und Diprotin A wurde
zusétzlich eine Tandem-MS/MS-Analyse durchgefiihrt. Diprotin A wurde dazu in einer
geringen Menge in 100 % (v/v) MeOH gelost.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Im nachfolgenden Kapitel werden die Ergebnisse der durchgefithrten Untersuchungen
dargestellt und diskutiert. Diese gliedern sich in einen bioinformatischen Teil (Kapitel
, sowie in einen experimentellen Teil zur Erstellung und funktionalen Untersuchung
der Klonbibliotheken (Kapitel [3.2]). Aufgrund der grofien Datenmengen sind die Ergeb-
nisse aus beiden Ergebnisteilen in der Druckversion auf das Wesentliche beschréankt. Es
wird an dieser Stelle auf die jeweilige Datei verwiesen, welche auf der DVD zur Disser-
tation hinterlegt ist (Tabelle [3.1).

Tabelle 3.1: Datensétze der bioinformatischen Auswertung auf DVD

] Dateiname Kapitel

Datenbank-genome.csv | |3.1.1
Datenbank-draft.csv 3.1.1
Resistenzgene.csv 3.1.3

3.1 Bioinformatische Analyse von Bakterien hinsichtlich
Biosynthese-Gencluster

In diesem Kapitel werden die bioinformatischen Ergebnisse zu der statistischen und
funktionalen Genomauswertung dargestellt. Diese basieren auf Genclustern ausgewéhlter
Bakterien, worauf ein Stamm zur Methodenetablierung ausgewéhlt wurde. Kapitel [3.1.1]
untersucht den Zusammenhang zwischen Genomgrofie und Biosynthese-Gencluster (BGC).
Weiterfithrend werden in dem Kapitel die Gencluster-Typen terpene und other auf
besondere Gene iiberpriift. Das Kapitel stellt die Bakterien mit Resistenzgenen
sowie Gencluster ohne Sequenzdhnlichkeit als zentrales Ergebnis der bioinformatischen
Untersuchung vor. Das Kapitel illustriert die Identifizierung von Flavobakterien
als abundanteste Gruppe mit Genclustern innerhalb des Phylums Bacteroidetes. Das
Kapitel charakterisiert trans-AT PKS Gencluster im Zusammenhang neuer Meta-
bolite. Das Kapitel behandelt die Genomsequenzierung von A. borealis sowie die
funktionale Annotation. Zuletzt wird im Kapitel die taxonomische Klassifizierung
gewonnener Bakterien aus dem Termitennest Coptotermes niger als alternative Biores-
source fiir die Antibiotikaforschung untersucht.
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Das Phylum Actinobacteria galt jahrzehntelang als die Quelle aus der am meisten An-
tibiotika entwickelt worden sind [22]. Es wurden zahlreiche Produzenten dieses Phy-
lums genomsequenziert und lieferten Erkenntnisse beziiglich Gencluster und Abundanz
pro Genom, die miteinander korrelieren [73]. Auf Basis dieses Zusammenhangs wurde
der akquirierte Datensatz alternativer Phyla bestehend aus Acidobacteria, Bacteroide-
tes, Chloroflexi sowie des Superphylums Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydiae
ebenfalls untersucht, um sich auf Bakterien mit ausgewéhlten Genclustern fiir die Er-
stellung von Klonbibliotheken zu fokussieren.

Ausgangspunkt der statistischen Analyse war die Identifizierung von Genclustern aus 361
Genomsequenzen. Auf dieser Basis konnte bereits eine erste Selektion hinsichtlich Identi-
fizierung von Genclustern erfolgen. Es konnten 202 Genome mit Gencluster identifiziert
werden und 159 Genome, in denen keine Gencluster identifiziert wurden. Die berechneten
Genomgroflen aller Bakterien wurden darauffolgend gruppiert und in Form eines Box-
plots dargestellt (Abbildung [3.1]). Die Boxplots zeigen die GenomgréBen in Form einer
Verteilung als Quartile, die durch den Median separiert werden. Die Abstdnde zwischen
Boxrahmen und Whiskers (Minimum beziehungsweise Maximum) stellen die Auflenbe-
reiche der Verteilung dar und beinhalten jeweils 25 % aller Werte. Punkte auflerhalb der
Whiskers werden als Ausreifler bezeichnet. Die Box markiert 25 - 75 % der Werte um
den Median.

Zu erkennen ist, dass sowohl die Gruppe mit Genclustern als auch die Gruppe ohne
Gencluster, Ausreifier beinhalten, die jeweils auflergewhnlich groie Genome haben. Die
gesamte Werteverteilung beider Gruppen scheint dennoch ausgewogen. Aus der Abbil-
dung der Genom-GroBenverteilung ist ersichtlich, dass Genome mit Gencluster (~4,1
Megabasen) mehr als doppelt so grof} sind, als Genome die keine Gencluster (~1,5 Me-
gabasen) aufweisen. Um das Ergebnis dieser Verteilung statistisch zu belegen, wurde
der Welch t-test durchgefithrt. Dieser parametrische Test errechnet die statistische Si-
gnifikanz auf Basis des Mittelwerts fiir zwei Gruppen [175]. Als wichtige Voraussetzung
zu diesem Test wurde der Datensatz auf Normalverteilung durch den Shapiro-Wilk t-
test tiberpriift und ergab eine Normalverteilung anhand des p-Werts von >0,05 fiir beide
Gruppen. Die zu testenden Hypothesen fiir den Welch t-test wurden wie folgt formuliert;
Hy: Es liegt kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen vor (p-Wert >0,05)
und H;: Es liegt ein signifikanter Unterschied vor (p-Wert <0,05). Der errechnete p-Wert
von 2,216 ergab den Ausschlufl von Hy und die Annahme von H;. Demnach besteht ein
Zusammenhang zwischen Genomgréfie und dem Auftreten von Biosynthese Genclustern
(BGC) in diesem Datensatz.

48



3.1.1 Quantifizierung von Genclustern in alternativen Bakteriengruppen

BGC vorhanden

BGC nicht vorhanden |® memorom "

Datensatz alternativer Bakterien

0 2 4 6 8 10
Genomgroesse [Mb]

Abbildung 3.1: Verteilung der Genomgrofle von Stdmmen alternativer Bakterien die
Biosynthese-Gencluster (BGC) enthalten oder nicht enthalten

Im weiteren Verlauf der Analyse wurde mit den 202 Genomen gearbeitet, in denen Gen-
cluster identifiziert worden sind. Um den Zusammenhang zwischen Genomgréfle und
Gencluster-Anzahl zu untersuchen, wurde eine lineare Regression erstellt und der Korre-
lationskoeffizent berechnet (Abbildungenund. Die Korrelation gibt grundsétzlich
einen Wert zwischen -1 und +1 wieder. Werte iiber 0 implizieren eine positive Korrela-
tion. Als Ergebnis wurde eine starke Korrelation fiir Actinobakterien von 0,89 und eine
Korrelation von 0,54 fiir alternative Bakterien errechnet.

50 20
Actinobacteria 18 alternative Bakterien”
— - L Korrelation:0.54
40 Korrelation:0.89 Ce 16 rrefation
R o 4

(@] (@] 12
2 30 ®
— % 10
=
o N 8 -
N 20 E 6 ..
< 4 -

10 2 —ryinipia

0 e e e = s .
0 0 2 4 6 8 10 12 14

0 2 - 6 8 10 12

Genomgroesse [Mb]
Genomgroesse [Mb]
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Abbildung 3.4: Gruppierung des Daten-  Abbildung 3.5: Gruppierung des Daten-
satzes anhand der Stei- satzes nach Gencluster-
gungsgeraden von 0,88 Dichte je Phylum

Die Regressionsanalyse zeigt einen starken Zusammenhang zwischen Anzahl von Gen-
clustern und der Genomgréfle beider Gruppen. Die getesteten Parameter BGC-Anzahl
und Genomgréfle wurden individuell fiir jedes Phylum berechnet und sind in Tabelle
gezeigt. Als Vergleich dazu sind in Tabelle die Werte fiir Actinobakterien an-
gegeben. Um zielfithrender Stdmme mit besonders hoher Dichte an Genclustern aus
alternativen Bakterien zu identifizieren, wurde anhand der Steigung der Regressionsge-
raden von 0,88 der Datensatz unterteilt (Abbildung. Stdmme mit einem Quotienten
>0,88 wurden in die Kategorie iiberdurchschnittlich, Stdmme <0,88 in die Kategorie
unterdurchschnittlich eingestuft. Die Verteilung der Stdmme in die jeweilige Katego-
rie ist phylumspezifisch in Abbildung dargestellt. Sie zeigt, dass flir die Kategorie
iiberdurchschnittlich 80 % der Acidobakterien diese Eigenschaft zutrifft. Fiir die weiteren
Phyla ergab diese Einteilung 62 % PVC, 37 % Bacteroidetes und 18 % Chlorofiexi.
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Tabelle 3.2: Statistische Erhebung von Genomgrofle und BGC-Anzahl von wenig er-

forschter Bakteriengruppen. Extremwerte sind hervorgehoben

’ Phylum ‘ Acidobacteria ‘ Bacteroidetes ‘
Genome 25 139
Parameter | BGC-Anzahl | Genomgroie [Mb] | BGC-Anzahl | Genomgréfie [Mb]
Mittelwert 7 5,6 3 4,2
STABW 3 2,1 3 1,6
Minimum 1 2 1 1,2
Maximum 13 13 19 11,25
] Phylum ‘ Chloroflexi ‘ PVC ‘
Genome 11 27
Parameter | BGC-Anzahl | Genomgroie [Mb] | BGC-Anzahl | Genomgrofie [Mb]
Mittelwert 3 4,2 5 5,5
STABW 4 1,7 3,6 2,6
Minimum 1 1,7 1 0,9
Maximum 14 6,1 13 10

Tabelle 3.3: Statistische Erhebung von Genomgrofie und BGC-Anzahl des Referenzphy-

lums Actinobacteria. Extremwert ist hervorgehoben

’ Phylum ‘ Actinobacteria ‘
Genome 486
Parameter | BGC-Anzahl | Genomgroie [Mb]
Mittelwert 12 4,6
STABW 10 2,2
Minimum 1 1,43
Maximum 51 12,1

Die Analyse von Genomen mit Genclustern wurde fortgefithrt und in einem kompara-
tiven Ansatz mit denen von Actinobakterien verglichen. Tabelle stellt die absoluten
Werte aller 43 Biosynthese-Genclustertypen dar, die in den alternativen Phyla detektiert
wurden. Um die Ubersicht zu wahren, sind die Gencluster in sechs Kategorien (PKS,
NRPS, Ripp, Terpene, Sonstige und Hybrid) eingeteilt. Die Daten in der Tabelle zeigen,
dass vereinzelt Gencluster-Typen fiir jedes Phylum, mit Ausnahme der Chloroflexi ge-
funden wurden. Fiir Acidobacteria ist dies der Hybridcluster t3pks-nrps-transatpks-t1pks
aus Terracidiphilus sp. Sb5, sowie otherks-t1pks-oligosaccharide aus Solibacter usitatus
Ellin 6076. Im Phylum Bacteroidetes wurden die Gencluster microviridin und ladderane-
terpene beispielsweise aus Chryseobacterium sp. StRB126, sowie transatpks-otherks und
lanthipeptide-nrps-transatpks aus Chitinophaga pinensis DSM 2588 gefunden. Fir das
Superphylum PVC wurde das otherks-t3pks als einziges Gencluster aus Planctomyces
limnophilus DSM 3776 gefunden.
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Tabelle 3.4: Anzahl an detektierten Genclustern im Datensatz. ACI: Aciobacteria; BAC:
Bacteroidetes; CHL: Chloroflexi; PVC: Planctomycetes, Verrucomicrobia,
Chlamydiae; ACT: Actinobacteria. Gencluster mit trans-AT Polyketidsynt-
hase sind hervorgehoben

‘ Kategorie ‘ Biosynthese-Gencluster ‘ ACI ‘ BAC ‘ CHL ‘ PVC ‘ ACT ‘
t1pks 2 3 1 6 834
t3pks 25 44 1 10 249
transatpks 1 0 0 0 3
PKS resorcinol 2 23 0 2 2
ladderane 0 1 0 1 10
aryl polyene 1 51 0 2 26
otherks 1 0 4 6 32
NRPS nrps 9 16 4 5 952
bacteriocin 27 18 1 18 382
microviridin 0 ) 0 0 0
. lanthipeptide 2 37 0 2 201
Ripp lassopeptide 11 9 0 0 51
microcin 2 0 0 0 0
linaridin 1 0 0 0 8
Terpene terpene 50 149 19 593 727
phenazine 1 0 0 1 5
oligosaccharide 1 0 0 0 10
butyrolactone 0 0 0 95
Sonstige homoserine lactone 0 1 0 0 1
other 26 22 1 24 861
stderophore 0 18 0 0 236
ectoine 0 0 2 2 136
aryl polyene-resorcinol 0 29 0 0 0
aryl polyene-t3pks 0 7 0 0 0
t1pks-otherks 0 ) 0 9 38
t3pks-terpene 1 4 0 0 3
transatpks-otherks 0 1 0 0 0
otherks-t3pks 0 0 0 1 0
ladderane-terpene 0 1 0 0 4
lanthipeptide-bacteriocin 1 0 0 0 11
lanthipeptide-terpene 0 2 0 0 6
nrps-t1pks 4 8 3 6 472
Hybrid thiopeptide-lanthipeptide 1 0 1 0 47
t3pks-nrps-transatpks-t1pks 1 0 0 0 0
otherks-t1pks-oligosaccharide 1 0 0 0 0
t1pks-transatpks-nrps 1 0 0 0 13
otherks-PUFA-t1pks 0 3 0 0 0
nrps-t1pks-bacteriocin 1 0 0 0 1
nrps-t1pks-lanthipeptide 0 0 0 0 11
nrps-lanthipeptide-t1pks-otherks 0 1 0 0 1
terpene-nrps-tipks 1 0 0 0 4
lanthipeptide-nrps-transatpks 0 1 0 0 0
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Im vorherigen Abschnitt wurden die Ergebnisse der bioinformatischen Analyse zur Stamm-
priorisierung, bestehend aus insgesamt 361 genomsequenzierten Bakterien der alterna-
tiven Phyla Acidobacteria, Bacteroidetes, Chlorofleri sowie des Superphylums Planc-
tomycetes, Verrucomicrobia und Chlamydiae (PVC), gezeigt. Als Referenz zu dieser
Untersuchung wurden 486 genomsequenzierte Stdmme aus dem Phylum Actinobacteria
hinzugezogen.

Das Programm antiSMASH wurde fiir die Detektion der Gencluster eingesetzt. In der
statistischen Auswertung wurde der Datensatz anschlieflend in zwei Gruppen von Stam-
men mit Gencluster (Anzahl 202) und ohne Gencluster (Anzahl 159) unterteilt. Das Pro-
gramm antiSMASH detektiert grundsétzlich Gencluster, die dem Sekundarmetabolismus
zugehorig sind und damit nicht essentiell sein miissen [176]. Um den biologischen Zu-
sammenhang der Gruppe von Bakterien die in diesem Datensatz keine detektierbaren
Gencluster aufweisen, zu verstehen, wurden einzelne Vertreter dieser Gruppe néher un-
tersucht.

Diese Bakterien entstammen aus den Phyla Bacteroidetes, Chlamydiae und Chlorofiexi.
Viele dieser Bakterien haben eine starke Adaption an eine 6kologische Nische, was die
Ausbreitung vieler Konkurrenten zum Beispiel durch extreme Bedingungen von vorn-
herein begrenzt und sehr wahrscheinlich keine Gencluster zur Bildung von Antibioti-
ka als Verteidigung oder fiir die Kommunikation notwendig sind. Als Beispiele seien
hier Stdmme wie Riemerella anatipestifer |177] oder Prevotella intermedia [178] ge-
nannt. Neben diesen Vertretern der Bacteroidetes beinhaltet das Phylum Chlamydiae
hauptséachlich pathogene Bakterien, die intrazellulir im Menschen {iiberleben kénnen
[179]. Ebenso weist der Genus Dehalococcoides aus dem Phylum Chloroflexi viele obli-
gate anaerobe Bakterien auf, die Organohalogenide verstoffwechseln und damit bereits
eine spezielle 6kologische Nische ausfiillen [180]. Neben dem biologischen Zusammen-
hang, das spezifische Gene des Sekundarsmetabolismus nicht vorkommen miissen, sollte
auch die technische Limitierung der Detektionsmodelle mitberticksichtigt werden, die auf
bekannte Proteinfamilien beschrankt sind.

Im weiteren Verlauf der Analyse wurde mit der Gruppe von 202 Bakterien gearbeitet,
die Gencluster aufweisen. Es wurde dhnlich wie bei den Actinobakterien eine positive
Korrelation von 0,54 zwischen Gencluster-Anzahl und Genomgrofie festgestellt. Dennoch
gibt es auch innerhalb des Phylums Actinobacteria Bakterien, die eine deutlich niedrigere
Gencluster-Dichte aufweisen, wie zum Beispiel Propionibacterium und Corynebacterium.
Genera mit auflergewohnlich hoher Gencluster-Dichte sind Streptomyces, Mycobacteri-
um und Actinoplanes. Um diese Eigenschaft, welche fiir viele Antibiotika-Produzenten
zutrifft auch in alternativen Bakterien zu untersuchen, wurde die Regressionsanalyse
als Maf fir eine weitere Selektion der Stamme verwendet. Anhand der Steigung wurde
das Datenset gruppiert in iiberdurchschnittlich und unterdurchschnittlich (Abbildung
. Grundsétzlich konnten in jedem Phylum Stdmme identifiziert werden, welche eine
auBergewOhnlich hohe Gencluster-Dichte aufweisen, wie zum Beispiel Silvibacterium sp.
S15 (Acidobacteria), Chitinophaga pinensis DSM 2588 (Bacteroidetes), Herpetosiphon
aurantiacus DSM 785 (Chloroflexi) und Gemmata sp. SH-PL17 (PVC). Anhand der
Einteilung aus Abbildung ist erkennbar, dass prozentual viele Stimme des Phylums
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Acidobacteria diese Eigenschaft besitzen.

Um im weiteren Verlauf qualitativ Stdmme anhand des Gencluster-Typs auszuwéhlen,
sind alle Gencluster-Typen nach Kategorie und Phylum in der Tabelle 3.4 aufgelis-
tet. Von besonderer Relevanz sind Gencluster und ihre korrespondierende Naturstoff-
Klasse wie zum Beispiel Polyketide, sowie nicht-ribosomale Peptide und ribosomal-
synthetisierte und post-translational modifizierten Peptide (Ripps). Aus diesen drei Klas-
sen konnen potentiell antibiotische Metabolite hervorgehen, die sich in weitere Unter-
gruppen diversifizieren lassen. Bekannte Beispiele sind Typ I PKS synthetisierte Makroli-
de [181] wie Erytrhomycin, 8-Lactame aus der Biosynthese von nicht-ribosomalen Peptid-
synthasen oder Lantibiotika aus der Klasse der Ripps [54]. Die Klassifizierung von Gen-
clustern beruht in antiSMASH auf konservierten Sequenzmotiven, welche fir die Klasse
der Polyketide weitestgehend anhand der Ketosynthase-Doméane durchgefithrt werden.
Diese lassen sich in fiinf Familien mit diversen Untergruppen einteilen und unterscheiden
sich mechanistisch und strukturell [182]. In diesem Kontext ist auch der Gencluster-Typ
otherks von Bedeutung. Dieser ist mit Ausnahme von Stdmmen der Bacteroidetes ver-
einzelt vertreten und zeichnet sich durch atypische Reaktionen der Ketosynthasen aus,
welche nicht der gewohnlichen Claisenkondensation entsprechen miussen [183] [184]. De-
tektierte Gencluster des Typs transatpks werden in dem Kapitel naher untersucht
und zeichnen sich ebenfalls durch atypische Biosynthesemechanismen aus.

Im Falle der Detektion von nicht-ribosomalen Peptidsynthasen, basiert die Identifizie-
rung anhand der Kondensations, Adenyl oder der Thiolations-Doméne. Unter diesem
Aspekt sind Siderophore ebenfalls differenziert zu betrachten und im Falle der Detektion
durch antiSMASH auf Basis einer signifikanten Sequenzédhnlichkeit auf nicht-ribosomale
Siderophore wie Aerobactin beschrinkt. Weitere Erkenntnisse zeigen aber, dass Sidero-
phore auch durch nicht-ribosomale Peptidsynthasen gebildet werden konnen [185].
Fine ebenfalls grofie Differenzierung unterschiedlicher Sequenzmotive wird in antiS-
MASH fir die Klasse der Ripps gemacht, wie zum Beispiel anhand des N oder C-
Terminus fiir die Gencluster-Detektion von bacteriocin und lanthipeptide [186]. Deshalb
ist die Wahrscheinlichkeit gegeben diese Gencluster héufiger zu identifizieren, was die
relativ hohe Anzahl im Datensatz erklart.

Weitere Eintrége die aus der Tabelle 3.4 hervorgehen, gehoren der Kategorie Hybride an.
Diese umfasst unterschiedliche Gencluster welche durch den Suchalgorithmus zusammen-
gefasst worden sind. Hybridgencluster sind in Bakterien verbreitet, kénnen jedoch auch
Artefakte durch den Suchalgorithmus selbst sein, der ausgehend von einem detektier-
ten Sequenzmotiv, 10 - 15 Kilobasen auf- und abwérts der DNS-Sequenz nach weiteren
Motiven sucht (greedy approach) [108] Deshalb ist die in silico Léngenberechnung der
Gencluster nicht zwangslaufig korrekt.

Die Beriicksichtigung von Terpene als Naturstoffe mit antibiotischer Wirkung ist auf
genetischer Ebene nur unter bestimmen Voraussetzungen bekannt. Diese besondere Ein-
schrankung gilt auch fiir den Gencluster-Typ mit der Bezeichnung other und wird im
nachfolgenden Kapitel gesondert diskutiert. Ein weiterer Gencluster-Typ in der Kate-
gorie Sonstige sind oligosaccharide. Dieser Gencluster-Typ umfasst bekannte Glykosyl-
transferasen wie zum Beispiel die UDP-Glykosyltransferase (MGT), welche in Verbin-
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dung mit der Aktivierung und Deaktivierung von Makroliden stehen. Weitere Gencluster-
Typen die besonders in Verbindung mit Signalprozessen stehen sind homoserine lactone
und butyrolactone. Im Falle von homoserine lactone handelt es sich um das Gen der
autoinducer Synthethase welche an der Biosynthese von Homoserinlactone beteiligt ist,
die als quorum sensing Molekiile fungieren [187]. Das Gencluster butyrolactone steht be-
zeichnend fiir die hotdog domain der A-Faktor dhnlichen Synthetase. Der A-Faktor agiert
als globaler Regulator in der Biosynthese von Streptomycin [188]. Die Gencluster-Typen
phenazine sowie ectoine sind weniger in Bezug zu Antibiotika bekannt und kodieren fiir
Enzyme welche an physiologischen Prozessen beteiligt sind, wie beispielsweise an Redox-
reaktionen [189] oder der Aufrechterhaltung der Osmolaritat [190].

Als abschlieende Untersuchung beziiglich des Gencluster-Potentials, wurde anhand der
Daten eine Hochrechnung beziehungsweise rarefaction durchgefiihrt. Diese Analysetech-
nik ist eine aus der Okologie stammende Methode, um anhand der Anzahl und Diversitét
an vorhandenen Gencluster-Typen die noch zu erwartende Diversitit abzuschétzen [191].
Auf Grund der relativ geringen Anzahl an Genclustern ist diese Analyse nach aktuellem
Stand des Datensatzes nur fiir Actinobakterien zuverldssig, weshalb sie nur als Zusatz-
information herangezogen werden kann (Abbildung [5.1]).
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3.1.2 Annotation der Gencluster-Typen other und terpene

Eine hohe Gencluster-Dichte ist eine Eigenschaft, welche prinzipiell die Wahrscheinlich-
keit der Biosynthese eines Antibiotikums erhéht. Um das Potential beziiglich der Bio-
synthese eines Antibiotikums gezielter einzugrenzen, wurde eine funktionale Annotation
ausgewéhlter Gencluster-Typen transatpks (Kapitel , terpene und other durch-
gefiihrt.

Annotation des Gencluster-Typs: terpene

Der Gencluster-Typ terpene, ist mit 257 Eintrdgen am hédufigsten in den alternativen
Bakterien vertreten (Abbildung . Diese Beobachtung geht mit der Erkenntnis ein-
her, dass Terpene die hochste Diversitiat an Naturstoffen aufweisen [192] und antiSMASH
diesbeziiglich diverse Detektionsmodelle besitzt. Allerdings steht die Biosynthese von
Terpenen in Bakterien nur selten in Verbindung mit Antibiotika, weshalb eine genauere
Untersuchung auf Genebene aller Gencluster notwendig war. Es ist ersichtlich, dass ein
Grofiteil der Proteine keine bekannte Annotation besitzen und als hypothetisch klas-
sifiziert wurden (Tabelle [3.5]). Gene, welche fiir Proteine mit enzymatischer Aktivitéit
kodieren, sind die Phytoen Synthase und Phytoen Dehydrogenase. Diese kénnen zum
Beispiel Bestandteil der Carotinoid-Biosynthese sein, indem Phytoen zu zeta-Caroten
umgewandelt wird, einer Vorstufe fiir chromophore Molekiile [180]. Carotinoide dienen
zum Beispiel der Vermeidung von reactive oxygen species (ROS) [193], daher sind die-
se Formen der Naturstoffe als Antibiotika irrelevant. Im weiteren Verlauf der Analy-
se wurden Proteine als Transkriptions-Regulatoren oder als mobile Element-Proteine
annotiert. Diese Proteine haben essentielle Bedeutung in Bakterien, da sie fiir DNS-
Rekombinationsereignisse verantwortlich sind und zum Beispiel zur Entwicklung einer
Antibiotikaresistenz oder zur Pathogenitét beitragen konnen [194].

Bisherige Studien deuten darauf hin, dass nur dann antibiotisch wirksame Terpene gebil-
det werden kénnen, wenn eine Diterpencyclase vorhanden ist, die Geranylgeranyldiphos-
phat (GGDP) metabolisiert um damit Vorstufen fiir antibiotisch-wirksame Substanzen
liefern kann [195]. Dieses Enzym ist jedoch nur vereinzelt in Bakterien wie Streptomy-
ces melanosporofaciens zu finden [196]. Eine funktionale Klassifizierung aller Terpen-
Gencluster durch die Annotationsplattform RAST ergab keine Treffer hinsichtlich einer
Diterpencyclase. Ein Beispiel fiir einen antibiotisch wirksamen Metabolit ist das Ter-
pentecin, welches aus zwei Geranylgeranyldiphosphat-Gruppen besteht und durch die-
ses Enzym katalysiert wird [197]. Dieses Enzym ist essentiell fiir die Ringbildung des
Terpentecins und unterscheidet sich von anderen Cyclasen [198]. Generell ist diese en-
zymatische Reaktion von Cyclasen wichtig fiir weitere chemische Modifikationen wie
Hydroxylierung, Methylierung, und Glykosylierung.
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Tabelle 3.5: Die fiinf hdufigsten Proteine aus dem Gencluster-Typ terpene

Bezeichnung ‘ Héaufigkeit
hypothetisches Protein 4359
Phytoen Synthase (EC 2.5.1.32) 631
Transkriptions-Regulator 443
Phytoen Dehydrogenase (EC 1.14.99.-) 345
mobiles Element Protein 132

Annotation des Gencluster-Typs: other

Der Gencluster-Typ other aus Tabelle ist insgesamt 61 Mal identifiziert worden. Je-
doch lasst sich anhand der Bezeichnung keine weitere Zuordnung von Enzymen oder
weiteren Faktoren machen. Aus den Publikationen von Blin et al. (2013) [199], so-
wie Medema et al. (2011) [108] gehen 12 unterschiedliche Detektionsmodelle fiir die-
sen Gencluster-Typ hervor. Darunter einzelne Gene die in Zusammenhang mit einer
Antibiotika-Biosynthese stehen, wie zum Beispiel die Doméne vimB fiir die Valanimycin
Produktion. Auf Grund dieser Relevanz wurden diese Gencluster mittels einer Annota-
tion untersucht und die Ergebnisse der fiinf hdufigsten Proteine oder Enzyme in Tabelle

dargestellt.

Tabelle 3.6: Die fiinf hdufigsten Proteine aus dem Gencluster-Typ other

’ Bezeichnung Héaufigkeit
hypothetisches Protein 895
Transkriptions-Regulator 27
Fettsdureligase (EC 6.2.1.3) 13
hypothetisches Transmembran-Protein und Signalpeptid-Vorhersage 10
mobiles Element Protein 10

Analog wie in der Annotation zuvor bilden hypothetische Proteine die Mehrheit der
Ergebnisse und machen weitere Interpretationen schwierig. Es ist aber erkennbar, dass
durch die Eintrage wie Transkriptions-Regulatoren und Signalpeptide, dieser Gencluster-
Typ sehr wahrscheinlich Regulationsmechanismen besitzt. Dieser Aspekt ist von Bedeu-
tung da bekannt ist, dass die Aktivierung von Genclustern durch Signalmolekiile wie
beispielsweise y-Butyrolactone oder Furane gesteuert werden kann [200] [201]. Zusétzlich
lasst der Eintrag von Fettsidureligasen darauthin deuten, dass es sich verstirkt um den
Umbau von langkettigen sowie gesittigten oder ungeséttigten Fettsduren handelt. In
dieser ATP-getriebenen Reaktion werden diese Verbindungen zu kiirzeren Fragmenten
wie Acyl-CoA abgebaut [202].

Der Eintrag mobiles Element Protein ist ebenfalls in der Annotation in den Genclustern
der Terpene gefunden worden. Damit erhértet sich der Verdacht, dass es sich im Zusam-
menhang von Genclustern allgemein um eine wichtige Komponente handelt, durch die
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Gencluster rekombiniert beziehungsweise transportiert werden kénnen.

3.1.3 Stammauswahl anhand von Resistenzgenen und Sequenzdhnlichkeit

Die Produktion von Antibiotika erfordert einen Resistenzmechanismus als Selbstschutz,
der in Form eines Gens kodiert ist. In einem Gencluster sind diese Resistenzgene oft zu-
sammen mit Genen zur Biosynthese des Antibiotikums lokalisiert. Die Identifikation von
bekannten Resistenzgenen kann deshalb als eine zielfiithrende Strategie angesehen wer-
den, Stamme als potentielle Antibiotika-Produzenten zu identifizieren. Die durchgefiihrte
Untersuchung bestand aus 202 Stdmmen, in denen zuvor Gencluster identifiziert worden
sind. Im weiteren Verlauf der Analyse wurde das Programm Antibiotic Resistant Target
Seeker (ARTS) zur Detektion von Resistenzgenen verwendet. In der Summe wurden 101
Gencluster mit mindestens einem Resistenzgen identifiziert. Die entsprechenden Resis-
tenzgene wurden kategorisiert nach ihrem Mechanismus und sind in den Tabellen bis
(.3l des Annex zu finden.

Als zweiter Filter wurde der knownclusterblast-Algorithmus aus antiSMASH angewen-
det, um alle identifizierten Gencluster mit Resistenzgen auf Ahnlichkeit zu bekannten
Genclustern in der Datenbank Minimum Information about a Biosynthetic Gene clus-
ter (MIBiG) zu vergleichen [110]. Diese Datenbank ist speziell fiir Gencluster konzipiert
und dient der offiziellen und standardisierten Dokumentation. Aus den 101 Genclustern
mit Resistenzgenen wurden 24 Gencluster mit mindestens einen signifikanten Blasthit
zu bekannten Genen identifiziert.

Es konnte festgestellt werden, dass der Grofiteil an Stdmmen mit bekannten Genen aus
dem Gencluster-Typ terpene stammt, die der Carotinoid-Biosynthese zugeordnet werden
(Tabellen des Annex und [5.5). Nach der Filterung von diesen 24 Genclustern, mit
anteilig bekannten Genen, verblieben 77 Gencluster. Diese sind in Tabellen
und aufgelistet. Die Tabellen stellen die zentralen Ergebnisse dieser Untersuchung
dar, da aufgrund fehlender Sequenzédhnlichkeit zu bekannten Genclustern prinzipiell von
der Biosynthese eines unbekannten Naturstoffs ausgegangen werden kann.

Aus den Tabellen zur Stammpriorisierung ist zu entnehmen, dass die anteilige Mehr-
heit der Gencluster-Typen PKS, NRPS oder Ripps entsprechen. Damit bestétigt diese
Untersuchung die empirische Betrachtung dieser Naturstoff-Klassen hinsichtlich einer
potentiellen Antibiotika-Biosynthese und ermoglicht mit den Ergebnissen aus Kapitel
eine begriindbare Stammselektion.

Neben der Stammselektion erfolgte eine Kategorisierung der identifizierten Resistenzgene
nach ihrem bekannten Mechanismus. Als Beispiel wurden diverse Lactamase-Gene iden-
tifiziert, welche als Enzym Penicillin-Derivate wie Carbapeneme oder Cephalosporine
gezielt zerstoren. Jedoch wurde ein Grofiteil dieser Resistenzgene im PKS-Gencluster-
Typ identifiziert, was fiir diesen Typ nicht plausibel erscheint. In diesen Féllen wére diese
Resistenz im NRPS-Gencluster-Typ erwartet worden. Stdmme in denen dieses Ergeb-
nis identifiziert worden ist, sind Acidobacterium sp. S8, Hymenobacter sp. APR13 sowie
Hymenobacter swuensis Dyb3. Gene die eine Resistenz gegeniiber Polyketide wie Tetra-
cycline vermitteln, konnten ebenfalls detektiert werden, wie zum Beispiel der Transporter
tet-MFS-efflux aus Chryseobacterium sp. StRB126 und Anaerolinea thermophila UNI-1.
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Weitere spezielle Resistenzgene wurden gegen Chloramphenicol in den Stammen Sphin-
gobacterium sp. 21 und Parachlamydia acanthamoebae entdeckt, sowie gegen Aminogly-
koside in Parachlamydia acanthamoebae. In diesen Fillen entspricht das Resistenzgen
nicht dem Gencluster-Typ der zu vermuten gewesen wére, da der Resistenzmechanis-
mus beispielsweise gegeniiber Aminoglykoside, eine Aminoglycosid Phosphotransferase
(APH3), im Gencluster-Typ t3pks aus Parachlamydia acanthamoebae UV-T7, identifiziert
worden ist.

Weitere Resistenzmechanismen konnten identifiziert werden, darunter diverse Transporter-
Familien wie zum Beispiel (ATP-binding cassete) oder Transporter der resistance no-
dulation devision (RND), welche ein breites Resistenz-Spektrum zur Vermeidung von
Toxizitdt aufweisen. Desweiteren wurden essentielle Gene zur DNS Transkritpion oder
Replikation sowie Haushaltsgene zur Kodierung der Glycerin-3-Aldehyd Dehydrogenase
identifiziert. Solche Gene kénnen in mehrfacher genetischer Kopie vorkommen (Gendu-
plikation), jedoch Mutationen aufweisen und dadurch beispielsweise stérker mit dem
Antibiotikum wechselwirken. Dadurch wird der eigentliche Wirkungsort abgeschirmt.
Eine weitere Strategie welche ebenfalls der Genduplikations-Theorie angehért, ist die
gesteigerte Gendosis und Expression, wodurch der Wirkungsort durch massive Verviel-
fachung dem Antibiotikum entgegenwirkt [203].

Aus Metagenomstudien von stark konservierten Habitaten wie etwa Permafrost-
Sedimenten geht hervor, dass die Entwicklung von Resistenzgenen nicht ausschlief3-
lich durch den menschlichen Gebrauch von Antibiotika hervorgeht, sondern Teil des
natiirlichen bakteriellen Genpools (Resistoms) sind [204]. Es besteht die Evidenz, dass
beispielsweise Resistenzgene gegen B-Lactamantibiotika, Tetracycline oder Glykopeptid-
Antibiotika seit mehreren zehntausend Jahren existieren [205]. Die Verbreitung und evo-
lutionédre Entwicklung von diesen Genen, wird daher besonders in Habitaten mit hoher
mikrobieller Interaktion angenommen, die zum Beispiel in bodenassoziierten Actinobak-
terien ausgeprégt ist. Diese Beobachtung kénnte daher auch im iibertragenden Sinn fiir
bodenassoziierte Acidobakterien wie Terriglobus saanensis zutreffen und die Tendenz
dieses Datensatzes erkldren, dass diese Gene nicht zwangsldufig mit einem Gencluster
assoziiert sind. Aus der Publikation von Monita et al. (2016) [206] ist zu entnehmen, dass
insbesondere das Resistenzgen gegen Chloramphenicol global im Chromosom lokalisiert
sein kann, was auf eine unabhéngige Entwicklung ohne Assoziation zu einem Gencluster
hindeutet.

Unter epideminologischen Gesichtspunkten lésst sich dennoch beobachten, dass neben
der natiirlichen Verbreitung von Resistenzen, durch den menschlichen Gebrauch von An-
tibiotika, die Akkumulation von Resistenzgenen steigt [207], wie am Beispiel von diversen
Enterococcen gezeigt werden konnte [208]. Dabei ist die Verbreitung von Resistenzgenen
nicht nur durch Plasmide beschrénkt, sondern kann auch durch Phagen oder freiliegende
DNS erfolgen [209].
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3.1.4 Taxonomische Zuordnung von Bakterien mit Genclustern

In dem akquirierten Datensatz zur Abschitzung des Gencluster-Potentials von 361 Ge-
nomen, wurden 139 Genome aus dem Phylum Bacteroidetes mit Genclustern untersucht.
Auf Basis der NCBI-accession wurde die entsprechende Taxonomie zugeordnet. Von 139
Stadmmen konnten 138 auf Genusebene taxonomisch eingeordnet werden. Die Abbildung
zeigt das Ergebnis dieser Zuordnung, angefangen von der taxonomischen Ebene der
Ordnung bis zum Genus. Zu erkennen ist, dass 50 % der Stdmme mit Genclustern der
taxonomischen Ordnung Flavobacteriales zugeordnet wurden. Jeweils 20 % Anteil der
Stamme mit Genclustern wurden der taxonomischen Ordnung Bacteroida und Cytopha-
gales zugeordnet. Der restliche Anteil von 10 % spaltet sich auf nach 5 % Sphingobacte-
riaceae, 2 % Saprospirales, 2 % Salinibacter und 1 % Niabellea.
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Abbildung 3.6: Taxonomische Zuordnung von Stdmmen der Bacteroidetes die
Biosynthese-Gencluster enthalten

Stamme der Ordnung Flavobacteriales sind grofitenteils aerob und chemo-organotroph.
Sie kommen ubiquitdr in der Umwelt vor, wie zum Beispiel in Gewéssern oder Sedi-
menten und kénnen komplexe Biopolymere wie Cellulose, Chitin oder Pektin degra-
dieren . Eine weitere taxonomische Ordnung ist die der Bacteroidia, zu der mit
9 % der Genus Bacteroidis gehort. Dieser Genus umfasst vorwiegend Anaerobier, die
zum Teil pathogene Bakterien wie B. fragilis beinhalten . Die taxonomische Fami-
lie der Sphingobactericeae beinhaltet die Genera Pedobacter, Sphingobacterium, Solitalea
und Pseudopedobacter. Staimme dieser taxonomischen Familie wurden aus Béden
oder Kompost isoliert . Sekundidrmetabolite mit antibakterieller Aktivitit sind aus
diesem Phylum nur von einzelnen Stdmmen bekannt, die zum Teil nicht genomsequen-
ziert sind. Bisher bekannte antibakterielle Metabolite sind beispielsweise das NRPS-
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synthetisierte Lysobactin/Katanosin B aus Cytophaga PBJ-5356, Formadicine aus Fle-
xzibacter alginoliquefaciens sowie TAN-1057 A-D aus Flexibacter sp. und Lactivicin aus
Empedobacter lactamgenus YK-258 [214]. Einige dieser Bakterien verfiigen desweiteren
iiber die Moglichkeit Biofilme auszubilden. Die Produktion von Biofilmen ist abhéngig
von Signalmolekiilen zu denen in nicht inhibitorischen Konzentrationen auch Antibiotika
zéhlen. Deshalb konnte die Eigenschaft der Biofilm-Produktion auch fiir die Akkumula-
tion von BGCs mitverantwortlich sein, was zum Beispiel fiir den Genus Flavobacterium
zutrafe [215]. Weitere Metabolite mit antibakterieller Eigenschaft sind die Elansolid-
Metabolite aus dem Genus Chitinophaga [216]. Die ersten Metabolite Elansolid A1 und
A2 aus Chitinophaga sancti, einstmalig dem Genus Flezibacter zugehorig [217], sind
PKS-synthetisierte Macrolid-Antibiotika, von denen nur das Isomer A2 Aktivitdt ge-
gen Gram-positive Bakterien zeigt [218]. In weiteren Studien zur Elansolidforschung
konnten weitere stabile Derivate gefunden werden, die gegen den Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (MRSA) aktiv sind [219]. Ein weiteres Bakterium das zur Elan-
solidproduktion fahig ist, ist Chitinophaga pinensis DSM2588, welcher auch Vertreter
dieses Datensatzes ist [220]. Dieser Stamm hat eine Genomgrofie von 9,13 Megabasen
und 19 Gencluster. Das durch einen gemome mining Ansatz entdeckte els Gencluster,
produziert das Elansolid D und ist ortholog zu dem ela Gencluster aus Chitinophaga
sancti [221). Eine weitere Besonderheit dieser beiden Gencluster bezieht sich auf die
biochemische Eigenschaft der Polyketidsynthase, welche in ihrem modularen Aufbau ei-
ne Acyltransferase (AT) als trans-Doméne besitzen [222]. Das dazu korrespondierende
Gencluster els aus C.pinensis ist in Tabelle als otherks-transatpks bezeichnet. Das
zweite trans-AT PKS Gencluster hat die Bezeichnung nrps-transatpks-lanthipeptide, von
dem kein Naturstoff bekannt ist.

Polyketidsynthasen mit dieser Eingenschaft wurden zunédchst nur in Gram-positiven Bak-
terien entdeckt. Durch weitere Genomanalysen relativiert sich die Anzahl gefundener Po-
lyketidsynthasen hinsichtlich Gram-negativer Bakterien, was ebenfalls durch diese Arbeit
bestéatigt werden konnte. Das Kapitel stellt die ersten drei identifizierten trans-AT
Polyketidsynthasen aus Acidobakterien vor.

3.1.5 Charakterisierung von trans-AT PKS in Acidobakterien

In diesem Kapitel werden die Polyketidsynthasen der drei Gencluster trans-AT Polyke-
tidsynthasen t3pks-nrps-transatpks-tipks ( Terracidiphilus sp. S55), transatpks (Bryocel-
la sp. S190) und t1pks-transatpks-nrps (Acidobacterium sp. S8), charakterisiert. Diese
trans-AT Polyketidsynthasen gehéren zum Typ I und unterscheiden sich von cis-AT PKS
Typ I durch diverse Mutationen, wodurch die AT-Doméne nicht mehr vollstandig im Mo-
dul integriert ist [223]. Biochemisch ergeben sich durch diese Mutationen zur trans-AT
Domaéne ebenfalls Unterschiede, die stereochemisch bedingt andere Subtrataffinéten her-
vorrufen und im Vergleich zu cis-AT Doménen, die nach dem Co-Linearitatsprinzip ka-
talysieren, eine Metabolitvorhersage erschweren [224] [225]. Ein Beispiel fiir ein trans-AT
spezifisches Substrat ist Ethylmalonyl-CoA, welches in der Biosynthese von Kirromycin
verwendet wird [226]. Polyketidsynthasen mit trans-AT wurden im Jahr 2010 durch die
Publikation des pksX und baeX Genclusters in Bacillus subtilis und Bacillus amylopha-
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ciens bekannt [227]. Aktuell gibt es Hinweise darauf, dass diese einzelnen Doménen, auf
genetischer Ebene im Verlauf der Evolution, durch horizontalen Gentransfer unabhéngig
von cis-AT Doménen weiterentwickelt worden sind, was den Unterschied in der Substra-
taffinitdt erkliaren konnte. Auf genetischer Ebene haben sich die cis-AT Doménen mo-
dulweise durch Genduplikation weiterentwickelt. Auf Grund der sich hidufenden Funde
von trans-AT PKS in Gram-negativen Bakterien ldsst sich schlussfolgern, dass die evo-
lutiondren Verdnderungen dieser Gene zunéchst unter Gram-negativen Bakterien statt-
gefunden haben und nicht, wie vorher angenommen, in Gram-positiven Bakterien wie
etwa Streptomyceten, die durch die Verwendung als Antibiotika-Produzenten mehr Auf-
merksamkeit erlangt haben [214].

In Abbildung sind die drei identifizierten Gencluster aus Acidobakterien dargestellt,
welche das Gen fiir die Kodierung der trans-AT Doméne tragen. Zusédtzlich werden
deskriptiv die wesentlichen Merkmale erldutert. Das grofite Gencluster ist das t1pks-
transatpks-nrps aus Acidobacterium sp. S8 mit einer Liange von 78.969 Kilobasen und
36 Genen. Als Hybridcluster besitzt es aulerdem Sequenzmotive fiir eine cis-AT Typ 1
Polyketidsynthase (¢1pks) und fur eine nicht-ribosomale Peptidsynthase. Das Gen ppsD
wurde als Phtiocerol-Synthase annotiert und kodiert die trans-AT Doméne. Es hat ei-
ne Linge von 3.654 Basen. Die katalytische Sequenzabfolge des Enzyms wurde wie
folgt vorhergesagt: KS-(trans-AT)-DH-ER-KR-ACP. Ein Proteinblast von Ppsd ergab
mit einer Sequenzidentitiat von 33 % eine Typ I Polyketidsynthase aus Hydrococcus ri-
vularis (NCBI-accession: WP_073601769.1). Eine knownclusterblast-Analyse ergab eine
Ahnlichkeit von 57 % mit Genen aus dem Gencluster fiir die Biosynthese von Myxothia-
zol [228], einem cytotoxischen Wirkstoff in der Krebsmedizin. Es wurde kein Resistenzgen
identifiziert.

Der zweite Hybridcluster mit einem trans-AT sténdigem Enzym, ist der t3pks-nrps-
transatpks-t1pks Gencluster aus Terracidiphilus sp. S55. Der Gencluster hat eine Lange
von 69.321 Kilobasen und 46 Genen. Das Gen pks15 hat eine Lange von 2.265 Basen
und wurde als Phenolphthiocerol-Synthase annotiert. Das Gen kodiert die katalytischen
Doménen KS-(trans-AT)-ACP. Ein Proteinblast von Pksl5 ergab mit einer Sequenzi-
dentitét von 39 % ein hypothetisches Protein aus Calothriz sp. PCC (NCBI-accession:
WP_019489582.1). Die knownclusterblast-Analyse zeigt eine Ahnlichkeit von 36 % mit
Genen, die zum Myxalamid Gencluster zdhlen [229], dessen Produkt eine cytotoxische
Wirkung zeigt. Es wurde kein Resistenzgen identifiziert.

Der dritte Gencluster aus Bryocella sp. S190 wurde als transatpks klassifiziert. Der Gen-
cluster hat eine Lénge von 44.268 Kilobasen und 22 Gene. Das Gen pksN ist 11.796
Basen lang und wurde als eine nicht ndher gekennzeichnete Polyketidsynthase annotiert.
Die katalytische Sequenzabfolge der Doménen lautet: KS-(trans-AT)-KR-MT-ACP-KS-
(trans-AT)-ACP-KS-(trans-AT)-DH-KR. Der Proteinblast von Pksn ergab mit einer Se-
quenzidentitit von 39 % das hypothetische Protein ADL29_27455 aus Streptomyces chat-
tanoogensis (NCBI-accession: KPC60798.1). Die knownclusterblast-Analyse ergab keine
Treffer zu bekannten Genclustern. Es wurde kein Resistenzgen identifiziert.
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Acidobacterium sp. S8
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Terracidiphilus sp. S55
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Bryocella sp. S190
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Abbildung 3.7: Gencluster mit trans-AT Polyketidsynthasen des Typs I aus drei Acido-
bakterien, Acidobacterium sp. S8, Terracidiphilus sp. S55 und Bryocella
sp. S190. Die entsprechenden Gene sind hervorgehoben

In der weiterfithrenden Analyse wurden die entsprechenden Sequenzen der Ketosynt-
hasen (KS) und trans-Acyltransferasen (AT) extrahiert und auf weitere Sequenzmotive
durch ein alignment verglichen. Die Abbildung[3.8|stellt den Vergleich der Ketosynthasen
dar, in der durch rote Rahmen die katalytischen Triaden gekennzeichnet sind. Ketosyn-
thasen katalysieren die Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung zwischen der wachsenden Poly-
ketidkette und einer neuen Einheit mittels Claisenkondensation durch drei spezifische
Aminosduren, die in Form einer katalytischen Triade funktionieren. Die entsprechen-
den Sequenzmotive um diese Aminosduren sind konserviert und konnten anhand der
Angaben von Jenner (2016) [230] eindeutig zugeordnet werden. Daher ist anzunehmen,
dass die katalytische Triade der fiinf untersuchten Ketosynthasen aus den Aminosiuren
Cystein-175-Histidin-310-Histidin-358 besteht.
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cov pid 11 . . . : . . . 80
1 K5 AT 15190 100.6% 168.0%  ----- MR- RO A CWGVIRRG -\ WR 0~ 1 ETIOERD PP
2 KS_AT 3 5198 99.1x 48.7% TAVIGEESLRGAAY - VGORIKIMVE GElYS T TETRHALDD - - - WKAVWGDPASEEEKTNIIWGEF IDGID{ZBMAINET
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5 KS_AT §55  94.7% 37.1%  IAIVGIGCIBDAEEGRSYQLILESORHCAISDGMQULILRTTDGVVQLRDSA--- - - -~ [iGHALLKQU]LIZ)R0H 8
cov pid 81 . 1 . . . . : . 160
1KS AT 15196 166.6% 16860 PuldRUMMORULLIUN CWCOM0NG: WG 51 G 0RO {ORG - - 005 AN, GAMGRL -1
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4 KS_AT S8 95.7% 36.6% RSAGT R LN L ETSWOAL|JORGVOPHSEYKLRLEV|ZVGI CSHD[AQMQLIIDAGVDRLNPLFRSGIATSVASGIIAY
5 KS_AT S35 94.7% 37.1% BA MR 0GB L EVSWEAL|SHRGIOPFSHYQTRAGVYIGITSHOQAQRO TRGENLKE LHPIERVGVASSTAAGLTAY

cov pid
1 5196 166.6% 160.6%
3 5196 99.1% 48.7%
2 5198 97.4% 35.7%
S8 95.7% 36.6%
KS_AT S35 94.7% 37.1%

cov pid 241 . .
AT 1 5196 160.6% 106.6% R R.K PR R
AT 3 5198 99.1% 48.7% lAVleEl!(l'lﬂil.LVll L6685 AR TRURE VL RAHL LAGTDRALIV A
AT 2 5198 97.4% 35.7% BCEVEVILRERAL AR BHETIIASGHU0DEA TN G I AR SM LS EQEESHMYE I SEIHREERD
ATS8  95.7% 36.6 |clv1Wolawmuwmwrswumsltmm-emmmu
KS_AT S35 94.7% 37.1% BCEIVVILREKDSFAABRELAVELGANLI0DEPS S GRUARLG LU0 ABLREAHRJAG T AREEVR BTT

ELL!

cov pid 321 . . : . . 4 400

1 KS_AT_1 5196 166.6% 180.6% £ 00 RS FTE "D CEEEs K Al K

2 KS_AT 3 5196 99.1% 48.7% D('IMKIHEAKALSHDSRHPQLL KL SORKT mSEuLOLEW

3 KS_AT 2 5198 97.4% 35.7% [AYNARCINVIZ00YT WSNHROIPMFERSUEWSBEHW

4 KS_AT S8 95.7% 36.6% [JAEABGAV|FKAGR : : I-‘VITIOKDIIPGHPHLEMHVRWELILE

5 KS AT 555  94.7% 37.1%  [3SEABGAV[A---------- \ ' ILVESHVHGE IPGOEMRRGESEL@RWIELALE
cov pid 401 ) . . . trans -AT dockmg > 450

1 KS_AT_1 5196 166.6% 160.6% QKT W/ FRDS . ["HS * KK A |- - PALOARY RRI ED

2 KS AT 35198 99.1% 48.7% NHNLHLSHEILWOIWW QKNTLKUKDAR- WVIIJDEERHWIRLID

3 KS AT 2 5198 97.4% 35.7%  MNRNLRSQEV--KAGEL- - - HGAMSSIZL SETURLMVNIAZ- AP - - BRVRTSADNP - AYERABSALTPEOBROQVILFER

4 K5 AT S8 95.7% 36.6%  WMRDAURIPA--- IEGR- - -KIRGMES1 856 T RNV LIGMTT - -STSPIKSDSR - MOV LMEEGTVS ABREMAER YUK

5 KS_AT S35 94.7% 37.1% LPAEYSAZMP - - - TRGR - - - {1 GRS 38 S AT MVMAGWS S - - EE[JQREVREG- SOVLMIMMITEGSERRLIIKYSM
cov pid 481 . 5 . . . : . 560

1KS AT 15196 100.6% 100.6% G- - MMM ARG 1N G A5 R L A A4 (A A 55108 - 1000

2 KS AT 35198 99.1% 48.7%  ALASPEFGQAREAVALLMEMENAMDHBAMYVTDI|ELRDMGQVVSGAERSDARWRGVMRNRRONVOVV - - NLQK|ST

3 KS_AT 2 5198 97.4% 35.7% YCA- - ATAUMY GYCS FUML TRIKHBACCBACVVDAN|S PMBANEHWESHGKASG - - - ISSWDDAKQPIRVSMEKRGR(SI

4 KS_AT S8 95.7% 36.6% VL- - - ENGUALWRLT CRITATRIS LF SEJNATVINDKNGI T HHIENMWIIK|3GD GAK| S ZREXWRAGEYSRSTL - - AVGP|IV

5 KS_AT S35 94.7% 37.1% YL- - - ETTWWS ET CHYASMGIAREAE IBAVVGERJERAE LS DWIS GKAALG - VYRGHMKAARRENCE- - - - OT|J4L

cov pid 561
1 KS_AT_1 5196 106.6% 180.6% i JGLA KK Y.-DRR_XR Yi
2 KS_AT 3 5198 99.1x 48.7% DKABOLZIEKSQY - - - - EATNDLQVREAVIPLDAREAGLIBRY y
3 KS AT 2 5198 97.4% 35.7% LOTFOWCROSTEYRERLTTIATLYSQEYHLPYEXIFAGTQY]L I
4 KS AT S8 95.7% 36.6%  DP-- - - - TTVAEAFVKGTPTDQTLWNEGKKHR] 0
5 KS_AT S35 94.7% 37.1% L
4.0
193.0
520 Y
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Abbildung 3.8: Sequenzvergleich der Ketosynthasen mit trans-AT docking Doménen aus
Acidobacterium sp. S8, Terracidiphilus sp. S55 und Bryocella sp. S190.
Herausgestellt ist jeweils der konservierte Bereich um die katalytische
Triade (CHH) und der charakteristische C-Terminus
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Im ¢is-PKS-Typ bilden Ketosynthase und Acyltransferase ein Homodimer zwischen de-
nen eine Linkersequenz ausgebildet ist. Zudem befinden sich am Homodimer sowohl am
C- als auch am N-Terminus Linkersequenzen fiir die Kommunikation, wie zum Beispiel
mit der ACP-Doméne [182]. Fiir den N-Terminus ist die Aminosduresequenz IAIIG cha-
rakteristisch, wihrend fiir den C-Terminus ein abschlieendes Tryptophan typisch ist. Im
PKS-Typ mit trans-AT ist der KS-AT-Linker durch eine AT-docking Doméne ersetzt (ab
Position 458, Abbildung und die Acyltransferase arbeitet als diskretes Enzym. Diese
Doméne besteht aus etwa 100 Aminosduren und besitzt zusétzlich zum cis-PKS-Typ die
Sequenz LpxYPF vor dem abschlieBenden Tryptophan am C-Terminus [231]. Weitere
Sequenz-Homologien sind im trans-AT PKS Typ nicht bekannt und kénnen sich stark
unterscheiden, was auf eine andauernde evolutiondre Entwicklung hindeutet [33]. Ein
weiteres Merkmal fiir Polyketidsynthasen mit Kombination Ketosynthase und trans-AT
Doméne ist ihre Funktion. Diese ldsst sich anhand der katalytischen Triade der Ketosyn-
thase determinieren. Neben der gewthnlichen Funktion der Ketosynthasen zur Claisen-
kondensation als Kettenverlangerung, welche durch die Triade Cystein-Histidin-Histidin
vermittelt wird, sind auch Mutationen des Histidins zu anderen Aminosduren bekannt,
welche zum Funktionsverlust fithren und als KSp bezeichnet werden [33]. Durch das ali-
gnment und des Vergleichs charakteristischer Sequenzbereiche aus Literaturangaben ist
jedoch anzunehmen, dass es sich um valide katalytische Doménen handelt, welche die
Claisenkondensation durchfiihren.

Unter Betrachtung der durchgefiihrten Analyse hinsichtlich der speziellen Biochemie von
trans-AT Polyketidsynthasen und geringer Sequenzédhnlichkeit der Gene ppsD, pksid
und pksN, als auch zu bekannten Genclustern, ist zusammenfassend das Potential zur
Produktion eines neuen Metabolites aus diesen drei Acidobakterien gegeben und sollte
weiterverfolgt werden. Deshalb wurde der Stamm Terracidphilus sp. S55 exemplarisch
zur Erstellung einer Klonbibliothek verwendet (Kapitel [3.2)).
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3.1.6 Die Genomassemblierung von Acidicapsa borealis

Das Phylum Acidobacteria ist im Kontext der Antibiotika-Produktion wenig erforscht
und beinhaltet in der bioinformatischen Analyse viele Stdmme mit relevanten Genclus-
tern. Dennoch gibt es in Relation zu anderen Phyla wenige Genomdaten, welche das
Phylum weiter charakterisieren. Die Sequenzierung von A. borealis diente deshalb dazu,
weitere Einblicke in den Metabolismus zu erhalten und diese fiir die Auswertung der
Klonbibliothek zu nutzen. Zur Sequenzierung wurden zwei Technologien verwendet, die
im Anschluss durch eine Hybridassemblierung, bestehend aus langen reads iiber 1.000
Basen (Ozford Nanopore) und kurzen, akkuraten reads (Illumina), fiir die vollstdndige
Schliefung des Genoms verwendet wurden.

Vor der Assemblierung wurden alle reads einem Filterschritt unterzogen, in dem Na-
nopore reads unter 1.000 Basen verworfen wurden. Als Resultat blieben 180.173 reads
von urspriinglich 311.512 fiir die Assemblierung tibrig. Die Abbildung [3.9] zeigt, dass der
Grofiteil der Sequenzldngen ausgewogen um den Median von 2.392 Basen verteilt ist.
Fiir die Hybridassemblierung wurden zusétzlich reads aus einem Illumina HiSeq-Lauf
verwendet. Von urspriinglich 2x 27.210.738 reads wurden nach der Normalisierung 2x
1.832.463 reads eingesetzt. Die Normalisierung vor der Genomassemblierung bietet den
Vorteil einer deutlich schnelleren Prozessierung und verringert die Gefahr einer Fehlas-
semblierung durch falsche Verzweigungen des de-Bruijn Graphen, verursacht durch reads
mit geringer Sequenzabdeckung . Das Genom wurde durch das Programm Unicy-
cler zu einem circuldrem Genom mit einer Grofle von 6.103.018 Basen assembliert. Die
Sequenzabdeckung, basierend auf reinen Nanopore reads nach Formel 2.1 und Verwen-
dung des Medians als Sequenzldngen-Mafl, betrug 296x. Die Genomabdeckung durch
reine Illumina reads betrug 30x. Damit liegt die Sequenzabdeckung in dem Bereich an-
derer Hybridassemblierer, die in einem Durchgang ein vollstdndiges bakterielles Genom
assemblieren [232].

(0] 5000 10000 15000 20000
Sequenzlaenge [Bp]

Abbildung 3.9: Sequenzlédngen-Verteilung der gefilterten reads aus der Ozford Nanopore
Sequenzierung fiir die Genomassemblierung von A. borealis
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Fiir die Genvorhersage und funktionale Annotation des assemblierten Genoms wurde die
Annotationsplattform Geniz verwendet. Es wurde ein GC-Gehalt von 58,2 % berechnet
und insgesamt 4.607 Gene vorhergesagt, von denen 4.560 kodierende Sequenzen (CDS)
ausmachen. Von diesen CDS wurden 1.468 (32 %) als nicht charakterisiert bezeichnet
und besitzen ausschliellich eine Uniprot-1D. Es wurden 2.263 kodierende Sequenzen in
vorwérts-gerichteter Orientierung gefunden und 2.297 in riickwérts-gerichteter Orientie-
rung. Desweiteren weist die Annotation 47 tRNA-Gene auf.

Um das Ergebnis der Annotation einzuordnen, wurde als Vergleich das Genom von A.
capsulatum (NCBI-accession: CP001472) als erster genomsequenzierter Vertreter der
Acidobakterien herangezogen. Aus diesem Genom sind 3.414 kodierende Sequenzen be-
kannt, von denen 1.010 (30 %) proteinogene Sequenzen als hypothetisch klassifiziert wor-
den sind. Damit ist der Annotationserfolg von A. borealis als vergleichbar einzuschétzen.

Globale Untersuchung anhand von Genontologien

Im ersten Schritt der Genannotation wurden die Uniprot-IDs verwendet, um die kor-
respondierenden IDs fiir die Klassifizierung der Genontologien zu erhalten. Aus 4.560
Uniprot-IDs wurden 7.658 korrespondierende Genontologien extrahiert. Die hohe An-
zahl an Genontologien gegeniiber den Uniprot-IDs begriindet sich darin, dass Proteine
beziehungsweise Enzyme mehrfach an unterschiedlichen Prozessen beteiligt sein kénnen.
Diese Beobachtung wurde durch eine Normalisierung relativiert. Die Visualisierung auf
der Abstraktionsebene der biologischen Prozesse erfolgte durch die Plattform REVIGO
und ist in Abbildung [3:10] illustriert.
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Abbildung 3.10: Quantifizierung biologischer Prozesse anhand von Genontologien des A.
borealis Genoms
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Die Abbildung zeigt als Scatterplot die Abundanzen der Genontologien in Abhéngigkeit
des semantischen Zusammenhangs [165]. Die Genontologien haben den Zweck, Prote-
ine als Attribute in Kategorien einzuordnen, um ein systematisches Versténdnis iiber
konservierte Funktionen des Organismus zu erhalten [233] [234]. Die Abbildung il-
lustriert zusédtzlich in Form des Farbverlaufs die Haufigkeit der Prozesse. Daraus ist zu
entnehmen, dass der Carbohydrat-Metabolismus eine zentrale Rolle fiir dieses Bakteri-
um einnimmt. Um den Zusammenhang der beteiligten Proteine und Enzyme besser zu
verstehen, wurde deshalb dieser Stoffwechsel ndher untersucht.

Charakterisierung des Carbohydrat-Metabolismus

Die Untersuchung der Genontologien auf der Ebene der biologischen Prozesse zeigte eine
relativ hohe Abundanz von annotierten Proteinen, welche zu der Metabolisierung von
Carbohydraten zugeordnet werden. Dieser Aspekt ist in zweifacher Hinsicht von Be-
deutung. Zum einen kénnen Proteine aus diesem Metabolismus Hinweise auf mogliche
alternative Energiestoffquellen zu Glukose geben. Zum anderen ist die Glykosylierung in
der Biosynthese von Naturstoffen ein wichtiger Faktor und entscheidet, wie am Beispiel
von Erythromycin bekannt ist, {iber die antimikrobielle Wirkung des Molekiils.

Um den Carbohydrat-Metabolims von A. borealis zu verstehen, wurden zwei Analysen
durchgefiihrt, ein anhand von Uniprot-IDs durchgefiihrtes mapping auf den Stérke und
Saccharose-Metabolismus, sowie eine HMM-basierte Untersuchung auf Proteine, hin-
sichtlich Carbohydrat-verstoffwechselnder Enzyme.

In der ersten Analyse des mappings konnten 21 Proteine dem Stérke und Saccharose-
Metabolismus zugeordnet werden. Das Ergebnis ist als Karte in Abbildung darge-
stellt und zeigt in griin hinterlegter Farbe die Enzyme, welche diesem Metabolismus zu-
geordnet worden sind. Daraus wird ersichtlich, dass eine Verstoffwechselung des komple-
xen Carbohydrats Cellulose iiber Cellodextrin und Cellubiose hin zu D-Glukose méglich
ist. Desweiteren ist die Verstoffwechselung von Amylose iiber Glykogen, Maltose zu D-
Glukose moglich. Das genetische Potential diese komplexen Molekiile zu verstoffwech-
seln, ist eine metabolische Besonderheit, die im Falle des Stérkeabbaus bereits experi-
mentell nachgewiesen wurde [235]. Die Verstoffwechselung von Cellulose in kristalliner
Form konnte in der Publikation nicht experimentell gezeigt werden. Jedoch kann der
ausgeprigte Carbohydrat-Metbolismus als eine Adaption fiir moosreiche Waldhabitate
angesehen werden [236]. Bakterien mit dhnlichen Eigenschaften wurden bisher aus dem
Phylum Firmicutes beschrieben, darunter Clostridium cellulolyticum welches durch die
Verwertung Cellulose auch von biotechnologischer Relevanz, wie etwa der Bioethanol-
Herstellung ist [237].
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3.1.7 Die funktionale Annotation von Acidicapsa borealis

In der zweiten Analyse wurden alle kodierenden Sequenzen des Genoms mittels einer
HMM-Analyse gegen die Carbohydrate-Active enZ Ymes Database (CaZy) verglichen und
quantitativ in Form einer Tabelle dargestellt . Die Daten in der Tabelle zeigen 52
% aller gefundenen Eintrage. Als allgemeine Beobachtung lasst sich feststellen, dass sehr
héufig Enzyme mit hydrolytischer Funktion zu finden sind. Unter diesen Enzymfami-
lien stehen zwei Familien, welche Enzyme umfassen, die fiir die Metabolisierung von
Cellulose benétigt werden. Darunter die Familie der Glykosidhydrolase Familie 9. Diese
umfasst die Enzyme Cellodextrinase (EC 3.2.1.74) und Cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91).
Die zweite Familie ist die Glykosidhydrolase Familie 74, welche das Enzym Cellobiohy-
drolase (EC 3.2.1.150) beinhaltet.

Die Ergebnisse zeigen weitere Enzymfamilien fiir die Verstoffwechselung von Zuckermo-
lekiile als Energiestoffquelle. Eine ist die Glykosidhydrolase Familie 3, welche Enzyme zur
Spaltung von Xylan und Glucan beinhaltet. Die Glykosidhydrolase Familie 92 umfasst
ausschliefilich Enzyme fiir die Verstoffwechselung des Monosaccharids Mannose. Die Gly-
kosidhydrolase Familie 72 beinhaltet Enzyme fiir die Verstoffwechselung von Galaktose.
Die Glykosidhydrolase Familie 29 impliziert in diesem Zusammenhang zwei Enzyme fiir
die Hydrolyse von Fukose.

Neben Enzyme fiir den Katabolismus wurden zwei Enzymfamilien fiir Transferreaktionen
entdeckt. Diese sind die Glykosyltransferase Familien 2 und 4. Beide Familien beinhal-
ten Enzyme mit diversen Aufgaben, wie zum Beispiel die Ubertragung von Phosphat in
Form von Guanosin-Diphosphat (GDP) auf Zuckermolekiile.

Weitere Enzymfamilien in der Tabelle umfassen die Carbohydratesterase Familien 1 und
10. Zu diesen Familien zéhlen Enzyme, die unter anderem an dem Umbau von Fettsduren
beteiligt sind. Beispiele sind die Diacylglycerol O-Acyltransferase (EC 2.3.1.20) und die
Sterolesterase (EC 3.1.1.13). Fettsauren machen den Grofiteil der bakteriellen Zellmem-
bran aus oder kénnen als Signalmolekiile agieren.

Enzymfamilien, die im Zusammenhang mit der Glykosylierung von Peptiden oder Pro-
teinen stehen, umfassen die Glycosyltransferase Familie 83 und die Carbohydratesterase
Familie 14.

Sowohl die KEGG-Analyse, als auch die Untersuchung durch CaZy bestétigt die An-
wesenheit von Genen die fiir Enzyme kodieren, welche am Stédrke- und Saccharose-
Metabolismus beteiligt sind. Damit wird die experimentelle Beobachtung aus der Erst-
publikation von A. borealis durch Kulichevskaya et al. (2012) [235] zum Stérkeabbau
bioinformatisch erweitert.
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3.1.7 Die funktionale Annotation von Acidicapsa borealis

Identifizierte Gencluster

Die Detektion von Biosynthese-Genclustern erfolgte mit antiSMASH. Es wurden zehn
Gencluster detektiert (Tabelle [3.12). Um A. borealis mit dem Datensatz aus Kapitel
in Bezug zu setzen, wurde der Quotient aus Gencluster-Anzahl und Genomgrofie
berechnet. Dieser ergab einen Wert von 1,6 und liegt somit {iber dem Grenzwert der
Kategorisierung von 0,88 aus dem Regressionsmodell der alternativen Bakterien. Daher
wurde A. borealis ebenfalls in die Kategorie iiberdurchschnittlich eingestuft und ent-
spricht dem Mehrheit von Acidobakterien als relevante Ressource fiir Antibiotika.

Im weiteren Verlauf der Analyse wurde eine funktionale Annotation von
Resistenzgenen der Gencluster und des Genoms durchgefiihrt [238]. Neben der Zerstérung
oder Modifikation von Antibiotika als Resistenz, werden auch core-Gene in Betracht ge-
zogen, die an essentiellen Prozessen wie dem Aminosduren- oder Energiemetabolismus
sowie an der Transkription beteiligt sind und daher potentielle Ziele fiir Antibiotika dar-
stellen. Diese Gene kénnen im Genom mehrfach vorkommen, wenn sie beispielsweise der
Angriffspunkt von Antibiotika im Organismus sind. Fiir diese Analyse wurde das Pro-
gramm ARTS verwendet. Die Analyse durch das Programm basiert auf drei Kriterien,
der Proximitdt von Markergenen (core- oder Resistenzgene) zum Gencluster, der Gen-
duplikation und einer phylogenetischen Untersuchung, um festzustellen, ob core-Gene
durch horizontalen Gentransfer in den Organismus eingebracht worden sind [103]. Zur
Identifizierung dieser Markergene wurden zwei integrierte Datenbanken verwendet. Zum
einen auf ein Actinobakterien-basiertes Referenzset, das aus bekannten Resistenzgenen
besteht und der TIGRFAM Datenbank zur Identifizierung von core-Genen. Diese Analy-
se wurde mit dem assemblierten Genom durchgefiihrt. Es konnten drei Gene identifiziert
werden, welche zu jeweils einen Gencluster bioinformatisch assoziiert sind (Tabelle [3.13).

Tabelle 3.12: Identifizierte BGC im assemblierten Genom von A. borealis
Position \ BGC \ Lénge [Bb] \ Genomlocus [Bb] ‘

1 terpene 22.033 14.321 - 36.354

2 t3pks 41.083 35.523 - 76.606

3 bacteriocin 10.876 700.604 - 711.480
4 terpene 29.715 831.232 - 860.947
) nrps 48.753 2.704.414 - 2.753.167
6 lassopeptide 21.987 2.794.335 - 2.816.322
7 nrps-t1pks 84.597 3.708.614 - 3.793.211
8 other 43.309 3.859.033 - 3.902.342
9 nrps-t1pks 66.854 5.246.806 - 5.313.660
10 lassopeptide 22.176 5.481.123 - 5.503.299
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Tabelle 3.13: Identifizierte Markergene der Biosynthese-Gencluster in Acidicapsa borealis

Position | Gencluster | Kategorie ‘ Beschreibung ‘ Funktion
4 terpene core uvra DNS Metabolismus
) nrps core efp Proteinsysnthese
9 nrps-t1pks | Resistenz | ABC efflux -

Das erste identifizierte Gen ist uvra aus dem Gencluster terpene (Position 4). Fiir dieses
Gen wurden die Kriterien Gencluster-Proximitdt und Duplikation erfiillt, jedoch nicht
das phylogenetische Kriterium. Das Gen uwra kodiert die A-Untereinheit die Bestandteil
des bakteriellen SOS-Systems ist und Schéden an der DNS erkennt, die zum Beispiel
durch UV-Bestrahlung entstanden sind [239]. Das zweite identifizierte Gen efp, kodiert
den Elongations-Faktor P der in der Translation an Prolin-reichen Proteinen beteiligt
ist [240] [241] |242]. Dieses Gen entspricht allen Kriterien, jedoch ist das Gen nicht di-
rekt im Gencluster lokalisiert. Als drittes Gen, das der Kategorie Resistenz zugeordnet
wird, wurde der ABC-Transporter als Eflux-Pumpe identifiziert. Diese Familie an Pro-
teinen vermittelt einen ATP-getriebenen Transport durch die Zellmembran und kann je
nach Substrat-, Transport- und Sequenzédhnlichkeit, in weitere Untergruppen eingeteilt
werden [243]. Eine weitere Spezifikation durch ARTS in eine spezifische Transporter-
familie ist nicht beschrieben. Literaturhinweise beziiglich ABC-Transporter vermittelte
Resistenz gegeniiber Streptogramin-Antibiotika [244], wie zum Beispiel das NRPS-PKS
synthetisierte Virginiamycin S [245], implizieren aber in diesem Zusammenhang ein plau-
sibles Resistenzgen, welches dem Gencluster-Typ entspricht.
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3.1.8 Acidobakterien sind assoziiert mit Coptotermis niger

Die Isolation und Kultivierung neuer Bakterien unter Standard-Laborbedingungen ist
stark limitiert (Kapitel [1.3)). Daher bedarf es zusitzlicher Methoden um die Wahrschein-
lichkeit fiir die Entdeckung neuer Antibiotika zu erhéhen. Durch die Anfertigung von
Klonbibliotheken und der heterologen Genexpression von fremder bakterieller DNS; be-
steht die Moglichkeit, die genetische Information fiir die Biosynthese von neuen Meta-
boliten kultivierungs-unabhéngig zu nutzen.

Neben der Anwendung molekularbiologischer Methoden als kultur-unabhéngige Stra-
tegie, ist die Kenntnis und Erschliefung von Habitaten mit hoher mikrobieller Diver-
sitédt essentiell. In diesem Zusammenhang gelten Termitennest-assoziierte Bakterien als
aussichtsreiche Quelle fiir neue Antibiotika. Termiten haben ein schwaches Immunsys-
tem und werden symbiontisch durch Bakterien unterstiitzt, um pathogene Mikroorga-
nismen abzuwehren. Deshalb wird eine hohe Anzahl an Antibiotika-Produzenten an-
genommen [246]. In diesem Experiment wurde dazu auf ein Termitennest des Genus
Coptotermes niger zuriickgegriffen und neben der Erstellung einer Klonbibliothek, das
Termitennest-Habitat taxonomisch untersucht. Dieser Genus zahlt als Anhénger der ta-
xonomischen Familie Rhinotermitidae zu den niederen Termiten, erndhrt sich primér von
Holz und ist eng benachbart mit seinem Nahrungssubstrat [247]. Auf Grund der Komple-
xitdt des Termitennests, wurden die Bakterien durch eine Nykodenz-Dichtezentrifugation
aus dem Nest gewonnen. Abbildung zeigt die einzelnen Phasen nach der Nykodenz-
Dichtezentrifugation. Fiir die anschlieSende Zellzahlbestimmung und DNS-Isolierung
wurde die Zellschicht entnommen.
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Abbildung 3.12: Gewinnung von Bakterien aus dem turaxierten Termitennest nach Zen-
trifugation mit Nykodenzzusatz

Fiir die Bestimmung der Zellzahl, auf Basis der Fluoreszenz, wurde eine Verdiinnung an-
gefertigt und die isolierten Bakterien mit einem griin-fluoreszierenden SYTO-Farbstoff
angefarbt. Zur Kalibrierung wurden beads als Referenz verwendet, die auf eine definier-
te Konzentration eingestellt wurden. Das fluoreszierende Signal wurde in einer Grafik
dargestellt, welche die Intensitdt des Fluoreszenzsignals (FL1) in Abhéngigkeit der Si-
gnalgrofle als logarithmische Skalierung zeigt, erfasst und durch ein gate eingegrenzt
(Abbildung[3.13). Durch das Verhéltnis von Signalen der Zellen (7.204) und der beads als
Referenz (2.264), wurde anhand der Formel 2.3| und des Verdiinnungsfaktors von 80 eine
Zellzahl von 2,55 x 108 Zellen/mL berechnet, die aus der Nykodenz-Dichtezentrifugation
gewonnen werden konnten.
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Abbildung 3.13: Zellzéhlung der mittels Nykodenz gewonnenen Zellen aus dem Termi-
tennest. FL1: Fluoreszenzintensitat, FSC: forward scatter beziehungs-
weise Signalgrofie

Im weiteren Verlauf dieses Experiments wurde ein Aliquot fiir die Erstellung der Klon-
bibliothek (Kapitel und ein weiteres Aliquot fiir die taxonomische Klassifizierung
der gewonnenen Bakterien verwendet (Kapitel . Die taxonomische Klassifizierung
der gewonnenen Bakterien basierte auf der Sequenzierung hypervariabler Regionen des
16S rRNA-Gens, die auch als small-subunits (SSU rRNA) bezeichnet werden. Diese sind
unterschiedlich stark konserviert und gelten als Standard fiir die taxonomische Klassifi-
zierung mittels Illuminasequenzierung [248] [249]. Auf Grund der Sequenzierung, die auf
300 — 400 Basenldnge limitiert ist und der hinreichenden, taxonomischen Auflésung [250],
wurde die hypervariable Region V3 ausgewéhlt, durch primer amplifiziert und sequen-
ziert.

Die bioinformatische Prozessierung der reads und taxonomische Klassifizierung erfolg-
te anhand der Erstellung von operational tazonomic units (OTUs). Dazu wurden al-
le reads durch einen paarweisen Sequenzvergleich untersucht und reads mit einer Se-
quenzihnlichkeit von >98 % zu einem OTU geclustert. Die Quantifizierung erfolgte
durch ein konsekutives mapping der reads auf die OTUs. Das Ergebnis der taxonomi-
schen Klassifizierung ist in Abbildung dargestellt.
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Abbildung 3.14: Ergebnis der taxonomischen Klassifizierung auf Klassen-Ebene der ge-
wonnenen Bakterien aus dem C. niger Termitennest

Das Ergebnis der taxonomischen Klassifizierung zeigt zwei dominante Phyla, die der
Actinobakterien mit 37 % und die der Proteobakterien mit 47 %. Das Phylum Pro-
teobacteria wird dominiert durch die taxonomische Klasse der Alphaproteobacteria (95
%) und einen geringen Anteil von Gammaproteobacteria (4 %). Mit einem marginalen
Anteil von 0,8 % und 0,3 % sind Deltaproteobacteria und Betaproteobacteria vertreten.
Abseits der beiden dominanten Phyla setzt sich der dritte Anteil an OTUs aus Vertre-
tern alternativer Bakterien zusammen. 0,8 % der OTUs wurden dem Phylum Chlorofiexi
zugerechnet, 1 % dem Phylum Bacteroidetes. Mit einem Anteil von insgesamt 5,2 % ist
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das Phylum PVC vertreten, das sich in 3 % Placntomycetes, 2 % Verrucomicrobia und
0,2 % Chlamydiae aufteilt. Mit dem hochsten Anteil von 8 % ist das Phylum Acidobac-
teria unter den alternativen Bakterien klassifiziert worden. Das Phylum gliedert sich im
weiteren taxonomischen Verlauf in die Familie der Solibacteraceae (54 %), Acidobacteri-
ceae (42 %), sowie mit jeweils 2 % in Blastocatellaceae und Holophaga.

Das Vorkommen an Actinobacteria in Termitennestern diverser Arten, konnte auch in
anderen Studien belegt werden [174]. Bakterien, die in Termiten als Endosymbionten
vorkommen konnen, gehoren zu Elusimicrobia, Bacteroidetes, Proteobacteria sowie Acti-
nobacteria und sind an der Verstoffwechselung von Lignocellulose, Aminoséuren, Stick-
stoff oder an der Cofaktor-Produktion beteiligt [246]. Die taxonomische Klassifizierung
zeigt, dass das C. niger Termitennest alternative Bakterien beinhaltet, die besonders im
Kontext neuer Gram-negativer Antibiotikaproduzenten eine bedeutende Ressource dar-
stellen. Die Untersuchung bestétigt auflerdem, dass Acidobakterien nicht nur im Habitat
Boden, Sediment und der Rhizosphére vertreten sind [251] [252] [253].

Als Ausblick fiir weiterfithrende Untersuchungen von Klonbibliotheken aus Metageno-
men, ist eine 16S rRNA-Gen basierte Untersuchung eine zusétzliche Moglichkeit, die
effektive Diversitdt von DNS innerhalb der Bibliothek abzuschétzen [254].

83



3.2 Erstellung einer Klonbibliothek mit DNS aus Acidobakterien

3.2 Erstellung einer Klonbibliothek mit DNS aus
Acidobakterien

Fiir die Wahl der Bakterien zur Etablierung eines Protokolls fiir Klonbibliotheken, wur-
den die bioinformatischen Erkenntnisse aus Kapitel beriicksichtigt. Die Analyse zeig-
te, dass 80% an Acidobakterien der Kategorie iiberdurchschnittlich entsprechen, dar-
unter auch der Stamm Terracidiphilus sp. Sb5, welcher auflerdem ein Gencluster mit
trans-AT Polyketidsynthase aufweist. Dieser Stamm wurde durch die Publikation von
Garcia-Fraile et al. (2016) [255] zu Terracidiphilus gabretensis umbenannt. Jedoch sind
keine Informationen beziiglich Sekundédrmetabolite bekannt.

Als zweites Bakterium wurde der Stamm Acidicapsa borealis fiir die Erstellung einer
Klonbibliothek verwendet. Dieser Stamm ist wie Terracidiphilus sp. S55 Gram-negativ
und wurde im Rahmen der vollstdndigen Genomsequenzierung ausgewéhlt. Der Stamm
wurde von Kulichevskaya et al. (2012) publiziert und enthélt ein rosafarbenes Pig-
ment. Beide Stdmme gehoren der sub division 1 des Phylums an.

Acidicapsa
borealis

erracidiphilu
sp. S55

Abbildung 3.15: Kulturen der zwei Acidobakterien Terracidiphilus sp. S55 (links) und
A. borealis (rechts) vor der Zellernte

3.2.1 Molekularbiologische Schritte der Erstellung von Klonbibliotheken

Die molekularbiologischen Schritte zur Etablierung der Klonbibliotheken umfassten die
Isolation hochmolekularer DNS, Klonierung und Transformation (Kapitel [2.5)). Diese
Schritte wurden analog fiir jede Probe durchgefiihrt. Sowohl der Stamm Terracidiphilus
sp. S55 als auch A. borealis wurden direkt nach der Kultivierung fiir die DNS-Isolation
prapariert. Die Erstellung der Klonbibliothek aus Termitennest-assoziierten Bakterien
erfolgte durch ein zuvor isoliertes Bakterienpellet mittels Nykodenz-Dichtezentrifugation.
Fiir die erfolgreiche Expression ganzer Gencluster im Kilobasenbereich ist die Extraktion
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von intakter, hochmolekularer DNS die Voraussetzung [256]. Die Besonderheit hochmo-
lekularer DNS besteht in der Empfindlichkeit gegeniiber Scherkriften [257]. Eine oft
verwendete Methodik ist daher die Immobilisierung des Zellpellets in Agarose, bei der
die Zellen schonend lysiert werden [258] [259]. Dies erfolgt durch eine chemisch enzy-
matische Behandlung mit abwechselnden Waschschritten [260]. Die enzymatische Lyse
ist der chemischen vorgeschaltet und besteht aus drei Schritten. Im ersten Inkubati-
onsschritt erfolgte die Lyse der Zellwand durch Lysozym, das die Bindung zwischen
N-Acetylmuraminsdure und N-Acetylglucosamin des Peptidoglykans hydrolysiert. Im
zweiten Schritt wurde die Zelllyse mittels Achromopeptidase gegeniiber lysozymresis-
tenten Bakterien, beziehungsweise Bakterien mit Gram-positiver Zellwandeigenschaft
durchgefiihrt. Diese Behandlung war im Kontext gewonnener Bakterien aus dem Ter-
mitennest notwendig [261]. Im dritten Schritt wurden Proteine durch die Proteinase K
verdaut und die DNS fiir die anschlielende Restriktion von Zellproteinen befreit. Die
Detergenzien Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) und Sarkosyl verstirken die Wirkung des
FEnzyms und tragen simultan zur Disruption der Zellbestandteile bei.

Um die DNS klonierbar zu machen, erfolgte anschliefend die partiale Restriktion. Da
fiir diesen Schritt die multiple cloning site (MCS) von pBeloBAC11 (Abbildung
ausschlaggebend ist, wurde das Restriktionsenzym BamHI gewé&hlt. Aus diesem Grund
musste der partiale Verdau durch eine lange Aquilibrierung auf Eis und einer kurzen
Reaktionszeit bei optimalen 37 °C erfolgen. Abbildung zeigt den Effekt des Parti-
alverdaus nach Auftrennung durch die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) [262].
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Abbildung 3.16: Beispiel der Auftrennung von partial verdauter DNS mittels PFGE.
Tasche 1: Marker, 2: A. borealis DNS unverdaut, Tache 3 - 10 A. borea-
lis DNS partial verdaut und weiterverarbeitet fiir die Klonierung (Der
Groflenbereich zwischen 50 - 150 Kb wurde zuvor ausgeschnitten und
anschliefend gefirbt)

In Abbildung [3.16]ist die DNS nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sicht-
bar. Der Vergleich der DNS in den Geltaschen 2 und 3 zeigt einen deutlich ldngeren
Schmier, als in der Tasche 2, was durch BamHI verursacht wurde. Durch Abgleich der
Markerbanden, konnte der Gréflenbereich von circa 50 - 150 Kilobasen abgeschétzt wer-
den. Um die DNS nicht durch Mutation zu schidigen, wurden zuvor die Geltaschen 1 -
3 angefarbt und als Schnittmuster fiir die Geltaschen 4 - 10 verwendet. Nach dem Aus-
schneiden wurden diese Geltaschen fiir eine Nachkontrolle ebenfalls gefarbt (Abbildung
3.16)).

Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurden gewaschen, um sie von Borat zu befreien und
dem Agaraseverdau zugesetzt. AnschlieBend konnte die isolierte DNS-Konzentration ge-
messen werden (Tabelle. Die erzielten Konzentrationen lagen zwischen 4 - 5 ng/pL.
Auf Grund der geringen Menge wurde die Ligationsreaktion auf 100 pL. Gesamtvolumen
erhoht, um das molare Verhéltnis von DNS zu BAC-Vector zu erhohen und die Re-
aktion zu optimieren. Fine genaue Berechnung konnte aufgrund der zufallsbedingten
Insertlinge nicht bestimmt werden. Generell wird fiir eine BAC-Ligation ein molares
Verhéltnis, Insert zu BAC von 10 zu 1 angestrebt und die Ligationsreaktion auf mehrere
Stunden ausgedehnt [265].

Um die Transformations-Effizienz zu optimieren, wurde der Ligationsansatz mittels Filter-
papier und PEG 8000 aufkonzentiert. Dadurch zeigte sich nach der Transformation eine
deutliche Steigerung der Kolonie-bildenen-Einheiten (KBE). Im weiteren Verlauf der
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3.2.1 Molekularbiologische Schritte der Erstellung von Klonbibliotheken

Auswertung wurde fiir eine Quantifizierung der Klone durch eine Blau-Wei-Selektion
mittels 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid (X-Gal) durchgefiihrt, um Klone
mit Insert von leeren Klonen zu unterscheiden (Abbildung [3.17)).

Blaue Kolonie (kein Insert)
Wei3e Kolonie (Insert)

Abbildung 3.17: Blau-Weifl-Selektion —anhand eines Ausstrichs von 100 pL
Transformations-Volumen (1 zu 5 verdinnt) auf eine Agarplatte
(12 cm im Durchmesser), 24 Stunden nach der Transformation von
klonierter DNS aus A. borealis

Blaue Kolonien resultieren durch die enzymatische Hydrolyse der beta-Galactosidase,
welche durch Isopropyl-8-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert wird und X-Gal zu
Galaktose und 4-Chloro-3-Brom-Indigo metabolisiert. Der synthetische Zucker IPTG
bindet an den lacl-Repressor, wodurch der Laktose-Operator freigesetzt wird und die
RNS-Polymerase II das lacZ-Gen transkribieren kann . Die Expression erfolgt kon-
stitutiv, da IPTG nicht metabolisiert werden kann. Die Restriktion der BamHI-Schnitt-
stelle in dem lacZ-Gen, gefolgt von der DNS-Insertion, zerstért den Leserahmen des Gens
worauf diese Reaktion nicht mehr stattfinden kann und die Férbung nicht erfolgt.

Auf diese Weise wurden insgesamt 960 Kolonien aus DNS von A. borealis und Zellen des
C. niger Termitennests ausgewihlt, konserviert und fiir die funktionale Untersuchung
(Kapitel verwendet. Die Ergebnisse aus insgesamt drei Ansétzen zur Erstellung
von Klonbibliotheken sind in Tabelle dargestellt. Die meisten Kolonien konnten
mit der DNS aus A. borealis DNS angefertigt werden. Aus der Metagenomprobe des C.
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niger Termitennests wurden 80 Kolonien ausgewéhlt. Auf Grund der geringen Anzahl
von neun Kolonien aus dem Ansatz von Terracidiphilus sp. S55, wurde auf eine weitere
Untersuchung verzichtet. Die geringe Anzahl aus diesem Ansatz kann unterschiedliche
Griinde haben. Erstens kann im Zuge der DNS-Isolation, etwa durch Kontamination
mit DNase die DNS degradiert worden sein, weshalb weniger funktionsfahiges Insert fiir
die Ligation zur Verfligung stand. Zweitens ist eine suboptimale Restriktion des pBelo-
BAC11s moglich, bei der zu wenig Vector linearisiert oder durch Funktionsverlust der
Phosphatase eine Re-Zirkularisation stattgefunden hat.

Tabelle 3.14: Zusammenfassung der Erstellung von Klonbibliotheken aus Terracidiphilus
sp. 555, A. borealis und C. niger Termitennest

DNS-Quelle Terracidiphilus sp. S55 ‘ A. borealis Metagenom
Phylum Acidobacteria Acidobacteria -
Material 400 mL Kultur 400 mL Kultur 291 mg!

Zellen/mL 3,94 x 10 1,52 x 107 2,55 x 10°

Isolierte DNS (ng/pL) 4,1 4,2 5
DNS in Ligation (ng) 369 377 445
Totale KFU 9 1040 553
KFU/pg 25 363 1243
Mittel KBE/mL 183 2,08 x 10% 1,1 x 104
STABW KBE/mL 238 7,19 x 103 6,69 x 10°
Kolonien mit Insert 150 2,05 x 10* 2,02 x 10°
Kolonien ohne Insert 33 3,17 x 10? 8,87 x 10°
Kolonien mit Insert (%) 82 98 20
Generierte Platten - 11 1
Untersuchte Klone - 880 80
Klonbibliothek total 960

1Zellpellet nach der Nykodenz-Dichtezentrifugation
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3.3 Funktionale Untersuchung der Klonbibliotheken

3.3.1 Restriktionsverdau zur Insertkontrolle

Nach der Quantifizierung der Klone erfolgte die Kultivierung im 1,4 mL Maflstab in
96-deep well Platten (Kapitel [2.6). Ausgehend von einer Kultivierung iiber 24 Stunden,
wurde das Kulturvolumen fiir die funktionale Untersuchung eingesetzt.

Parallel dazu wurden exemplarisch Klone ausgewéhlt, um die Insertlinge der isolierten
DNS durch einen vollstéandigen Restriktionsverdau zu tiberpriifen (Kapitel . Fir
diesen Versuch wurde das Restriktionsenzym Notl eingesetzt (Abbildung . Dieses
Enzym benétigt eine Erkennungssequenz von acht Basen und schneidet deshalb relativ
selten.

12 34 5

48 Kb —

17 Kb —
10Kb ——

1,5Kb

Abbildung 3.18: Restriktionsverdau zur Insertlingenkontrolle. Tasche 1: Marker, Tasche
2: pBeloBacl1 zirculér, Tasche 3: pBeloBacll verdaut, Tasche 4: JF 3
A5, Tasche 5: Klon mit Terracidiphilus sp. S55 DNS

Das Insert aus JF 3 A5 zeigt drei Banden aus DNS von A. borealis, die zusammengerech-
net etwa eine Lénge von 40 Kilobasen ergeben. Der Klon mit DNS aus Terracidiphilus
sp. S55 als DNS-Quelle zeigt fiinf Banden mit einer Gesamtlange von etwa 25 Kilobasen.
Der verwendete Klon (JF 14 A4) aus dem Metagenom trug kein Insert und ist nicht
gezeigt. Mit diesem Restriktionsverdau konnte exemplarisch bestatigt werden, dass die
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Klonierung von bakterieller DNS aus Acidobakterien unter Verwendung der etablierten
Methoden moglich ist. In Betracht der Gréflenordnung identifizierter Gencluster aus A.

borealis (Tabelle [3.12)), ist daher eine vollstindige Abdeckung der Gencluster in 8 von
10 Beispielen moglich.
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3.3.2 Detektion von NRPS-Genfragmenten durch PCR

Durch die Polymerase-Kettenreaktion zur Untersuchung der Klonbibliotheken kénnen
schnell und prézise Markergene von Biosynthese-Gencluster detektiert werden. Diese
Methode wurde fiir Klone mit DNS aus A. borealis, sowie aus Bakterien mit Assoziation
zu C. niger (Termitennest) im 96-well Format angewendet (Kapitel 2.7.2).

Die verwendeten primer binden auf der kodierten Adenylierungsdoméne der nicht-ribo-
somalen Peptidsynthase, die fiir den Substrateinbau wéhrend der Biosynthese verant-
wortlich ist und amplifizieren ein Fragment von 700 Basen [16§]. In der Summe wurden
960 Klone durch diesen Ansatz untersucht. Beziiglich der Bibliothek aus A. borealis konn-
ten vier Klone mit einer charakteristischen Bande gefunden werden (Abbildung bis
3.21). Es wurden die Klone JF 7 A7, JF 7 E10, JF 8 B12 und JF 12 B9 mit einem
spezifischen Bandenmuster identifiziert. Nach Abgleich der Gencluster-Analyse (Kapitel
, kommen die Gencluster 5: nrps, 7: nrps-tipks und 9: nrps-tipks als Moglichkeit
in Betracht, mindestens partiell kloniert worden zu sein. Die eindeutige Lokalisation der
klonierten Bereiche ist im nachfolgenden Kapitel mit Hilfe der Sequenzierung fest-
gestellt wurden.

Desweiteren wurden 80 Klone der Bibliothek aus dem Termitennest-Metagnom mittels
PCR untersucht (Abbildung. Als Positivkontrolle wurde der Streptomycet FhG 336b
mitgefiihrt (Abbildung. Die Untersuchung nach Markergenen ist ein komplenentérer
Ansatz zur direkten Untersuchung nach antibakterieller Aktivitét (Kapitel . Die
Markergen-basierte Untersuchung ermoglicht es zusétzlich, die genetische Information
zu detektieren und zu konservieren, wenn auch diese keine antibiotische Wirkung verur-
sacht. Dadurch er6ffnet sich die Moglichkeit, unterschiedliche Wirtssysteme zu verwen-
den und die genetische Information gegebenenfalls zu modifizieren. Durch Verwendung
weiterer Markergene zur Detektion auf Phenazine [267], Halogenasen [268], oder Cy-
tochrome P450 Hydroxylasen [269] die im Kontext des Sekundarmetabolismus stehen,
kann diese Methode erweitert werden.
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3.3.3 Bestimmung der InsertgroBe von BACs mit NRPS-Signal

Aus der zuvor durchgefithrten Untersuchung auf den konservierten Bereich der Adenyl-
doméne, die Bestandteil von nicht-ribosomalen Peptidsynthasen ist, wurden vier eindeu-
tige PCR-Signale den Klonen JF 7 A7, JF 8 B12, JF 7 E10 und JF 12 C9 zugeordnet. Um
das Ergebnis zu bestitigen sowie den klonierten Genomlokus naher zu charakterisieren,
wurden diese BAC-Inserts mittels Sangersequenzierung tberpriift und die Sequenzdaten
mit dem annotierten Genom von A. borealis verglichen (Kapitel . Unter Abgleich
der Gencluster-Analyse aus Kapitel konnte festgestellt werden, dass in diesem Ge-
nomabschnitt das NRPS-Gencluster fiinf liegt. Dieses Gencluster ist in Abbildung [3.22]
gelb hervorgehoben und nummeriert. Zusétzlich illustriert die Abbildung die Umfénge
der BAC-Inserts auf dem Genomabschnitt. Es konnte festgestellt werden, dass 27 der 29
Gene dieses Genclusters durch vier BAC-Inserts konserviert worden sind. Die Abbildung
zeigt, dass die Klone JF 7 A7 und JF 8 B12 das gleiche Insert tragen (BAC eins/drei)
und den genomischen Bereich von 2.724.930 - 2.777.633 Basen abdecken. Die Insertse-
quenz hat eine Linge von 52.363 Basen.

BAC zwei zeigt den identifizierten Lokus des Klons JF 7 E10. Dieser deckt den Bereich
von 2.715.373 - 2.732.894 Basen ab und hat eine Lange von 17.521 Basen.

Das Insert von BAC vier aus Klon JF 12 C9 deckt den Bereich von 2.731.193 - 2.777.633
Basen auf dem Genom ab und hat eine Linge von 46.440 Basen. Aus dem Sequenzver-
gleich zwischen primer und Genomsequenz wurde desweiteren festgestellt, dass alle vier
Inserts in reverser Orientierung zur BAC-Sequenz eingebaut worden sind.

BAC 1/3

BAC 4

BAC 2 [24)(27]

B In @EE

DE & @066

[Bp] 2.715.373 2.724.930 2.732.89 2.776.633

Abbildung 3.22: Lokalisation der klonierten Inserts ausgewédhlter BACs mit NRPS-
Signalen aus der Klonbibliothek von A. borealis. Gelb: NRPS-
Gencluster 5 aus A. borealis, Blau: weiterer genomischer Bereich

Um diesen konservierten Genomabschnitt ndher zu charakterisieren wurde eine Annota-
tion der Proteine durch Pfam durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in den Tabellen und
dargestellt und entsprechen der Nummerierung in der Abbildung Die Tabellen
illustrieren, dass 20 der 29 Gene nicht eindeutig annotiert werden konnten. Dennoch l&ésst
sich anhand der Annotation darauf schliefen, dass es sich wahrscheinlich um ein Genclus-
ter handelt, welches fiir Enzyme kodiert, die einen antibiotischen Metabolit produzieren
kénnten. Aus Abbildung geht hervor, dass das Gen mit der Position vier auf dem
Gencluster, vollstandig durch den Klon JF 7 E10 (BAC zwei) abgedeckt worden ist.
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Diesem Genprodukt sind zwei Pfamdoménen zugeordnet, eine ASH Doméne, welche im
Zusammenhang mit der Flagellenfunktion steht und einer Doméne mit der Bezeichnung
Glyco hydro 79C. Diese Doméne ist beschrieben fiir Glycosidhydrolasen (EC 3.2.1.) und
katalysiert die Hydrolyse zwischen zwei Zuckermolekiilen. Auf Position sechs des Gen-
clusters wurde die Tyrocidin Synthase 3 als Genprodukt annotiert. Dieses Enzym ist
an der Biosynthese des Peptidantibiotikums Tyrocidin beteiligt. Neben dem Gen tycC
sind desweiteren tycA und tycB an der Biosynthese beteiligt, welche aber nicht durch
die Annotation identifiziert werden konnten. Desweiteren wurden der Tyrocidin Syntha-
se 3, fiinf Pfameintrage zugeordnet, beginnent mit Condensation und AMP-binding. Im
Falle von Condensation handelt es sich um ein Protein, welches eine Kondensationsre-
aktion zwischen Peptiden katalysiert. Die Familie AMP-binding gehort zu einer Gruppe
an Enzymen, die Adenenin-Monophosphat (AMP) an ihr Substrat bindet. Analog da-
zu katalysiert diese Reaktion die Doméne AMP-binding_C. Die katalytische Doméne
PP-binding bindet 4’-Phosphopantethein als prosthetische Gruppe. Im Enzym fungiert
sie als Arm fiir die Akquise von Substrat, wie zum Beispiel aktivierte Fett- oder Ami-
nosduren. Die Doméne Thioesterase ist die letzte Funktion dieses Genprodukts und ist
typisch fiir die finale Katalyse einer Aminosidure an das Intermediat oder der Zyklisie-
rung zu einem Endprodukt.

Auf den Positionen sieben und neun, wurde jeweils das Enzym Biotin Biosynthese- Cyto-
chrom P450 annotiert. Biotin fungiert als Cofaktor fiir die Spaltung von Carbon-Carbon
Verbindungen, wie beispielsweise Fettsduren. Zusétzlich besitzen Proteine der Superfa-
milie P450 eine Eisenverbindung fiir Redoxreaktionen mit dem Cofaktor NAD/NADH.
Auf Position zehn des Genclusters, das auf allen vier BAC-Inserts vorhanden ist, wurde
das zweite NRPS-spezifsche Enzym annotiert. Die Gramicidin Synthase Untereinheit B.
Sie ist Bestandteil der Gramicidin-Biosynthese und katalysiert die Epimerisierung des
antibiotischen Metabolits. Fiir dieses Genprodukt sind drei Pfam-Eintrige zugeordnet,
welche auf eine NRPS-basierte Biosynthese hindeuten.
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Tabelle 3.15: Auflistung annotierter Proteine des NRPS-Genclusters fiinf aus A. borealis,

Teil 1
’ Position ‘ Protein oder Enzym ‘ Pfam-Familie ‘
. . Beta_helix
1 hypothetisches Protein Big 3.5
2 hypothetisches Protein OMP _b-brl
3 hypothetisches Protein -
4 hypothetisches Protein Glycoi}sfciow c
5 hypothetisches Protein -
Condensation
AMP-binding
6 Tyrocidinsynthase 3 AMP-binding_C
PP-binding
Thioesterase
7 Biotin Biosynthese Cytochrom P450 p450
8 hypothetisches Protein -
9 Biotin Biosynthese Cytochrom P450 p450
AMP-binding
10 Gramicidinsynthase Untereinheit B | AMP-binding_C
PP-binding

Im weiteren Verlauf der Annotation wurden die Genprodukte auf Position 11 - 14 nicht
weiter spezifiziert. Anhand der Pfam-Eintrdge Polysacc_synt, Polysacc_synt C auf der
Position 12 ist es jedoch sehr wahrscheinlich, dass es sich hier um ein Membranprote-
in handelt, welches an der Biosynthese von Polysacchariden beteiligt ist. Ein weiteres
hypothetisches Protein, welches ausschliefSlich durch einen Pfam-FEintrag charakterisiert
werden konnte, ist auf Position 13 das Wzy_C. Dieses Enzym ist zustandig fiir das O-
Antigen, ein Lipopolysaccharid, welches an der &ufleren Membran von Gram-negativen
Bakterien zu finden ist.

Im folgenden Verlauf auf den Positionen 15 — 17 wurden weitere Proteine annotiert, wel-
che dem Carbohydrat-Metabolismus zugeordnet werden. Im Falle von WfgD und WfaP
handelt es sich um Glykosyltranferasen der Familie 2, welche aktivierte Zucker wie zum
Beispiel UDP-Glukose auf andere Substrate iibertragen. Im Falle des Genprodukts auf
Position 17 handelt es sich ebenfalls um eine Glykosyltranferase, die der Familie 26 zu-
geordnet wird.

Ein weiteres Protein im Zusammenhang mit dem Transport von Polysacchariden ist
auf Position 18 zu finden. Anhand des Pfam-Eintrags Poly_export und SLBB lésst sich
schlussfolgern, dass es sich hier um ein perriplasmatisches Protein handelt, welches an
der Biosynthese oder dem Transport beteiligt ist.

Position 19 beschreibt das Genprodukt Tyrosinkinase. Dieses Enzym ist an einer Vielzahl
von zellularen Aktivitdten beteiligt, wie zum Beispiel der Translokation von Makromo-

97



3.3.3 Bestimmung der Insertgréfe von BACs mit NRPS-Signal

lekiilen.

Auf Position 20 wurde das Gen fiir den Transkriptions-Terminators NusG annotiert. An
dieser Position liegt strangabwérts das nédchste Protein im Zusammenhang der
Transkriptions-Regulation. Das Protein DegU (Position 21) gehort zu einem Zweikom-
ponentensystem, welches weitere Genkaskaden reguliert. Das Protein besitzt ein helix-
loop-helix Motiv zur Interaktion mit DNS. In Gram-negativen Bakterien steht dieses
Motiv zudem in Verbindung mit der Regulation von Exopolysacchariden.

Im letzten Teil der Annotation wurde die Position 25 durch den Pfam-Eintrag Metal-
lophos charakterisiert. Dieser Eintrag beschreibt eine Phosphatase-Doméne welche als
Exonuclease und Endonuclease fungieren kann. Die Annotation schliefit mit der Position
28 und dem Pfam-Eintrag HTH_17. Dieses Strukturmotiv bildet dhnlich wie GerE ein
helix-loop-heliz Motiv aus und ist an der Genexpression beteiligt.
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Tabelle 3.16: Auflistung annotierter Proteine des NRPS-Genclusters fiinf aus A. borealis,

Teil 2
’ Position ‘ Protein oder Enzym ‘ Pfam-Familie ‘

11 hypothetisches Protein -

12 hypothetisches Protein Pif;ggiscs;i?t(]
13 hypothetisches Protein Wzy_C

14 hypothetisches Protein -

UDP-Glc:alpha-D-GlcNAc-
15 diphosphoundecaprenol beta-1 Glycos_transf_2

3-glucosyltransferase WigD
UDP-Glc:alpha-D-GlcNAc
16 -diphosphoundecaprenol beta-1 Glycos_transf_2
3-glucosyltransferase WfaP
N-acetylglucosaminyldiphosphoundecaprenol

17 N-acetyl-beta-D-mannosaminyltransferase Glyco.tran WecB

18 hypothetisches Protein PolifLSc];ort
o Wzz

19 Tyrosinkinase ptk AAA 31

20 Transkriptions-Terminator NusG NusG

21 hypothetisches Protein -

22 Transkriptions-Regulator DegU GerE

23 hypothetisches Protein -

24 hypothetisches Protein -

25 hypothetisches Protein Metallophos

26 hypothetisches Protein

27 hypothetisches Protein .

28 hypothetisches Protein HTH 17

29 hypothetisches Protein -

Die Ergebnisse dieser Annotation decken sich zusammenfassend mit der Gencluster-
Vorhersage aus antiSMASH. Durch die Detektion der Tyrocidinsynthase 3 und der
Gramicidinsynthase Untereinheit B, sind zwei Enzyme vorhanden, aus denen ein be-
kannter nicht-ribosomal synthetisierter Metabolit produziert werden kann [270] [271].
Dennoch konnte in der nachfolgenden Untersuchung auf antibakterielle Aktivitét keine
der vier sequenzierten Klone eine Aktivitdt nachgewiesen werden. Dies kann auf unter-
schiedliche Weise interpretiert werden.

Zum einen wurde durch keinen der Klone das Gencluster vollstindig konserviert, so-
dass eventuelle Promotoren zur Aktivierung der Genexpression fehlen. Dies kann auch
aufgrund des Einbaus der Sequenzen in reverser Orientiertung der Fall gewesen sein.
Grundsétzlich konnte in der Publikation von Sabree et al. (2006) [272] gezeigt werden,
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dass E. coli zur genetischen Expression von DNS aus Acidobakterien fahig ist.

Zum anderen konnte es sich um ein Gencluster handeln, von dem kein Metabolit pro-
duziert werden kann oder keine Aktivitdt ausgeht. Diese Interpretation liegt darin be-
griindet, dass es sich um zwei Peptidsynthasen handelt, die an der Biosynthese von zwei
unterschiedlichen Metaboliten beteiligt sind. Zudem wurden im Falle der Gramicidin-
synthase Untereinheit B, keine weiteren Untereinheiten annotiert, weshalb die Funktion
der Gramicidin Biosynthese in Frage gestellt ist. Aus der Publikation von Mootz et al.
(1997) [271] geht hervor, dass die Tyrocidin-Biosynthese in Form eines Operons struk-
turiert ist, an dem strangabwérts zwei ABC-Transporter zur Vermittlung der Resistenz
kodiert sind. Dieses Ergebnis konnte durch die Untersuchung auf Resistenzgene in Ka-
pitel nicht bestétigt werden.
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3.3.4 Untersuchung von Klonbibliotheken hinsichtlich antibakterieller
Aktivitat

Die direkte Untersuchung nach antibakterieller Aktivitdt umfasste 960 Klone, welche
aus genomischer DNS von A. borealis und gewonnenen Bakterien aus dem Termiten-
nest erstellt wurden. Die nachfolgenden Kapitel stellen die Ergebnisse aus dem Kul-
turiiberstands-basierten und der Extrakt-basierten Untersuchung zusammen.

Detektion von antibakterieller Aktivitat durch Biolumineszenz

Die Biolumineszenz-basierte Untersuchung erfolgte durch die Anfertigung von zellfreien
Ubersténden (Kapitel im Anschluf} an die Kultivierung. Als Testorganismus wurde
Die Aufnahme der Biolumineszenz erfolgte direkt nach dem Start (tp) und nach Stunde
6 (tg) im Duplikat.

Es zeigte sich, dass mindestens eine Komponente des Mediums einen Effekt auf den Te-
storganismus hatte, sodass die Inhibierung auf Basis der Biolumineszenz 60 % betrug.
Aus diesem Grund wurde der Schwellenwert fir die Aktivitat im Duplikat auf >80 %
gesetzt. Von 960 Klonen haben zwei Klone diese Voraussetzung erfiillt (Tabelle .

Detektion von antibakterieller Aktivitiat aus Kulturextrakten

Die Extraktherstellung der Klonbibliothek erfolgte mit den verbliebenen 1,3 mL Kul-
turvolumen im 96-well Format (Kapitel [2.7.4)). Als Extraktionsmittel wurde 75 % (v/v)
MeOH gewéhlt. Nach der Extraktion wurde zunéchst im 384-well Format ein 2x kon-
zentriertes Extrakt (im Verhéltnis zum Volumen des Testorganismus) eingesetzt und
eingedampft. Um die Inhibierung produzierter Metabolite zu charakterisieren wurden
sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Testorganismen eingesetzt, darunter zwei
Mutanten der Stdmme FE. coli und P. aeruginosa. Im Falle dieser Mutanten wurden
Schliisselproteine des Transportsystems ausgeschaltet, um die Sensibilitdt gegeniiber
Antibiotika zu erhohen [273] [274]. Der Stamm E. coli AtolC besitzt eine Mutation
des Gens tolC, das fiir einen Transporter der Zellmembran kodiert und Teil des Acridin-
Resistenzkomplexes ist [275] [276]. Weil dieser Stamm nur eine Kopie dieses Gens besitzt,
ist dieser sensitiver als das klinische Isolat E. coli ATCC 225922. Als weiterer Teststamm
wurde P. aeruginosa PAO 750 eingesetzt. Pseudomonaden verfiigen {iber hoch effizien-
te Efluxpumpen, die zu der Transportfamilie der resistance-nodulation-division (RND)
gehoren und eine Reihe von Antibiotika durch die Zellmembran aus der Zelle trans-
portieren [277]. Im Falle des Typs P. aeruginosa PAO 750 wurde das Proteinsystem
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN und MexXY-OprM deletiert, wodurch der
Stamm sensitiv gegeniiber einer Reihe von Antibiotika wie Quinolone, Chlorampheni-
col, Trimethoprim, Imipenem und Tetracyclin ist [278] [279]. [280] [281]. Als Gram-
positives Testbakterium wurde der Methicillin-sensitive S. auereus (MSSA) gewé&hlt.
Dieser Stamm besitzt, im Gegensatz zu MRSA, nicht das Gen mecA, welches fiir das
Penicillin-Bindeprotein 2a kodiert und damit eine Resistenz gegeniiber 8-Lactam Anti-
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3.3.4 Untersuchung von Klonbibliotheken hinsichtlich antibakterieller Aktivitdt

biotika vermittelt [282] [283].

Die Testergebnisse der Extrakt-basierten Untersuchung sind in Tabelle dargestellt.
Die Inhibierung auf Basis der optischen Dichte von Komponenten des reinen Mediums
war im Vergleich zur Untersuchung durch Biolumineszenz deutlich niedriger. Im Ver-
gleich zeigten die Extrakte aus den Klonen JF 8 A9, JF 9 H5, JF 9 C12, JF 11 B9, JF
13 B6, JF 13 G5 und JF 13 G11 eine Inhibierung auf die Testbakterien. Hierfiir kann
die unterschiedliche Methodik die Ursache sein. Um die Inhibierung dieser Klone auf die
Testorganismen zu bestétigen, wurde im weiteren Verlauf fiir jeden als aktiv eingestuf-
ten Klon der Tabelle eine 50 mL Kultur im Duplikat angefertigt und die Kulturen
extrahiert (Kapitel . Die Extrakte wurden in den finalen Konzentrationen 1x, 2x
und 10x getestet. Die Ergebnisse der Inhibierungen sind in Tabelle dargestellt und
zeigen, dass alle Extrakte als 10x Konzentrat aktiv gegen P. aeruginosa PAO 750 waren.
Auch zeigten Extrakte, mit Ausnahme von JF 7 C4 und JF 8 A9 eine Inhibierung als
10x Konzentrat gegen beide E. coli Stdmme. Eine Inhibierung gegen MSSA ATCC 25923
wurde nicht identifiziert.

Die Untersuchung auf antibakterielle Aktivitdt gegen Gram-positive als auch gegen
Gram-negative Bakterien, ermoglicht es, das Wirkungsspektrum aktiver Metabolite ein-
zugrenzen. Daher ist es moglich, das Testergebnisse wie Tabelle darstellt, heterogen
ausfallen. Es ist aber erkennbar, dass durch eine hohere Konzentrierung der Extrakte
von 10x, die Heterogenitédt der antibakteriellen Aktivitdten verringert wurde, sodass ein-
deutiger zwischen Aktivitdat und keiner Aktivitat diskriminiert werden kann. Insgesamt
wurden in den Untersuchungen auf antibakterielle Aktivitdt 960 Klone getestet, von de-
nen neun Klone bestétigte antibakterielle Aktivitat zeigten. Dies entspricht einer Rate
von einem Prozent.

Studien zu weiteren funktionalen Untersuchungen weisen dhnliche Statistiken auf, die
je nach Fragestellung noch geringer ausfallen und eine Vielzahl an Klonen benétigen
[284] |285|. Dies macht die Bedeutung der biologischen Komponenten, wie Ressource
und Wirtssystem, offensichtlich, welche aufeinander abgestimmt werden miissen. Eine
Moéglichkeit die Wahrscheinlichkeit der Genexpression zu erhéhen und zu vergleichen, ist
die Verwendung von shuttle Vectoren zwischen unterschiedlichen Wirtssystemen [286].
Ein weiterer Faktor ist die Methodik, effizient eine Vielzahl an Proben auf antibakteri-
elle Aktivitdt zu untersuchen. Als Standard gelten Plattformen mit einer Kapazitdt von
10.000 Proben pro Woche (high throughput screening) [287]. Technische Innovationen wie
Microfluidics-Systeme ermoglichen die Untersuchung von >50.000 Proben und werden
als ultra-high throughput Prozesse bezeichnet [288].

102



103

3.3.4 Untersuchung von Klonbibliotheken hinsichtlich antibakterieller Aktivitdt

% €1~ % S'6 % 0G- % G1 % T°T9 [1 UOJUTH I[N

% 12 JRYATINY SUIY | JRITAIY SUIY | JRITAINY OUIY JRYATIY OUIOY 11O €T A

% €L JRYATINY SUIY | JRITAIY SUIY | JRIIAINY OUIY JRYATIY QUL GO €T Al

% GL JRYATINY SUIY | JRIAIINY SUIY | JRIIAINY SUIY JRYATIY QUL 9d €T Af
JRATINY OUIOY | JRIIAIINY OUIOY | JRIIAIIY QUL % ¥8 JRYATIY QUL 6d 1T A
JRHATIY OUIOY % G6 JRYATIY OUIOY | JRIIAIIY QUL JRIAIIY Uy gID 6 Ar
JRUATI]Y OUIOY | JRIIAIN]Y Ouloy % €6 JRYATIY QUL JRYATIY SUIAY GH 6 Al
JRVATIY QUIOY | JBIIATIY QUL | JRIIAINY QUL % G2 JRYATIY QUIOY 6V 8 Al
JRYATINY OUIOY | JRIIAINY OULY | JRIIAINY OUIY | JBIAINY ULy % ¥8 v L Al
JRYATINY OUIOY | JRIIAINY OUIY | JRIAINY OUIY | JBIAINY Uy % 68 €D L Al

€265 . redijsed 0SL OVd .
oLy vsspy | POV AP | | vsowbnaan - | 991D PSHA 100 T wory

wQ‘DQoSmMGPQD @Mﬁ@gsvﬂwm WQSQUDWH@@QD QHmEEﬁH
MNeIS

-031ep yeqIdn( s[e purs asstuqedry ai(] " (Sunyonsioju) aIepunyoes) 9ol ueyosijdo Iop siseq jne Juniaiqryuy
uolIdIseq-1ReI)Xy Iop pun (Sunyonsioju() olewlid) zuozsourwunolg Iop siseq jne SUNISIQIYU] Iop osSTUqo8Iy :LT'¢ 9[[PqR],



3.3.4 Untersuchung von Klonbibliotheken hinsichtlich antibakterieller Aktivitdt

SUNYONSINNI() 9IRPUNOG

% 99- % LG % G€1 % GG rpvdgordd oo g

% G'6G- % G'ee- % 99- % G'8T [T TOUTH B[N
JRIAIIY OULOY % 86 % 16 % S°96 1D €1 Ar
TRIATIY OUIoY % L6 % T6 % G'G6 gD €1 Ar
JRYATIY QUL % G°L6 % G'96 % G'88 9d €1 Ar
1RUAINY SUIY % L6 % 96 % 96 6d TT Al
JRYAIY OuIoy % L6 % 6 % G'L8 ¢ID 6 Al
JRIATIY OULoY % G776 % G'96 % 06 GH 6 dAr
1A SUISY JRYAIP]Y AUy JRIAIP]Y duIay % 96 6V 8 Ar
1RYAIY QU 1RIAIP]Y duIey 1RYAIP]Y duIey % G'L8 VO L dAr
JRIAIIY QUL % 98 % TL % 06 €0 L dAr

€265¢ DOLY VSSIN | DI0W #0927 | 226922 DOLY H92 “H | 0SL OVd psouthbnian - —

(dn-2p2s) MM TUI ()G SN JRINULZUOY] X(] S[® SUNYDINSIIU[) USLISISRA-INRIJXH USI[OYIopalm Iop 9sSTUqaSiy :QT'¢ d[[eqe],

104
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3.3.5 Peptide: mogliche Verbindungen mit antibakterieller Aktivitat

Ausgangspunkt fiir die chemische Analytik der Extrakte waren die Ergebnisse des scale-
up Versuchs, welche in der Tabelle dargestellt sind. Fiir die Analytik wurden die-
se Extrakte als 50x Konzentrat in 100 % MeOH gelost und mittels UHPLC-MS/MS
analysiert (Kapitel . Als Referenz wurde der Stamm FE. coli MegaX DH10B T1
Electrocomp [pBeloBAC11] im Duplikat mitgefithrt. Abbildung zeigt die Chroma-
togramme als Liste. In rot ist jeweils die Probe JF 7 C3 markiert, als blau und schwarze
Spur ist jeweils die Referenz zu erkennen. In Abbildung sind die Signale heraus-
gestellt erkennbar, jeweils einmal in blauer, sowie roter Farbe gezeigt. Sie stellen die
Intensititen der aufgetrennten Komponenten in Abhéngigkeit der Retentionszeit dar.
Aus der Abbildung geht hervor, dass jeweils zwei Signale detektiert worden sind, die
nicht in den Referenz-Chromatogrammen zu erkennen sind. Ein Abgleich des Masse zu
Ladeverhéltnis (m/z) mit der Datenbank ergab, dass es sich um zwei Tripeptide Valylpro-
lylleucin und Isoleucylprolylisoleucin handeln kénnte (Tabelle . Um zu bestétigen,
ob es sich bei Isoleucylprolylisoleucin, um das Tripeptid Diprotin A [289] mit den identi-
schen Aminosduren Isoleucin-Prolin-Isoleucin handelt, wurde ein MS/MS-Analyse durch-
gefithrt und die Massenfragmente miteinander verglichen (Abbildung [3.19). Aus diesem
Vergleich geht hervor, dass die Massenfragmente von Isoleucylprolylisoleucin nicht der
des Diprotin A entsprechen. Das Masse zu Ladungsverhéltnis (m/z) von 245.1864 kann
nicht erklart werden, dennoch handelt es sich um die gleiche Stoffklasse.

Von Peptiden ist bekannt, dass aus diversen Verbindungen antimikrobielle Wirkung her-
vorgeht. Gencluster-Typen in diesem Zusammenhang, welche Aminoséduren verwenden
um bioaktive Metabolite zu generieren, sind Ripp-Gencluster oder NRPS-Gencluster. Ein
Beispiel eines bioaktiven Tripeptids ist das NRPS-synthetisierte Phosphinothricin [290].
Dennoch ldsst sich anhand des negativen Signals aus der PCR-~-Untersuchung nach nicht-
ribosomalen Peptidsynthasen, sowohl des Klons JF 7 C3 (Abbildung als auch
dessen BAC (Abbildung das Fazit ziehen, dass es sich wahrscheinlich nicht um ein
Gencluster diesen Typs handelt. Beziiglich Ripp-Gencluster wurden in dem Genom von
A. borealis (Tabelle die Typen bacteriocin und lassopeptide identifiziert. Die Klas-
sifizierung des Produkts als Lassopeptid ist aufgrund fehlender Struktur nicht moglich
und bedarf eines typischen Macrolactamrings, der fiir gewohnlich aus acht oder neun
Aminosiauren besteht [291]. Auch die Klassifizierung des Tripeptids als Bacteriocin, der
Klasse 1 Lanthionin-haltiger Peptide ist ausgeschlossen. Aus Bacteriocine der Klasse
2 sind keine Tripeptide bekannt [292]. Als Fazit dieser Untersuchung sollten daher alle
BACs der Klone mit identifizierter bakterieller Aktivitat vollstdndig sequenziert werden.
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3.3.5 Peptide: mégliche Verbindungen mit antibakterieller Aktivitét

UIONI[OSI[ATOIA[AONDOS] @7 [RUSIS ‘UIONS[[ATOI[ATRA T [RUSIS “}[[1Se3sneIoy €¢0) ), A SUO[Y O[RUSIS :Hg ¢ Sunpqqy

NI OR300 B 801 0 L O 00 4 —

S T OB W g e oy —

NIV (008 PR W Y O o0y —
NI 0TS0 DT80 10 M4 O I T 4 —

(TET]

107



3.3.5 Peptide: mégliche Verbindungen mit antibakterieller Aktivitét

Tabelle 3.19: Identifizierte Massen des Klons JF 7 C3 im Duplikat

Probe Retentionszeit | Masse | Summenformel Vorhersage
[Min] (m/z] (neutral) &
Replikat 1, Signal 1 3,3 328,22 C16H29N304 Valylprolylleucin
Replikat 2, Signal 1 3,6 328,22 | Cy1Ho9N304 Valylprolylleucin
Replikat 1, Signal 2 4,2 342,24 | Cq7H31N304 | Isoleucylprolylisoleucin
Replikat 2, Signal 2 4.5 342,24 | Cq7H31N304 | Isoleucylprolylisoleucin
htens. ; Dipratin-A A2p 7 01_17478.d: +MS2(342 2404), 26.0-5.0eV, 3.9min #1353
x1064
104 2291551
0.5-:
1831495

211 1444

10-
054
] 1841527 2111443 2451044
] l 1991609 | 229.1547 l
0 J I I J % J T 4 T | '
180 180 200 70 240 260 miz

Abbildung 3.25: MS/MS-Spektrenvergleich von Diprotin A (oben) und Isoleucylprolyli-
soleucin (unten)

Analyse weiterer Extrakte mit antibakterieller Aktivitat

Neben der Massenanalytik des Klons JF 7 C3, wurden weitere Extrakte untersucht die
antibakterielle Aktivitét zeigten. In der Tabelle [3:20] sind die Massen dargestellt welche
im Vergleich zum Referenz-Chromatogramm identifiziert worden sind. Die Tabelle zeigt,
dass der Klon JF 7 C4 die gleichen Massen wie der Klon JF 7 C3 generierte, die als
Valylprolylleucin und Isoleucylprolylisoleucin identifiziert worden sind.
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3.3.5 Peptide: mégliche Verbindungen mit antibakterieller Aktivitét

Tabelle 3.20: Massenspuren weiterer Klone mit antibakterieller Aktivitat

Bezeichnung ‘ Masse 1 [m/z] ‘ Masse 2 [m/z] ‘

JF7C4 328,223 342,2386
JEF 9 H5 244,6471 358,1972
JF 13 C6 244,6472 358,1975
JF 13 G11 244,6470 358,1969
JF 13 G5 244,6472 358,1972
JF 11 B9 244,6472 -

JF 9 C12 358,1973 -

JF 8 A9 358,1973 -

Desweiteren sind die Massen der Klone JF 9 H5, JF 13 C6, JF 13 G11 und JF 13 G5
identisch. Die Klone JF 9 C12 und JF 8 A9 zeigten nur eine Masse als Produkt einer
heterologen Expression. Auf Grund der gleichen Massen von 244,6471 und 358,1972 ist
es wahrscheinlich, dass diese Klone die gleichen DNS-Bereiche als Inserts von A. borealis
tragen. Eine Darstellung der Chromatogramme und Massen ist im Annex[5.7 dargestellt.
Eine MS/MS-Analyse dieser Massen ist fiir eine weiterfithrende Untersuchung anzustre-
ben.
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4 Ausblick

Zur Etablierung der laborpraktischen Methoden, fiir die Erstellung rekombinanter Klo-
ne, wurden die Bioressourcen A. borealis, Terracidiphilus sp. S55 sowie Bakterien aus
dem Termitennest von C. niger verwendet. Diese wurden zuvor bioinformatisch anhand
ihrer Eigenschaften als potentielle Antibiotika-Produzenten eingestuft.

Aus der bioinformatischen Untersuchung gehen weitere 77 aufgelistete Gencluster aus
Bakterien hervor, welche sich insbesondere durch die Eigenschaften qualifizieren, sehr
wahrscheinlich Gencluster mit Resistenzgenen zu besitzen und keine Sequenzéhnlichkeit
zu bekannten Genclustern aufzuweisen. Diese Stdmme stellen weitere Kandidaten fiir
einen funktionalen Genomansatz dar.

In der Summe wurden 960 Klone durch die etablierte Methodik erstellt. Trotz der hohen
Anzahl, fielen die Resultate fiir die Anséatze mit Terracidiphilus sp. S55 und des Meta-
genomansatzes gering aus. Deshalb sollte der Ansatz mit DNS aus Terracidiphilus sp.
S55 wiederholt werden. Im Falle des Metagenomansatzes wurden 80 Klone konserviert,
von denen aber nur einer exemplarisch untersucht worden ist und kein kloniertes Insert
identifiziert wurde. Aufgrund der geringen Stichprobe kann deshalb nicht ausgeschlos-
sen werden, das dieser Ansatz génzlich erfolglos war. Demnach wére eine PCR-basierte
Untersuchung im 96-well Format eine addquate Herangehensweise, um den Metageno-
mansatz vollstdndig zu evaluieren.

Im Gegensatz dazu konnten aus dem Ansatz mit DNS aus A. borealis, 880 Klone ge-
neriert werden, von denen exemplarisch fiinf Klone ausgewédhlt wurden und klonierte
Inserts im gewiinschten Gréflenbereich besitzen. Ferner wurden diese Klone funktional
untersucht. Die erste Untersuchung erfolgte PCR-basiert und wurde im weiteren Verlauf
durch eine Sequenzierung bestéatigt. Weitere genannte Primer auf konservierte Bereiche
von Genclustern kénnten diesen Ansatz erweitern.

Der zweite funktionale Ansatz umfasste die Untersuchung auf antibakterielle Aktivitét
aus den neun Klone identifiziert worden sind. Eine vertiefte Untersuchung des Klons JF
7 C3 identifizierte zwei Tripeptide als sehr wahrscheinliche Ausloser dieser Aktivitat.
Dass diese Tripeptide Produkte eines Genclusters aus A. borealis sind, wurde disku-
tiert und bleibt unwahrscheinlich. Deshalb sollte an dieser Stelle eine Sequenzierung
zur Identifizierung des klonierten genomischen Bereichs durchgefiihrt werden. Als ab-
schliefende Bewertung kann konstatiert werden, dass durch den Ansatz mit DNS aus
A. borealis die methodischen Grundlagen erfolgreich realisiert worden sind, Klone zu
genieren und funktional zu untersuchen. Im Falle von FE. coli als Wirt erfolgte dies be-
reits unter der Pramisse, das die DNS aus Acidobakterien kompatibel zu der mit F. coli
ist. Diese Kompatibilitdt ist jedoch nur im geringen Mafle phyla-iibergreifend und wird
zum Beispiel determiniert durch den GC-Gehalt sowie der codon usage. Daher sollten
weitere Wirts-Vectorsysteme in Betracht gezogen werden, um das Ressourcen-Spektrum
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Ausblick

effektiver nutzen zu kénnen. Auch hierzu eignet sich E. coli als Zwischenwirt fiir die
Konservierung und Vervielfiltigung der klonierten Inserts.
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5 Annex

5.1 Bioinformatik

90+

60+

BGC Diversitat

30+

0 200 400 600
Anzahl BGC

Guides [@] aci[@]acT[@]Bac[@] cHL[@]Pvc

Method === interpolation = 1 extrapolation

Guides @ Aci A Bac ll ciL—-Pve

Abbildung 5.1: Hochrechnung des Gencluster-Potentials anhand des Datensatzes fiir je-
des Phylum. ACI: Acidobacteria, ACT: Actinobacteria, BAC: Bacteroi-
detes, CHL: Chlorofiexi, PVC': Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chla-
mydiae

Fir die rarefaction (Abbildung wurde die Gencluster-Anzahl und Diversitit pro
Phylum zur Berechnung verwendet. Der durchgingige Kurvenverlauf kennzeichnet die
Interpolation, basierend auf realen Daten, der gestrichelte Verlauf der Funktion kenn-
zeichnet die Extrapolation beziehungsweise Hochrechnung. Jeder Kurvenverlauf ist durch
eine Farbcodierung begleitet, die den Vertrauensbereich darstellt. Analoge Berechnungen
sind beispielsweise bei Doroghazi et al. 2014 zu finden.
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5.2 Klonbibliothek
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Abbildung 5.3: Markergen-spezifische Identifizierung von NRPS-Gencluster des isolier-
ten BACs aus Klon JF 7 C3
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5.3 Technische Daten der chemischen Analytik

5.3 Technische Daten der chemischen Analytik

HPLC Agilent 1290 Infinity LC
HR-QTOF-MS-MS maxis |ITM, Bruker Daltronics
Saule ACQuity UPLC BEH C 18 1,7 pm 21*100 mm
Fluss 0,6 mL/min
Injektionsvolumen 2 Liter
Saulenofentemperatur 40 °C
Eluenten A: Wasser +0,1% FA
B: Acetonitril + 0,1% FA
Zeit [Min] Al%0] B [90]
0,0 95,0 50
03 95,0 50
Gradient 18,0 475 95,25
18,1 00 100
225 00 100
226 95,0 50
25 95,0 5,0
Spilit 1zu10
Kalibrant Natriumformiat (positiv)
Source Type ESI
Set Dry Heater 250 °C
lonenquelle Set Dry Gas 7,5 L/min
Set Nebulizer 1,6 bar
Set Capillary 4500 V
Set End Plate Offset 500 V
Detektor Set Target Mass Start 500 m/z
Set Target Mass End 2000 m/z
MS-MS CollisilorT Energery 28,0- 35,05 eV
Collision Gas N 2

Abbildung 5.4: Technische Daten der verwendeten UHPLC-Methode
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5.4 Verwendete Chemikalien

5.4 Verwendete Chemikalien

Tabelle 5.6: Verwendete Antibiotika

’ Chemikalie ‘ Hersteller ‘ Artikelnr. oder CAS ‘
Gentamycin Sigma-Aldrich 1405-41-0
Ampicillin Sigma-Aldrich 69-53-4

Chloramphenicol | Sigma-Aldrich 56-75-7
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5.4 Verwendete Chemikalien

Tabelle 5.7: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller ‘ Artikelnr. oder CAS ‘
Losliche Stérke Sigma-Aldrich 9005-84-9
Agar Fisher Scientific 11793523
Hefeextrakt Difco LP0021T
Trypton Sigma-Aldrich 93657-500G
Natriumchlorid Sigma-Aldrich 7647-14-5
Natriumacetat Sigma-Aldrich 127-09-3
Isopropanol Fisher Scientific 67-63-0
Miiller-Hinton II Medium Fisher Scientific 10681675
Aceton Fisher Scientific 67-64-1
Methanol Fisher Scientific 10516279
Ethanol Fisher Scientific 64-17-5
FEthylacetat Fisher Scientific 141-78-6
Nykodenz WAK-Chemie Medical GmbH NC93227429
Tris-HCI Sigma-Aldrich 1185-53-1
EDTA Sigma-Aldrich 60-00-4
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich 1239-45-8
Spermidine Sigma-Aldrich 124-20-9
SDS Sigma-Aldrich 151-21-3
Sarkosyl Sigma-Aldrich 137-16-6
PMSF Sigma-Aldrich 329-98-6
Low-melting Agarose Lonza 50100
Polyethylene glycol 8000 Sigma-Aldrich 25322-68-3
IPTG Fisher Scientific 123-91-1
X-Gal Thermo Fisher R0941
Pepton Sigma-Aldrich 91079-38-8
Casaminoséure Fisher Scientific 11307719
Natriumpyruvat Sigma-Aldrich 113-24-6
Di-Kaliumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich 7758-11-4
Magnesiumsulfat Heptahydrat Sigma-Aldrich 10034-99-8
MES-Hydrat Sigma-Aldrich 1266615-59-1
Essigsdure Fisher Scientific 64-19-7
Trizma-Base Sigma-Aldrich 77-86-1
Borséure Sigma-Aldrich 10043-35-3
Kalium-dihydrogenphosphat Sigma-Aldrich TT78-77-0
Diprotin A Enzo Life Science 90614-48-5
Ameisenséure Fisher Scientific 64-18-6
Acetonitril Fisher Scientific 75-05-8
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5.5 Verwendete Geréte
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5.6 Abkiirzungsverzeichnis

5.6 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 5.9: Aminosduren und Abkiirzungen

einbuchstabiges Symbol ‘ Aminoséure dreibuchstabige Abkiirzung
A Alanin Ala
R Arginin Arg
N Asparagin Asn
D Asparaginsiure Asp
B Asparagin oder Asparaginsidure Asx
C Cystein Cys
Q Glutamin Gln
E Glutaminséure Glu
Z Glutamin oder Glutaminsiure Glx
G Glycin Gly
H Histidin His
I Isoleucin Ile
L Leucin Leu
K Lysin Lys
M Methionin Met
F Phenylalanin Phe
P Prolin Pro
S Serin Ser
T Threonin Thr
W Tryptophan Trp
Y Tyrosin Tyr
A\ Valin Val
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5.6 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 5.10: Fachtermini, Teil 1

ABC ATP-binding cassette
ACP Acyl-carrier-protein
antiSMASH antibiotics € secondary metabolite analysis shell
ARTS Antibiotic Resistant Target Seeker
AT Acyltransferase
ATCC American Type Culture Collection
BAC Bacterial artificial chromosome
BGC Biosynthese-Gencluster
bla beta-Lactamase
Cm Chloramphenicol-Acetyltransferase
CBM Carbohydrat-Bindemodul
CDS Coding Sequence
CE Carbohydratesterase
cm centimeter
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DMSO Dimethylsulfoxid
EDTA Ethylendiamin-tetraessigsidure
EMBL European Molecular Biology Laboratory
et al. et alii / und andere
ER Enoylreduktase
ESI Elektrospray-lonisation
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
ESKAPE Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni,
Peudomonas aeruginosa, Enterobacter sp.
EtAc Ethylacetat
EtBr Ethidiumbromid
ETOH Ethanol
FACS Fluoresecence assisted cell sorting
FD fast digest
FL1 Fluoreszenzintensitét
FSC forward scatter
GO Gene onthology
GOI Gene of interest
GH Glykosylhydrolase
GT Glykosyltransferase
IPTG Isopropyl-38-D-thiogalactopyranosid
KAS Ketoacyl-Synthase
Kb

Kilobasen
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5.6 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 5.11: Fachtermini, Teil 2

KBE Kolonie-bildene-Einheiten
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KR Ketoredukatase
KS Ketosynthase
LB Luria-Bertani Medium
LPS Lipopolysaccharide
luxCDABE Gene des Luciferase-Reportersystems
MCS Multiple Cloning Site
Mb Megabasen
MeOH Methanol
MRSA Methenicillin-resistenter Staphylococcus aureus
MS Massenspektrometrie / Massenspektrometer
MSSA Methenicillin-sensitiver Staphylococcus aureus
MT Methyltransferase
NAD Nicotinamide adenine dinucleotide
NCBI National Center for Biotechnology Information
NRPS Nicht-ribosomale Peptidsynthase
OD optische Dichte
ORF Open Reading Frame
OTU Operational Taxonomic Unit
PCR Polymerase Chain Reaction
PEG Polyethylenglykol
PFGE Pulsfeld Gelelektrophorese
PKS Polyketidsynthase
PUFA Polyunsaturated fatty acids
Ripp Ribosomally synthesized and post-translationally modified peptide
rpm rounds per minute
RND Resistance Nodulation Division
RepE Replicationsprotein
RT Raumtemperatur
SDS Sodium Dodecyl Sulfate
SOC Super Optimal Broth
UHPLC Ultra-High Pressure Liquid Chromatography
v/v volume per volume
w/v weight per volume
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-5-D-galactopyranosid
X g Vielfaches der Erdbeschleunigung
YAC Yeast Artificial Chromosome
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