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Zusammenfassung VI

Zusammenfassung

Der Sekunddrmetabolismus dient Mikroorganismen als Adaptionsmechanismus auf sich
dndernde Umweltbedingungen. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass viele
Sekundédrmetabolite im Labor nur in Anwesenheit von bestimmten Signalmolekiilen
gebildet werden, die zur Nachahmung dieser Umweltbedingungen dienen. Ziel dieser Arbeit
war es, einen industriellen Arbeitsablauf zu etablieren, mit dem Modulations-Effekte von
Signalmolekiilen auf den Sekunddrmetabolismus von Actinobakterien detektiert werden
konnen. Basierend auf der Annahme, dass eine taxonomische Diversitdt auch zu einer
chemischen Diversitit der produzierten Sekundérmetabolite fiihrt, sollte eine Methode zur
gezielten Auswahl bakterieller Stimme aus der Sanofi-Stammsammlung etabliert werden.
Der Genom-Abschnitt, der sich zwischen dem 16S-rRNA-Gen (16S rDNA) und dem 23S-
rRNA-Gen befindet, wird als 16S-23S-rDNA internal transcribed spacer Region (ITS)
bezeichnet. Anhand eines Pilotprojektes wurde getestet, ob die Sequenzierung von
Amplifikaten, die das 16S-rRNA-Gen und die ITS-Region umfassen (16S-ITS-
Amplifikate), eine geeignete Methode zur Charakterisierung der bakteriellen Sanofi-
Stammsammlung darstellt. Anhand der 16S-ITS-Sequenzen war eine Stammidentifizierung
auf Genus-Ebene sowie eine Inter- und Intra-Spezies-Differenzierung von Streptomyces-
Stdmmen mit sehr dhnlichen/identischen 16S-rDNA-Sequenzen mdglich. Trotz der erhdhten
Aussagekraft der 16S-ITS-Sequenzen gegeniiber 16S-rDNA-Sequenzen war die
Sequenzabdeckung pro Probe mit dem gewéhlten Versuchsaufbau zu niedrig, um das
Verfahren in dieser Form in einen industriellen Hochdurchsatzprozess einzubinden.

In einem weiteren Projekt wurde ein Kultivierungs- und Screening-Verfahren etabliert, mit
dem der Einfluss von 18 Signalmolekiilen auf die Bioaktivitit von 70 Actinobakterien
untersucht wurde. Jeweils drei Stimme hatten bei Anwesenheit der Signalmolekiile N-
Acetyl-D-glucosamin (GIcNAc) bzw. Tetracyclin im Kultivierungsmedium eine erhdhte
wachstumshemmende Wirkung auf Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurde GlcNAc in einem industriellen Arbeitsablauf eingesetzt, um
bioaktive Sekunddrmetabolite in Actinobakterien zu identifizieren, deren Produktion positiv
durch GlcNAc beeinflusst wird. Unter 200 Staimmen wurden 22 Stamme identifiziert, deren
Kulturextrakte unter GlcNAc-Zugabe eine verstirkte antibakterielle Aktivitdt hatten. Bei
jeweils einem Stamm konnte die erhohte Bioaktivitit in Anwesenheit von GIcNAc auf eine
gesteigerte Produktion von Oxytetracyclin bzw. Viridogrisein I zuriickgefiihrt werden.
Zudem konnte gehéuft eine Induktion von Siderophoren beobachtet werden. Im Falle eines
Stammes wurde gezeigt, dass GIcNAc gegeniiber Eisen ein untergeordneter Stimulus fiir die

Desferrioxamin- und Oxytetracyclin-Biosynthese darstellt.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Sekundirmetaboliten fiir den produzierenden

Organismus und Nutzung durch den Menschen

Sekundirmetabolite sind Naturstoffe, die von Pflanzen, Bakterien und Pilzen produziert
werden. Im  Gegensatz zu Verbindungen des Primdrmetabolismus haben
Sekundidrmetabolite keine essentielle Funktion fiir das vegetative Wachstum und die
Vermehrung der Organismen. Vielmehr vermitteln sie dem Produzenten nur unter
bestimmten Umweltbedingungen einen Uberlebensvorteil. Zu den bekannten natiirlichen
Funktionen bakterieller Sekundidrmetabolite zdhlen unter anderem die Abwehr anderer
Organismen (z. B. Pilze, Bakterien, Amdben), die Mobilisierung von Mikro-Nahrstoffen
und die Wirkung als Signalmolekiile fiir die Intra- oder Interspezies-Kommunikation
(Demain & Fang, 2000; O’Brien & Wright, 2011; Takano, 2006; Xu et al., 2010).

Sekundédrmetabolite sind eine wertvolle Ressource flir Herbizide, antifungale und
antihelmintische Substanzen, Antitumor-Medikamente und Immunosuppressiva (Barka et
al., 2016). Einen besonders hohen Stellenwert haben Sekundarmetabolite fiir den Einsatz als
Antibiotika. Die meisten in der Klinik eingesetzten Antibiotika sind Sekundédrmetabolite
oder semi-synthetische Derivate von Sekundirmetaboliten (de Lima Procopio et al., 2012).
Der Begriff ,,Antibiotika® ist in der Literatur nicht einheitlich definiert. In dieser Arbeit
werden unter dem Begriff ,,Antibiotika* kleine Molekiile zusammengefasst, die selektiv das

Wachstum von Bakterien inhibieren (Walsh & Wencewicz, 2016).

1.2 Hoher Bedarf nach neuen Antibiotika

Mit der Markteinfilhrung eines Antibiotikums geht immer auch die Verbreitung von
Resistenzen einher (Ferndndez & Hancock, 2012). Urspriinglich sensitive Bakterien konnen
durch DNA-Mutationen oder durch Aufnahme genetischen Materials anderer Bakterien
Resistenzen erwerben (van Hoek et al., 2011). Die Verbreitung von Resistenzen ist ein
natiirliches Phdnomen, wird jedoch durch falsche und iiberméfBige Nutzung von Antibiotika
beschleunigt. Bekannte Resistenzmechanismen beruhen auf einem gesteigerten Efflux der
Antibiotika, einer reduzierten Permeabilitdt der Zellhiille, Verdnderungen von Targets und

enzymatischen Modifikationen der Antibiotika (Anaya-Lopez et al., 2013; Blair et al., 2015;
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Fernandez & Hancock, 2012; World Health Organization (WHO), 2017). Mittlerweile
besteht das Problem, dass einige bakterielle Infektionen nicht mehr mit den verfiigbaren
Antibiotika therapierbar sind (World Health Organization (WHO), 2017). Immer hiufiger
miissen Antibiotika eingesetzt werden, die zuvor aufgrund ihrer hohen Toxizitdt nicht
verwendet wurden (z. B. Colistin) (Richter & Hergenrother, 2018).

Die WHO verdffentlichte 2017 eine Liste von Pathogenen, gegen die dringend neue,
resistenzbrechende Antibiotika bendtigt werden. In die Kategorie ,kritische Prioritét™
wurden die Gram-negativen Bakterien Acinetobacter baumanii (Carbapenem-resistent),
Pseudomonas aeruginosa (Carbapenem-resistent) und Enterobacteriaceae (resistent gegen
Carbapeneme und Cephalosporine der 3. Generation) eingeordnet. ,,Hohe Prioritdt*” sollte
laut WHO unter anderem die Entwicklung von Antibiotika gegen Enterococcus faecium
(Vancomycin-resistent) und Staphylococcus aureus (Vancomycin-resistent, Methicillin-
resistent) haben. Herausgestellt wurde auch der dringende Bedarf neuer Antibiotika fiir die

Behandlung von Infektionen mit Mycobacterium tuberculosis.

1.3 Actinobakterien als Quelle fiir Sekundirmetabolite

Antibiotika unterscheiden sich hdufig beziiglich zweier physikochemischer Parameter von
vielen anderen Medikamenten. Der erste Parameter ist das Molekulargewicht, der zweite die
Lipophilie. Die meisten Antibiotika und insbesondere solche mit ausschlieBlich anti-Gram-
positiver Aktivitdt, haben ein hoheres Molekulargewicht (bis zu 2000 Da) als andere
Medikamente. Aufgrund der limitierten Porengréf3e von Porinen, die fiir den Transport von
Antibiotika tiber die d&uere Zellmembran Gram-negativer Bakterien benotigt werden, ist das
Molekulargewicht anti-Gram-negativ aktiver Antibiotika meist auf maximal 600 Da
begrenzt (O'Shea & Moser, 2008; Richter & Hergenrother, 2018).

Die Polaritit von Antibiotika ist durchschnittlich hoher als die Polaritdt anderer
Medikamente. Wéhrend die Polaritidt von Antibiotika mit ausschlielich anti-Gram-positiver
Aktivitdt nur leicht erhoht ist, weisen anti-Gram-negativ aktive Antibiotika in den meisten
Fillen eine deutlich hohere Polaritit auf. Viele synthetische Substanzbibliotheken enthalten
vorwiegend Substanzen mit hoher Lipohilie und sind somit nur bedingt fiir die Suche nach
neuen Antibiotika geeignet. Sekunddrmetabolite sind als Quelle fiir Antibiotika
insbesondere deshalb interessant, weil sie strukturell divers sind und hiufig eine hohe Dichte

polarer funktioneller Gruppen aufweisen (O'Shea & Moser, 2008).
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Ein grof3er Teil der bisher bekannten Sekunddrmetabolite wurde aus Vertretern des Phylums
Actinobacteria (Actinobakterien) isoliert. Innerhalb des Phylums Actinobacteria sind
insbesondere Vertreter der Ordnung Actinomycetales fiir die Sekundirmetabolit-
Biosynthese bekannt (Berdy, 2012). Viele der aus Actinobakterien isolierten
Sekundarmetabolite sind bioaktiv und somit interessant fiir Anwendungen in der Medizin
und Landwirtschaft. Klinisch eingesetzte Antibiotikaklassen sind unter anderem
Aminoglycoside, B-Lactame, Glycopeptide, Tetracycline und Streptogramine (Barka et al.,
2016).

Actinobakterien wurden bereits intensiv im Hinblick auf ihren Sekundirmetabolismus
untersucht (Baltz, 2007). Trotzdem besteht die gingige Meinung, dass deren Potential,
unbekannte Sekundirmetabolite zu produzieren, noch nicht vollumfassend ausgeschopft ist.
Genomanalysen zeigen, dass die Anzahl bioinformatisch vorhergesagter Sekundarmetabolit-
Biosynthese-Cluster in vielen Actinobakterien die Anzahl bisher isolierter
Sekundédrmetabolite deutlich {ibersteigt (Hertweck, 2009; Nett ez al., 2009; Pettit, 2011). Auf
Basis bioinformatischer Analysen wurde beispielsweise vorhergesagt, dass die Genome von
Streptomyces avermitilis ATCC31267 und Streptomyces griseus IFO13350 jeweils mehr als
30 Sekundérmetabolit-Biosynthese-Cluster umfassen. Bisher ist jedoch flir S. avermitilis nur
das Produkt von sechszehn und fiir S. griseus das Produkt von neun der bioinformatisch
vorhergesagten Sekundérmetabolit-Biosynthese-Cluster bekannt (Ikeda ef al., 2013; Nett et
al., 2009).

Man geht davon aus, dass die Diskrepanz zwischen der Anzahl bekannter und vorhergesagter
Sekundirmetabolite insbesondere damit zu erkldren ist, dass die Expression der
Biosynthese-Gene nur unter bestimmten Umweltbedingungen aktiviert bzw. verstirkt wird
(Ochi & Hosaka, 2013; Scherlach & Hertweck, 2009). Die Herausforderung besteht somit
darin, diese Umweltbedingungen zu identifizieren und im Labor nachzustellen.
Erkenntnisse zu Mechanismen der Biosynthese-Regulation bekannter Sekundarmetabolite
konnen Anhaltspunkte dafiir sein, welche Kultivierungsbedingungen entscheidend sind, um

die Biosynthese bisher unbekannter Sekundidrmetabolite anzuregen.
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1.4 Regulation der Sekundirmetabolit-Biosynthese in

Actinobakterien

1.4.1 Zusammenhang zwischen der Verfiigharkeit von Nihrstoffen, morphologischer

Entwicklung und Sekundirmetabolit-Biosynthese

Viele Vertreter des Phylums Actinobacteria durchlaufen einen komplexen Lebenszyklus,
der fiir den Genus Streptomyces am besten untersucht ist. Bei Vorliegen guter
Wachstumsbedingungen keimt eine Spore und bildet einen oder zwei Keimschlduche aus,
die sich zu Hyphen entwickeln. Die Hyphen wachsen durch tip extension und verzweigen
zu einem Substrat-Mycel. Verschlechtern sich die Wachstumsbedingungen deutlich, wird
das Substrat-Mycel degradiert und die Bestandteile werden zum Aufbau eines Luft-Mycels
verwendet (Flardh & Buttner, 2009; McGregor, 1954; Mendez et al., 1985). Die Hyphen
differenzieren zu einer Kette aus Pre-Sporen-Kompartimenten, die schlieBlich zu
Sporen differenzieren (Flirdh & Buttner, 2009; McGregor, 1954).

Auf festem Medium setzt die Sekundérmetabolit-Produktion hdufig parallel mit der Bildung
von Luft-Mycel ein. Beides kann als Antwort auf eine Nahrungsknappheit angesehen
werden (Bibb, 2005). In Fliissigkulturen wird kein Luft-Mycel ausgebildet (Mendez et al.,
1985). Die Sekundédrmetabolit-Produktion findet hier meist in der stationdren Phase statt.
(Bibb, 2005).

Ein in Bakterien weit verbreitetes System zur Erkennung und Anpassung an einen
Néhrstoffmangel ist die stringent response Regulation (Atkinson et al., 2011; Cashel &
Gallant, 1969). Die stringent response Regulation wurde bisher am ausfiihrlichsten in E. coli
untersucht. Das Auftreten eines Mangels an Néhrstoffen (z. B. Aminosduren, Fettsduren oder
Eisen) initiiert in E. coli eine erhohte Synthese des Nucleotids Guanosin Tetraphosphat
(ppGpp) (Cashel & Gallant, 1969; Seyfzadeh et al., 1993; Vinella et al., 2005). Priméar wird
durch ppGpp die Transkription an die verdnderten Umweltbedingungen angepasst (Boutte
& Crosson, 2013; Durfee et al., 2008).

In S. coelicolor fiihrt eine erhdhte ppGpp-Synthese zu einer erhohten Transkription von
Genen, die im Zusammenhang mit der stationdren Phase stehen. Hierzu gehoren Gene, die
an der Biosynthese der Sekundirmetabolite Actinorhodin und CDA (calcium dependent
antibiotic) beteiligt sind. Gleichzeitig wurde beobachtet, dass eine erhohte ppGpp-Synthese
in S. coelicolor zu einer verringerten Transkription von solchen Genen fiihrt, die fiir ein

schnelles Wachstum bendtigt werden (Hesketh et al., 2007).
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Auch in anderen Actinobakterien wurde ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines
Nahrstoffmangels und der Sekundidrmetabolit-Biosynthese beschrieben. Die zugrunde
liegenden Mechanismen wurden nur selten aufgeklirt. In den meisten Féllen wird die
Sekundiarmetabolit-Biosynthese reprimiert, wenn eine hohe Konzentration an Phosphat, eine
bevorzugte Stickstoffquelle (z. B. Ammonium) oder eine schnell metabolisierbare
Kohlenstoffquelle (insbesondere Glucose) vorliegt. Nitrat hat hingegen hiufig einen
positiven Einfluss auf die Sekunddrmetabolit-Biosynthese (Masuma et al., 1986; Mclntyre
et al., 1996; Muller er al., 1984; Sanchez et al., 2010; Shao et al., 2015; Wohlleben et al.,
2017). Weiterhin kann auch die Versorgung mit Eisen einen regulatorischen Einfluss auf die
Sekundarmetabolit-Biosynthese von Actinobakterien ausiiben. So wird beispielsweise die
Biosynthese von Siderophoren durch die freie Eisenkonzentration im Cytoplasma reguliert
(Flores & Martin, 2004). Siderophore sind Eisen-chelatierende Sekundirmetabolite, die
dazu beitragen, die Eisenversorgung von Bakterien sicherzustellen. Eisen wird in Bakterien
fiir viele metabolische Prozesse benétigt (z. B. Citratzyklus, Elektronentransportkette)
(Messenger & Barclay, 1983). In der Umwelt liegt Eisen hdufig in Form von unléslichen
Fe(IlI)-Oxyhydroxiden vor. Um Fe*" aus den Fe(IlI)-Oxyhydroxiden aufzunehmen,
exkretieren viele Bakterien Siderophore, die Fe** aus den Fe(IlI)-Oxyhydroxiden
komplexieren kdénnen. Die Siderophor-Fe**-Komplexe werden meist in das Cytoplasma
aufgenommen. Dort wird das Fe*" zu Fe** reduziert und ist metabolisch verfiigbar (Saha et
al., 2016; Saha et al., 2013). Die ungeregelte Biosynthese von Siderophoren wiirde zu einer
unkontrollierten Aufnahme von Eisen in das Cytoplasma fiihren. Da eine hohe
cytoplasmatische Eisen-Konzentration zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) fiihren kann (Repine et al., 1981), muss die Biosynthese von Siderophoren reguliert
werden. In Gram-positiven Bakterien mit hohem GC-Gehalt sind Transkriptions-
Regulatoren der DtxR-Familie (diphtheria toxin regulatory protein) hauptverantwortlich fiir
die Regulation des Eisenhaushalts (Cheng et al., 2018; Flores & Martin, 2004; Tao et al.,
1994). Der DtxR-Regulator DmdR1 (divalent metal-dependent regulatory protein) reguliert
beispielsweise die Biosynthese von Desferrioxamin-Siderophoren in S. coelicolor. DmdR1
bindet in Anwesenheit von Fe?" als Repressor an den Promotor des Desferrioxamin-
Biosynthese-Clusters und inhibiert damit die Siderophor-Biosynthese bei ausreichender

Eisenversorgung (Flores & Martin, 2004; Tunca et al., 2007).
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1.4.2 Regulation der Sekundirmetabolit-Biosynthese durch Transkriptions-

Regulatoren

Auf molekularer Ebene findet die Regulation der Sekundirmetabolit-Biosynthese haufig
durch Transkriptions-Regulatoren statt. Jene Transkriptions-Regulatoren werden in Cluster-
situierte Regulatoren (CSRs) und globale Regulatoren unterteilt. Gene, die fiir CSRs
kodieren, befinden sich innerhalb eines Sekunddrmetabolit-Biosynthese-Clusters (Liu et al.,
2013). Sind mehrere CSRs in einem Cluster vorhanden, kontrolliert jeder CSR die
Transkription eines Teils der Cluster-Gene oder die einzelnen CSRs sind hierarchisch
organisiert (van der Heul et al., 2018).

Globale Regulatoren werden durch Gene kodiert, die sich auBBerhalb von Sekunddrmetabolit-
Biosynthese-Clustern befinden. Sie haben iiblicherweise ein groBeres Regulon als CSRs
(Scheu et al., 1997). So ist beispielsweise das cyclic AMP receptor protein (CRP) in
S. coelicolor sowohl an der Regulation der Biosynthese mehrerer Sekunddrmetabolite als
auch an der Regulation der morphologischen Entwicklung beteiligt (Derouaux et al., 2004b;
Gao et al., 2012). Globale Regulatoren regulieren oft die Transkription Cluster-situierter
Regulatoren, stehen also hierarchisch iiber CSRs. In einigen Féllen beeinflussen globale
Regulatoren auch direkt die Transkription von Sekundarmetabolit-Biosynthese-Genen (van

der Heul et al., 2018; van Wezel & McDowall, 2011).

1.4.3 Kleine Molekiile als Signale fiir die Sekundirmetabolit-Biosynthese

Signalmolekiile, die unter bestimmten Umweltbedingungen von Mikroorganismen gebildet
werden, konnen die Sekundiarmetabolit-Biosynthese beeinflussen, indem sie als allosterische
Faktoren an Transkriptions-Regulatoren binden, die an der Regulation der
Sekundédrmetabolit-Biosynthese beteiligt sind. Hierdurch wird die Fahigkeit der
Regulatoren, DNA zu binden, moduliert. Je nach Regulator resultiert dies in einer
gesteigerten oder reprimierten Biosynthese von Sekunddrmetaboliten. Bisher ist jedoch nur
fiir wenige Sekundédrmetabolite bekannt, welche Signalmolekiile an der Regulation beteiligt
sind (Rigali et al., 2018; van der Heul et al., 2018). Zu den bekannten Signalmolekiilen
gehoren beispielsweise das cyclische Nucleotid cyclic diguanosine monophosphate (c-di-
GMP) und Glucosamin-6-Phosphat (GIcN-6P), ein Zwischenprodukt des N-Acetyl-D-
glucosamin-Abbauweges.

Fiir einige kleine Molekiile (z. B. Desferrioxamin E) wurde ein positiver Einfluss auf die

Sekundirmetabolit-Biosynthese beschrieben, allerdings ist bisher unklar, auf welchem



Einleitung 7

Mechanismus die Regulation beruht. Zur Vereinfachung werden auch jene Molekiile in

dieser Arbeit als Signalmolekiile bezeichnet.

1.4.3.1 N-Acetyl-D-glucosamin als Signalmolekiil

N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) (Abbildung 1) ist
0 ein Baustein der bakteriellen Zellwand und
H?I;m‘ Bestandteil von Chitin, einem Polymer, das im
0 Exoskelett von Krebstieren und Insekten und in der
NAGS1- Do R (GIEAS) Zellwand von Pilzen vorkommt (Hoell et al., 2010;
Osborn, 1969). Streptomyceten kénnen GIcNAc als
:ﬂi’g‘:::;gin.l: Struktur: von  N-Acetyl-D- Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nutzen (Swiatek et
al., 2012). In Abhingigkeit zum verwendeten
Medium hat GlcNAc einen positiven oder negativen Einfluss auf die Sekundidrmetabolit-
Biosynthese von S. coelicolor. In Minimalmedium stimuliert GlcNAc die Produktion von
Actinorhodin und Undecylprodigiosin sowie die Sporulation von S. coelicolor. Hingegen
fiihrt die Zugabe von GlcNAc in nihrstoffreiches R2YE-Medium zu einer fehlenden
morphologischen Entwicklung und der Unterdriickung der Actinorhodin- und
Undecylprodigiosin-Biosynthese (Rigali et al., 2008).
Der positive Einfluss von GlcNAc auf die Sekundiarmetabolit-Biosynthese von S. coelicolor
bei Wachstum in Minimalmedium steht im Zusammenhang mit der Regulation durch DasR.
DasR (defect in aerial hyphae and spore formation regulator) ist ein globaler
Transkriptionsregulator, der in S. coelicolor an der Regulation vieler Sekundidrmetabolit-
Biosynthesecluster beteiligt ist (Rigali et al., 2008). Zum Regulon von DasR gehoren
weiterhin Gene, die am Metabolismus und Transport von GIcNAc sowie am Abbau von
Chitin beteiligt sind (Colson et al., 2007; Joris et al., 2004). In den meisten Fillen bindet
DasR an Promotorregionen mit der Consensus-Bindestelle wdre
(A(G/C)TGGTCTAGACCA(G/C)T). Neben dre-Bindestellen erkennt DasR jedoch auch
nicht-kanonische Bindestellen (Colson et al., 2007; Rigali et al., 2008; Swiatek-Polatynska
etal., 2015).
Kanonische DasR-Bindestellen befinden sich in S. coelicolor beispielsweise in der
Promotor-Region von actll-4 und redZ. Actll-4 und RedZ sind Cluster-situierte Aktivatoren
der Actinorhodin- bzw. Undecylprodigiosin-Biosynthese (Abbildung 2). Ist kein GlcNAc

anwesend, bindet DasR an die Promotoren von actll-4 und redZ und reprimiert deren

Transkription. Dies hemmt die Actinorhodin- und Undecylprodigiosin-Biosynthese. Die
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Situation verdndert sich, wenn GlcNAc vorhanden ist. GlcNAc wird in S. coelicolor liber das
Phosphoenolpyruvat-abhéngige  Phosphotransferase-System (PTS) in die Zelle
aufgenommen und hierbei zu N-Acetylglucosamin-6-Phosphat (GlcNAc-6P) umgewandelt
(Abbildung 2). GlcNAc-6P wird im néchsten Schritt deacetyliert und so zu Glucosamin-6-
Phosphat (GlcN-6P) umgesetzt. GIcN-6P kann entweder fiir die Zellwandsynthese genutzt
werden oder zu Fructose-6-Phosphat umgesetzt werden und in die Glykolyse einflieBen
(Swiatek et al., 2012). GIcN-6P ist ein allosterischer Faktor von DasR. Bindet GlcN-6P an
DasR, fiihrt dies zu einer Authebung der Bindung von DasR an die Promotor-DNA. Somit
konnen die Aktivator-Gene actll-4 und redZ transkribiert werden und die Biosynthese von
Actinorhodin und Undecylprodigiosin steigt. Eine neuere Studie zeigte, dass neben
GlcN-6P auch GIcNAc-6P ein allosterischer Faktor von DasR ist (Tenconi et al., 2015).
Der Einfluss von GlcNAc auf die Sekundirmetabolit-Biosynthese ist nicht auf
Streptomyces spp. beschrankt. Ein Effekt durch GlcNAc wurde bereits fiir einzelne Stimme
aus den Gattungen Saccharopolyspora, Rhodococcus und Actinokineospora gezeigt.
GlcNAc kann sowohl einen positiven als auch einen negativen FEinfluss auf die
Sekundédrmetabolit-Biosynthese haben. Das Spektrum beeinflusster Sekundérmetabolite
umfasst Antibiotika, Pigmente und Siderophore (Dashti et al., 2017; Liao et al., 2014; Liao
et al.,2015; Rigali et al., 2008).

Auch wenn die allosterischen Faktoren von DasR (GlcN-6P und GlcNAc-6P) erst durch den
Abbau von GlcNAc gebildet werden, wird GlcNAc in dieser Arbeit vereinfachend als

Signalmolekiil bezeichnet, da es in dieser Form zu Kultivierungsansitzen zugegeben wurde.
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Abbildung 2: Einfluss von GlecNAc auf die Sekundirmetabolit-Biosynthese in S. coelicolor. (A): Abbau von GlcNAc
in S. coelicolor (nach einem Modell von Swigtek ez al. (2012)). GlcNAc akkumuliert auerhalb der Zellen, wenn Substrat-
Mycel autolytisch abgebaut wird, um die Néhrstoffe fiir den Aufbau von Luft-Mycel bereitzustellen (van der Aart et al.,
2018). Eine weitere Quelle fiir GlcNAc ist Chitin. Chitin wird aulerhalb der Zelle vorwiegend zum Disaccharid abgebaut
und in dieser Form iiber den ABC-Zuckertransporter DasABC in die Zelle transportiert. Neben DasABC existieren
wahrscheinlich weitere (GlcNAc)z-Transporter (Saito et al., 2008). In der Zelle erfolgt der Abbau von (GlcNAc) zu
GlcNAc-6-Phosphat (GlcNAc-6P). Monomeres GlcNAc aus der bakteriellen Zellwand wird iiber ein Phosphotransferase-
System (PTS) in die Zelle transportiert. Das PTS-System koppelt den Transport von GlcNAc iiber die Zellmembran mit
der Phosphorylierung von GlcNAc. Die GlcNAc-6P-Deacetylase NagA katalysiert die Umsetzung von GlcNAc-6P zu
Glucosamin-6-Phosphat (GIcN-6P) und Acetat. GlcN-6P kann entweder in die Zellwandsynthese einflieBen oder wird
durch die GlcN-6P-Deaminase NagB unter Ammoniakbildung zu Fructose-6-Phosphat (Fructose-6P) umgesetzt und geht
in die Glykolyse ein (Swigtek er al., 2012). GlcN-1P: Glucosamin-1-Phosphat (B): In Abwesenheit von GlcNAc bindet
DasR als Repressor an die Promotorregionen von actll-4 und redZ und reprimiert dadurch die Transkription dieser Gene.
actll-4 und redZ kodieren fiir Cluster-situierte Aktivatoren fiir die Actinorhodin- bzw. Undecylprodigiosin-Biosynthese.
Ist GlcNAc vorhanden, wird als Abbau-Zwischenprodukt GlcN-6P gebildet. GIcN-6P ist ein allosterischer Faktor des DasR-
Regulators. Durch Bindung von GlcN-6P an DasR wird die DasR-Promotor-Bindung aufgehoben. Die Regulator-Gene
actll-4 und redZ konnen transkribiert werden. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Biosynthese von Actinorhodin und
Undecylprodigiosin (Rigali et al., 2008). Neuere Studien zeigen, dass neben GlcN-6P auch GlcNAc-6P als allosterischer
Faktor des DasR-Regulators fungiert (Tenconi et al., 2015).
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1.4.3.2 Cyclische Nucleotide als Signalmolekiile

Cyclische Nucleotide sind

© 0
O%'FL'D o Rz Signalmolekiile, die in allen

2 0 /
O.8.07 4 Ri HO O Dominen des Lebens verbreitet sind.
\—K_? fO OH In Bakterien sind die cyclischen
0] P=0 . .
O OH R2 O He Nucleotide cAMP, cGMP, c-di-
cAMP cdi-GMP AMP, c¢-di-GMP und c¢-GAMP

Abbildung 3: Struktur von cyclic adenosine monophosphate  (cyclic  AMP-GMP) bekannt. Die
(cAMP) und cyclic diguanosine monophosphate (c-di-GMP). Ri:

Adenin; R2: Guanin. Gezeichnet nach Gomelsky (2011). Konzentration der cyclischen
Nucleotide im Zellplasma wird durch Enzyme bestimmt, die die Signalmolekiile
synthetisieren (Cyclasen) und durch solche, die sie abbauen (Hydrolasen). Signale aus der
Umwelt konnen entweder direkt durch jene Enzyme detektiert werden und deren Aktivitét
verdndern oder die Detektion erfolgt durch spezielle Sensor-Proteine, die das Signal an die
Cyclasen und Hydrolasen weitergeben. Liegt ein cyclisches Nucleotid in hoher
Konzentration vor, bindet es an mRNA-Elemente, die regulierend auf die
Transkription/Translation wirken (riboswitches) oder an Rezeptor-Proteine. Die Bindung
eines cyclischen Nucleotids an ein Rezeptor-Protein kann zum Beispiel die Aktivitdt des
Proteins verdndern (Griindling & Lee, 2016). Cyclische Nucleotide regulieren in Bakterien
diverse Prozesse (z. B. Biofilmbildung, Bewegung, Virulenz) (Hengge et al., 2016). Studien
deuten darauf hin, dass cyclische Nucleotide in Actinobakterien unter anderem an der
Regulation des Sekundirmetabolismus beteiligt sind (Gao et al., 2012).

Das cyclic AMP receptor protein (CRP) ist in S. coelicolor ein globaler Regulator, der unter
anderem die Sporen-Keimung und die Biosynthese von Sekundidrmetaboliten reguliert
(Derouaux et al., 2004b; Gao et al., 2012). Das cyclische Nucleotid cAMP (Abbildung 3)
geht eine Bindung mit CRP ein (Derovaux er al., 2004a) und dient vermutlich zur
Aktivierung von CRP (Gao et al, 2012). In S. coelicolor befinden sich in acht
Sekundédrmetabolit-Biosynthese-Clustern CRP-Bindestellen. Hiufig aktiviert CRP die
Transkription von Cluster-situierten Aktivatoren oder Sekunddrmetabolit-Biosynthese-
Genen, in wenigen Fillen hat CRP einen reprimierenden Einfluss auf die Transkription von
Biosynthese-Genen (Chng et al., 2008; Gao et al., 2012; Schumacher et al., 2017).

Der globale Regulator BldD ist in S. coelicolor und Streptomyces venezuelae als Regulator
der morphologischen Entwicklung bekannt (den Hengst er al., 2010; Elliot et al., 2001;
Schumacher et al., 2017). In Saccharopolyspora erythraea reguliert BldD die
morphologische Entwicklung und die Biosynthese des Antibiotikums Erythromycin. BldD
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bindet in S. erythraea als Transkriptions-Aktivator an fiinf Promotoren im Erythromycin-
Biosynthese-Cluster und beeinflusst dadurch die Produktion von Erythromycin positiv
(Chng et al., 2008). Experimente mit BldD-Homologen aus S. coelicolor und S. venezuelae
zeigen, dass BldD ein Rezeptor-Protein von c-di-GMP ist (Tschowri et al., 2014). Die
Wechselwirkung zwischen BldD und c-di-GMP (Abbildung 3) ist notwendig, um eine
effektive Bindung von BldD an DNA zu erméglichen. Die Aminosduren, die mit c-di-GMP
interagieren, sind in BldD-Homologen der Ordnung Actinomycetales stark konserviert

(Schumacher et al., 2017; Tschowri et al., 2014).

1.4.3.3 Einfluss von Desferrioxaminen

Die Zugabe des Siderophors Desferrioxamin E in das Wachstumsmedium von Streptomyces
tanashiensis stimuliert das Wachstum und die morphologische Entwicklung von
S. tanashiensis sowie die Produktion von Substanzen, die wachstumshemmend auf Bacillus
subtilis wirken. Fiir Desferrioxamin B wurden dieselben Effekte, jedoch in abgeschwéchter
Form, detektiert (Yamanaka et al., 2005). Der Mechanismus der Wirkung von
Desferrioxamin E/B auf den Sekundérmetabolismus und die morphologische Entwicklung

wurde nicht untersucht.

1.4.3.4 Antibiotika und y-Butyrolactone als Signalmolekiile

v-Butyrolactone (GBL) sind Signalmolekiile, die in

OH
0O Actinobakterien an der Regulation der Antibiotika-
0 O Biosynthese beteiligt sind. In einigen Fillen regulieren sie
Rk zusitzlich die morphologische Entwicklung. GBL binden

Abbildung 4: Struktur des A-Faktors als Liganden an Transkriptions-Regulatoren (meist
%;:Jl—oB(l;toyorg)l,a cton): Gezeichnet nach Repressoren) und inhibieren dadurch deren Bindung an

Promotorregionen. Sie wurden bisher hauptsichlich aus
Streptomyces spp. isoliert, sind jedoch auch in anderen Actinobakterien bekannt (Choi et al.,
2003; Takano, 2006). Bisher sind 14 verschiedene GBL im Genus Streptomyces
beschrieben. Sie unterscheiden sich hinsichtlich der Lange der Fettsdure-Seitenkette und der
Stereochemie (Willey & Gaskell, 2011). Spezifische GBL konnen auch iiber Spezies-
Grenzen hinweg produziert (Zou et al., 2014) und somit theoretisch auch Spezies-

iibergreifend wahrgenommen werden. Am besten untersucht ist der A-Faktor (Abbildung 4),

ein GBL aus Streptomyces griseus. Wird der A-Faktor synthetisiert, akkumuliert dieser und
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bindet als Ligand an den Transkriptionsregulator ArpA. Dies hebt die Bindung von ArpA an
den Promotor von adpA auf und ermdglicht die Transkription von adpA. AdpA ist ein
globaler Trankriptions-Aktivator von Genen, die fiir den Sekunddrmetabolismus und die
morphologische Entwicklung bendtigt werden. Beispielsweise aktiviert AdpA die
Transkription von strR, einem Cluster-situierten Aktivatorgen im Streptomycin-

Biosynthesecluster (Ohnishi ez al., 2005).

In den meisten natiirlichen Okosystemen ist die Antibiotika-Konzentration sehr niedrig
(Martinez, 2009). In Streptomyceten gibt es Hinweise, dass Antibiotika in sub-MIC-
Konzentrationen als Signalmolekiile fiir die Sekundidrmetabolit-Biosynthese fungieren
konnen. In den Genomen zahlreicher Streptomyces spp. wurden Pseudo-y-Butyrolacton-
Rezeptoren identifiziert. Pseudo-y-Butyrolacton-Rezeptoren sind homolog zu -
Butyrolacton-Rezeptoren. Sie unterscheiden sich jedoch dahingehend von y-Butyrolacton-
Rezeptoren, dass sie keine y-Butyrolactone als Liganden binden. Zu den bekannten Liganden
von Pseudo-y-Butyrolacton-Rezeptoren gehdren Antibiotika (z. B. Aminoglycoside und
Jadomycin B) sowie die Sekundirmetabolite Actinorhodin und Undecylprodigiosin (Jianya
etal.,2016; Wang et al., 2014; Xu et al., 2010).

In S. coelicolor wurde beispielsweise der Pseudo-y-Butyrolacton-Rezeptor ScbR2
identifiziert. ScbR2 reguliert unter anderem die Expression von redD. RedD hat eine
Funktion als Cluster-situierter Aktivator der Undecylprodigiosin-Biosynthese. Ohne Zugabe
des Antibiotikums Jadomycin B bindet ScbR2 an die Promotorregion von redD, reprimiert
dadurch die Synthese des Aktivators RedD und folglich die Biosynthese von
Undecylprodigiosin. Jadomycin B bindet als allosterischer Effektor an ScbR2 und bewirkt
damit die Auflosung der repressorischen Bindung von ScbR2 an den redD-Promotor. Dies
fiilhrt zu einer verstarkten Transkription des Aktivators RedD und geht mit einer erh6hten

Undecylprodigiosin-Produktion einher (Wang et al., 2014).

1.5 Einsatz von Signalmolekiilen zur Steigerung der Expression von

Sekundirmetabolit-Biosyntheseclustern

Durch das Bekanntwerden von Signalmolekiilen, die an der Regulation der Biosynthese von
Sekundarmetaboliten beteiligt sind, ergeben sich Moglichkeiten fiir die Modulation der

Expression stiller oder schwach exprimierter Gencluster. So kann getestet werden, ob die
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Zugabe eines Signalmolekiils zum Kultivierungsmedium zu einer gesteigerten Produktion
eines Sekundidrmetabolits fiihrt.

Gerade bei bioaktivitdtsbasierten Screening-Ansédtzen kann eine solche Produktions-
Steigerung im Idealfall zu der Identifizierung eines bisher unbekannten bioaktiven
Sekundarmetabolits flihren. Wird die Expression eines normalerweise nur schwach
exprimierten Sekundédrmetabolit-Biosynthese-Clusters erhoht, steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass das Sekundirmetabolit in ausreichend hoher Konzentration im
Kulturextrakt vorliegt, um eine Aktivitit im Bioaktivitéts-Test zu verursachen.

Auch eine Steigerung der Produktion bereits bekannter Sekundarmetabolite ist wertvoll, da
hiermit ein Beitrag zum besseren Verstindnis der komplexen Regulationsmechanismen der
Sekundédrmetabolit-Biosynthese geleistet wird.

Fir viele Signalmolekiile ist bisher jedoch noch unklar, wunter welchen
Kultivierungsbedingungen die Zugabe des Signalmolekiils zum Medium einen positiven
Einfluss auf die Sekunddrmetabolit-Produktion hat. Das Beispiel GlcNAc zeigt, dass die
Wirkung eines Signalmolekiils beispielsweise stark medienabhidngig sein kann (Rigali et al.,
2008). Im Falle aller Signalmolekiile ist bisher weitestgehend unerforscht, wie weit
verbreitet deren regulatorischer Einfluss auf die Sekunddrmetabolit-Produktion innerhalb
des Phylums Actinobacteria ist. Zu kléaren bleibt auch, wie grof3 die Vielfalt der durch die

Signalmolekiile regulierten Sekundérmetabolite ist.

1.6 Charakterisierung von Bakterien einer industriellen

Stammsammlung

Die Sanofi-Stammsammlung umfasst etwa 84.000 Bakterien. Die taxonomische Einordnung
der Bakterien erfolgte in der Vergangenheit weitestgehend anhand von morphologischen
und/oder biochemischen Kriterien. Aufgrund des bekannten Potentials fiir die
Naturstoffbiosynthese gehort ein groBer Anteil der Stammsammlung zum Phylum
Actinobacteria. Eine Morphologie-basierende Stammcharakterisierung bedarf viel
Erfahrung und ermdoglicht keine Unterscheidung nah verwandter Stimme (Li ef al., 2009).
Mittlerweile existieren molekularbiologische ~Methoden, die eine detaillierte
Charakterisierung der Stammsammlung vereinfachen konnten. Der Einsatz
molekularbiologischer Methoden konnte beispielsweise die Genus-/Spezies-Zuordnung

aller bisher nur grob eingeordneten Bakterien oder die Detektion von Stammduplikaten
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ermoglichen. Eine prédzise Charakterisierung der Stdmme erhoht den Wert einer
Stammsammlung, da so eine gezieltere Stammauswahl fiir Experimente getroffen werden
kann. Ist es beispielsweise das Ziel eines Projektes, Sekundidrmetabolite zu identifizieren,
deren Biosynthese durch das Signalmolekiil GlcNAc beeinflusst wird, konnten gezielt
Genera fiir das Projekt ausgewihlt werden, in deren Genomen der Regulator DasR
konserviert vorliegt. Das Wissen iiber das Vorhandensein von Stammduplikaten verhindert,
dass identische Stimme mehrmals in Experimenten eingesetzt und somit unnétig
Ressourcen verbraucht werden.

Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur Differenzierung von Bakterien. Viele
dieser Methoden scheiden jedoch aufgrund ihres hohen Zeit-, Arbeits- und Kostenaufwands
fiir die Charakterisierung einer grof3en Anzahl an Stimmen aus. Hierzu gehdren Methoden
wie Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE), restriction fragment length polymorphism (RFLP)
und multilocus sequence typing (MLST) (Li et al., 2009). Methoden, die sich fiir die
Charakterisierung einer groferen Zahl von Bakterien eignen, beruhen heute meist auf der

Erstellung von DNA-Mustern oder der Sequenzierung einzelner DNA-Abschnitte.

1.6.1 Repetitive sequencing-based PCR (REP-PCR)

Eine Methode, die auf der Detektion von DNA-Mustern beruht, ist repetitive sequencing-
based PCR (REP-PCR). Bei diesem Verfahren wird das Vorkommen repetitiver DNA-
Sequenzen auf dem bakteriellen Genom ausgenutzt. Die in der PCR eingesetzten Primer
binden an die repetitiven DNA-Sequenzen und ermdglichen so eine Amplifikation der inter-
repetitiven Bereiche. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Amplifikate konnen die
Bandenmuster fiir einen Stammvergleich herangezogen werden. Repetitive Elemente, die
héufig fiir die REP-PCR genutzt werden, sind die 35-40 bp repetitive extragenic palindromic
(REP) Sequenzen, die 124-127 bp enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)
Sequenzen und die 154 bp BOX-Elemente (Hulton et al., 1991; Koeuth et al., 1995; Li et
al., 2009; Stern et al., 1984).

REP-PCR wurde unter anderem bereits flir die Subspezies-Differenzierung von Listeria
monocytogenes, Clostridium difficile und Bifidobacterium spp. eingesetzt (Chou & Wang,
20006; Jarocki et al., 2016; Northey et al., 2005). Lanoot et al. (2004) nutzten REP-PCR mit
BOX-Primern, um Typstdmme des Genus Streptomyces zu differenzieren. 350 der 473
getesteten Typstdmme hatten ein einzigartiges Bandenmuster. Es konnte eine gute
Korrelation zwischen den Daten von REP-PCRs- und DNA-DNA-Hybridisierungen gezeigt

werden.
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REP-PCR ist preiswert, wenig zeitaufwéndig und aufgrund der Verwendung spezifischer

Primer relativ gut reproduzierbar (Li et al., 2009).

1.6.2 16S-rDNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von 16S-rRNA-Genen (16S rDNA) wird sehr hiufig als genetischer
Marker fiir die phylogenetische Analyse und die Identifikation von Prokaryoten verwendet.
Griinde hierfir sind unter anderem die ubiquitire Verbreitung von 16S rRNA in
prokaryotischen Ribosomen, die funktionelle Konstanz und die Existenz variabler Gen-
Regionen (Janda & Abbott, 2007; Kim & Chun, 2014).

Die Attraktivitdt der 16S-rDNA-Sequenzierung ist zudem auf die Verfiigbarkeit groBer
Datenbanken mit Vergleichssequenzen zuriickzufiihren. Datenbanken wie SILVA oder
EzTaxon ermdglichen die Nutzung qualitédtskontrollierter 16S-rDNA-Vergleichssequenzen
(Chun et al., 2007; Glockner et al., 2017).

16S-rDNA-Sequenzen sind sehr niitzlich fiir die Genus-Zuordnung bakterieller Stimme.
Aufgrund der relativ geringen Variation innerhalb der 16S-rDNA-Sequenzen ermdglichen
diese Sequenzen nicht in jedem Fall eine Identifizierung auf Spezies-Ebene. Dies trifft
beispielsweise auf Stimme der Genera Streptomyces, Vibrio oder Bacillus zu (Hoffmann et

al., 2010; Janda & Abbott, 2007; Kédmpfer, 2012; Labeda et al., 2012).

1.6.3 Analyse von 16S-23S-rDNA internal transcribed spacer Regionen

Das 16S-rRNA-Gen befindet sich in den meisten Bakterien zusammen mit dem 5S- und dem
23S-rRNA-Gen in einem Operon (Abbildung 5). Die Region zwischen dem 16S-rRNA- und
dem 23S-rRNA-Gen, die 16S-23S-rDNA internal transcribed spacer Region, weist oft eine
hohe Interspezies- und Intraspezies-Diversitdt auf (Garcia-Martinez et al., 1999; Gurtler &
Stanisich, 1996). Die 16S-23S-rDNA internal transcribed spacer Region wird im Folgenden
als ITS-Region bezeichnet.

ITS
N N N
16S > 238 > ss>
Y V V

Abbildung 5: Aufbau eines rRNA-Operons. ITS: 16S-23S-rDNA internal transcribed spacer Region; 16S: 16S-rRNA-
Gen; 5S: 5S-rRNA-Gen; 23S: 23S-rRNA-Gen.
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Die Anzahl an rRNA-Operons in einem Genom und somit auch die Anzahl an ITS-Regionen
ist variabel. Es wurde das Vorkommen von 1-15 rRNA-Operons pro Genom beschrieben
(Gurtler & Stanisich, 1996; Stewart & Cavanaugh, 2007).

Auch die GroBe der ITS-Regionen kann in unterschiedlichen Stimmen und sogar innerhalb
eines Genoms variabel sein. In einer Studie, in der die ITS-Regionen von 155
Bakteriengenomen verschiedener Phyla analysiert wurden, lag die durchschnittliche ITS-
Lénge bei 476 bp, die Interoperon-Variation betrug 1-2201 bp (Stewart & Cavanaugh, 2007).
Beispiele flir besonders grofle und kleine ITS-Sequenzen lassen sich in Lactobacillus
salivarius (13 bp) und Saccharophagus degradans (2880 bp) finden (Stewart & Cavanaugh,
2007).

In der ITS-Region befinden sich in vielen Bakterien tRNA-Gene. Die Variation der ITS-
Lénge ldsst sich unter anderem mit dem Vorkommen und dem Typ von tRNA-Genen in
dieser Region erkldren. Die hdufigsten bisher identifizierten tRNA-Gen-Typen sind tRNA-
Alanin, tRNA-Isoleucin und tRNA-Glutamat. Einige Studien deuten darauf hin, dass im
Phylum Actinobacteria keine tRNA-Gene in der ITS-Region vorkommen (Boyer ef al.,
2001; Stewart & Cavanaugh, 2007).

Die Variabilitit hinsichtlich der Anzahl und der Linge der ITS-Regionen kann fiir die
Differenzierung bakterieller Stamme genutzt werden. So kann eine PCR-basierte
Amplifizierung und eine nachfolgende fein-elektrophoretische Auftrennung verwendet
werden, um die Anzahl und die exakte Linge der ITS-Regionen verschiedener Stimme zu
vergleichen. Hoffmann et al. (2010) erreichten mit dieser Technik die Interspezies- und
Intraspezies-Differenzierung von 69 Stimmen der Gattung Vibrio. Hain et al. (1997) nutzten
die Amplifikation von ITS-Regionen fiir die Intraspezies-Differenzierung von Streptomyces-
albidoflavus-Stammen.

Mittels Sequenzierung ist eine Detailanalyse von ITS-Regionen moglich. Leblond-Bourget
et al. (1996) konnten iiber einen Vergleich der ITS-Sequenzen eine Interspezies- und
Intraspezies-Differenzierung von Stimmen des Genus Bifidobacterium zeigen. Hain et al.
(1997) wiesen darauf hin, dass zwei S. albidoflavus-Stimme allein anhand der Amplifikation
von ITS-Regionen und der anschlieBenden fein-elektrophoretischen Auftrennung der
Amplifikate nicht unterscheidbar waren. Erst ein Sequenzvergleich der ITS-Regionen beider

Stimme ermoglichte eine Unterscheidung der Stimme.



Einleitung 17

1.6.4 Kombinierte Sequenzierung von 16S-23S-rDNA internal transcribed spacer

Regionen und 16S-rDNA-Sequenzen

Die Sequenzierung von 16S rDNA ermdglicht die Identifizierung von Bakterien auf Genus-
oder Spezies-Ebene (Janda & Abbott, 2007). ITS-Sequenzen haben haufig eine hohe
Interspezies-/Intraspezies-Diversitidt (Garcia-Martinez et al., 1999) und konnten somit
hilfreich sein, um Stammduplikate innerhalb einer Stammsammlung zu erkennen (vgl.
Abschnitte 1.6.2 und 1.6.3). Da sich beide Methoden in ihrer Aussagekraft ergéinzen, wire
es attraktiv, eine industrielle Stammsammlung durch eine Kombination beider Methoden zu
charakterisieren. Denkbar wire zum Beispiel, die 16S-rDNA-Region und die benachbarte
ITS-Region in einem Stiick zu amplifizieren und zu sequenzieren.

Wenn 16S-ITS-Regionen (16S rDNA und die benachbarte ITS-Region) sequenziert werden
sollen, muss beachtet werden, dass in einem Genom mehrere rRNA-Operons vorliegen
konnen. Wihrend die 16S-rDNA-Regionen verschiedener rRNA-Operons meist nur in
geringem Malle voneinander abweichen, wurden bei ITS-Regionen im Durchschnitt stirkere
Abweichungen beobachtet (Acinas et al., 2004; Stewart & Cavanaugh, 2007). Da eine
Sanger-Sequenzierung ein homogenes template erfordert, konnten 16S-ITS-Regionen mit
dieser Technologie nur nach vorheriger Klonierung der 16S-ITS-Regionen durchgefiihrt
werden.

Next generation Sequenzierungstechnologien ermdglichen hingegen die parallele
Sequenzierung einer groBen Anzahl an DNA-Molekiilen (Schadt et al., 2010) und kénnten
somit auch ohne vorherige Klonierung fiir die Sequenzierung von 16S-ITS-Regionen
genutzt werden. Trotzdem erfiillen viele next generation Sequenzierungstechnologien
aufgrund zu kurzer Leseldngen nicht die Voraussetzungen zur Sequenzierung von 16S-1TS-
Regionen. Eine next generation Sequenzierungstechnologie, die fiir die Sequenzierung von
16S-ITS-Regionen geeignet sein konnte, ist die Pacific Biosciences (PacBio) single-
molecule real-time (SMRT)-Technologie. Diese Technologie ldsst sich den
Sequenzierungstechniken der dritten Generation zuordnen. Es befinden sich zwei
verschiedene Systeme auf dem Markt, die auf dem SMRT-Prinzip beruhen: Das PacBio RS-
II-System und das neuere PacBio Sequel System (Ardui et al., 2018).

Die Sequenzierungsreaktion findet bei einer PacBio-Sequenzierung in einer SMRT Cell
statt. Jede SMRT Cell setzt sich aus 150.000 (RS-II-System) bis 1.000.000 (Sequel-System)
Sequenziereinheiten, den zero-mode waveguides (ZMWs), zusammen (Ardui et al., 2018).
ZMWs sind Hohlrdume, die sich in einem 100 nm diinnen Metallfilm befinden und auf einer

Glasschicht aufliegen. In jeder ZMW ist (im Optimalfall) ein einziges DNA-Polymerase-
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Molekiil auf der Glas-Oberfliche immobilisiert und bindet ein DNA-template-Molekiil.
Weiterhin befinden sich in einer ZMW Nucleotide, die mit jeweils einem von vier
verschiedenen Fluorophoren markiert wurden (Eid et al., 2009; Levene et al., 2003; Schadt
etal.,2010).

Wihrend des Sequenzierungsvorgangs wird die Polymerase von unten mit Laserlicht
bestrahlt. Bindet die Polymerase ein passendes Nucleotid, kann fiir wenige Millisekunden
ein Fluoreszenz-Puls detektiert werden. Obwohl sich eine recht hohe Konzentration an
Nucleotiden in einer ZMW befindet, ist das Hintergrundrauschen gering. Dies ist damit zu
begriinden, dass das Laserlicht nur die untersten 30 nm der ZMW erreicht. Der Durchmesser
einer ZMW ist zu gering, um die ungehinderte Ausbreitung des Lichts zu ermdglichen.
Somit beschriankt sich das Volumen, in dem die Fluoreszenz-markierten Nucleotide
detektiert werden, auf 102! L. Wird ein passendes Nucleotid in den wachsenden DNA-
Strang eingebaut, ist die Verweilzeit dieses Nucleotids im Detektionsvolumen deutlich
langer als die Verweilzeit eines Nucleotids, das sich zuféllig aufgrund von Diffusion im
Detektionsbereich befindet. Durch die langere Verweildauer erzielt ein eingebautes
Nucleotid eine hohere Fluoreszenzintensitdt als Nucleotide im Hintergrund. Mit dem Einbau
des Nucleotids in den DNA-Strang geht die Abspaltung der Fluorophor-Markierung des
Nucleotids einher (Eid et al., 2009; Schadt et al., 2010).

Die SMRT-Technologie hat eine recht hohe Fehlerrate von 13-15 % (Ardui et al., 2018).
Trotzdem konnen aus einer SMRT-Sequenzierung weitaus genauere Ampliconsequenzen
abgeleitet werden. Dies liegt daran begriindet, dass wihrend der library-Erstellung so
genannte SMRTbell™.-Strukturen erstellt werden. SMRTbell™-Strukturen werden durch
das Anfligen von hairpin loops (Adapter) an beide Enden eines Amplifikats generiert.
Hierdurch findet eine Zirkularisierung der DNA statt (Abbildung 6). Aufgrund der
Zirkularisierung kann die Polymerase das Molekiil wihrend der Sequenzierung mehrmals
umrunden und lange polymerase reads generieren (Travers et al., 2010). Wenn ein
polymerase read aus mindestens zwei subreads besteht (mindestens zweimal die
vollstindige Sequenz eines Amplifikatstranges enthélt), kann eine circular consensus
sequence (CCS) aus den subreads erstellt werden. Da die Fehler zufillig tiber die Sequenz
verteilt sind, ist die Genauigkeit einer CCS hdoher als die der einzelnen subreads (Ardui et

al., 2018; Carneiro et al., 2012; Travers et al., 2010).
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Abbildung 6: Sequenzierung von PCR-Amplifikaten mit der PacBio SMRT-Technologie. Wahrend der library-
Erstellung werden durch das Anfiigen von Adaptersequenzen an die PCR-Amplifikate SMRTbell™-Strukturen erstellt.
Hierdurch findet eine Zirkularisierung der DNA statt. Aufgrund der Zirkularisierung kann die Polymerase das Molekiil
wihrend der Sequenzierung mehrmals umrunden und lange polymerase reads generieren (Travers et al., 2010). Wenn ein
polymerase read aus mindestens zwei subreads besteht, kann eine circular consensus sequence (CCS) aus den subreads
erstellt werden.

Mit einem PacBio RS-II-System konnen derzeit polymerase reads mit einer
durchschnittlichen Lédnge von mehr als 10 kb generiert werden (Rhoads & Au, 2015). Die
grofBe Leseldnge ermdglicht es zum Beispiel, Sequenzen nahezu vollstdndiger 16S-rDNA-
Regionen mit hoher Genauigkeit (99,97 %) zu bestimmen (Schloss et al., 2016). Eine
Sequenzierung von 16S-ITS-Amplifikaten unter Verwendung der PacBio-Technologie
wurde gemil einer Literaturrecherche bisher noch nicht beschrieben.

Im Vergleich zur Sequenzierung von 16S-rDNA-Amplifikaten mit der PacBio-Technologie
ergeben sich bei der Sequenzierung von 16S-ITS-Amplifikaten folgende
Herausforderungen: 1.) Aufgrund der zusétzlichen ITS-Region sind die zu sequenzierenden
Amplifikate ldnger. Da die Lange der polymerase reads begrenzt ist, sinkt mit zunehmender
Amplifikat-Lénge die Anzahl an subreads, die in einem polymerase read enthalten sind.
Dies kann sich negativ auf die Genauigkeit der circular consensus sequences auswirken. 2.)
Bakterien konnen mehrere ITS-Regionen aufweisen und diese Regionen konnen in ihrer
Sequenz deutlich voneinander abweichen (Gurtler & Stanisich, 1996; Stewart & Cavanaugh,
2007). Die Anzahl an Sequenzen, die in einem Sequenzierungslauf (pro SMRT Cell)

generiert werden, ist begrenzt. Daher besteht die Gefahr, dass die Sequenzabdeckung fiir
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16S-1TS-Varianten, die nur in geringer Kopienzahl im Genom vorliegen, nicht ausreichend

hoch ist.
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen industriellen Arbeitsablauf zur Steigerung der
Biosynthese von Sekundidrmetaboliten in Actinobakterien zu etablieren. Die einzelnen
Projekte dieser Arbeit adressierten dabei zwei Paradigmen der Naturstoffforschung: A) eine
taxonomische Diversitit fithrt auch zu einer chemischen Diversitit und B) die Biosynthese
von Sekundidrmetaboliten erfolgt generell nur unter spezifischen Umweltbedingungen.
Basierend auf der Annahme, dass eine taxonomische Diversitit auch zu einer chemischen
Diversitit der produzierten Sekunddrmetabolite fiihrt, ist die Etablierung einer Methode zur
gezielten Stammauswahl notwendig. Die Sanofi-Stammsammlung ist eine wertvolle Quelle
fiir Bakterien unterschiedlichster geographischer Herkunft. Mithilfe einer geeigneten
Methode zur Stammauswahl kann Redundanz und Diversitét innerhalb der Stammsammlung
erkannt werden. Dies ermoglicht die gezielte Zusammenstellung von Stammsets fiir
Kultivierungsversuche zur Steigerung der Biosynthese von Sekundidrmetaboliten. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde getestet, ob die Sequenzierung von 16S-ITS-Regionen mit der
PacBio SMRT-Technologie den Anspriichen zur Charakterisierung der bakteriellen Sanofi-
Stammsammlung geniigt. Kriterien, die betrachtet wurden, waren insbesondere die
Sequenzgenauigkeit, das Auflésungsvermogen, aber auch die Kosten-Nutzen-Effizienz.
Das genetische Potential von Actinobakterien, Sekunddrmetabolite zu produzieren,
tibersteigt das bisher im Labor detektierte Potential deutlich. Man geht davon aus, dass diese
Diskrepanz insbesondere damit zu erkléren ist, dass die Expression der Biosynthese-Gene
nur unter bestimmten Umweltbedingungen aktiviert wird. In der Literatur wurden einige
Signalmolekiile beschrieben, die die Biosynthese von Sekundirmetaboliten positiv
beeinflussen. Durch Bioaktivitdts-Studien wurde in dieser Arbeit getestet, welche der
bekannten Signalmolekiile (und funktionell/strukturell verwandte Verbindungen) am
hiufigsten einen positiven Effekt auf die Bioaktivitdt ausgewdéhlter Actinobakterien zeigen.
Auf Basis der Ergebnisse dieses Projektes wurde ein Projekt unter Verwendung des
vielversprechendsten Signalmolekiils durchgefiihrt. Beispielhaft wurden hervorgerufene
Steigerungen von antibakterieller Aktivitdt in Rohextrakten bis zu den ursdchlichen

Sekundédrmetaboliten verfolgt.



Material und Methoden

22

3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Stamme und DNA-Sequenzen

Tabelle 1: Verwendete Stimme und DNA-Sequenzen fiir das Projekt ,,Anwendbarkeit der PacBio SMRT-
Technologie zur Charakterisierung einer industriellen Stammsammlung anhand von 16S-ITS-Sequenzen“.
Stammnr. (intern): Arbeitsgruppen-interne Stammnummer; Stammnr. (extern): Stammnummer in einer 6ffentlichen
Stammsammlung; accession number Genom: NCBI accession number zu publizierten Genom-Sequenzen, die fiir
Vergleiche verwendet wurden. Stammbezeichnung: entspricht den Angaben der ATCC/DSMZ. Termitennest/Siilwasser:
Die Stdmme/Stammgemische wurden aus einem Termitennest bzw. StiBwasser isoliert.

(Sl::‘tz:‘l:)n T (S;;tl;::;l r Stammbezeichnung/Herkunft accession number Genom
- ATCC29888 Actinosynnema mirum NC 013093.1

- DSM40593 Streptomyces fulvissimus -

- ATCC14511 Streptomyces griseochromogenes | NZ_CP016279.1
- DSM40355 Streptomyces lincolnensis NZ CP016438.1
- DSM40652 Streptomyces albus -

- DSM40763 Streptomyces albus -

- DSM40072 Streptomyces olivaceus -

- ATCC15439 Streptomyces venezuelae NZ 1LN881739
- DSM40705 Streptomyces fradiae -

- ATCC10745 Streptomyces fradiae -

- ATCC21401 Streptomyces fradiae -

- ATCC31771 Streptomyces antibioticus -

- DSM40234 Streptomyces antibioticus -

- ATCC10382 Streptomyces antibioticus -

- DSM40211 Streptomyces olivoviridis -

- DSM40028 Streptomyces achromogenes -

- DSM2790 Streptomyces aureofaciens -

- ATCC10762 Streptomyces aureofaciens -

- DSM40233 Streptomyces coelicolor -

- DSM40554 Streptomyces avellaneus -

- DSM40017 Streptomyces canus -

- ATCCI12647 Streptomyces canus -

- DSM40002 Streptomyces chattanoogensis -

- ATCC19673 Streptomyces chattanoogensis -

- DSM40665 Streptomyces coelicolor -

- ATCC31649 Streptomyces galilaeus -

- ATCCI15395 Streptomyces griseus -

- DSM40675 Streptomyces coelicolor -

- DSM40679 Streptomyces coelicolor -

- ATCC21705 Streptomyces hygroscopicus -
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Tabelle 1: Fortsetzung.

(Sl:latl;_I:)n r (S::tl:rmn;l r Stammbezeichnung/Herkunft accession number Genom
- ATCC27438 Streptomyces hygroscopicus

- DSM40683 Streptomyces coelicolor -
- DSM40624 Streptomyces coelicolor -
- ATCC11924 Streptomyces lavendulae -
- DSM40681 Streptomyces coelicolor -
- ATCC29781 Streptomyces nojiriensis -
C11 01,04,02 Al |- Termitennest -
C11_01,04,02 C3 |- Termitennest -
C11_10,17,18 Al |- Termitennest -
C11_10,17,18 E2 |- Termitennest -
C11 10,17,18 H6 |- Termitennest -
B21 01 G7 - Termitennest -
B21 01 _HI0 - Termitennest -
B21 01 H3 - Termitennest -
B21 01 H5 - Termitennest -
B21 14 F5 - Termitennest -
B21 14 HI10 - Termitennest -
B21 14 F11 - Termitennest -
B21 13 B2 - Termitennest -
B21 13 C2 - Termitennest -
B21 13 E2 - Termitennest -
B21 13 G2 - Termitennest -
B21 13 H2 - Termitennest -
B21 13 F4 - Termitennest -
B21 13 H5 - Termitennest -
B21 15 HI10 - Termitennest -
B21 15 BI10 - Termitennest -
B21 13 H6 - Termitennest -
B21 15 Gl - Termitennest -
B21 15 H3 - Termitennest -
B21 15 G4 - Termitennest -
B21 15 G9 - Termitennest -
MMI1 A2 - Siifwasser -
MMI1_A3 - Stiwasser -
MMI1 _C3 - Stifwasser -
MMI1 D1 - Siifwasser -
MMI1 D9 - Stiwasser -
MMI1 _E1 - Siifwasser -
MMI1 _E3 - Stiwasser -
MMI F3 - Siifwasser -
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Tabelle 1: Fortsetzung.

(Sl:la:;‘l:)n r (S::tl:rmn;l r Stammbezeichnung/Herkunft accession number Genom
MMI1 _F5 - Stiwasser -
MMI1_G3 - Stiwasser -
- ATCC27029 Micromonospora aurantiaca -
- DSM10542 Sanguibacter keddieii -
- DSM40053 Streptomyces ambofaciens -
- DSM40702 Streptomyces olivaceus -
- DSM40481 Streptomyces galilaeus -

Tabelle 2: Verwendete Stimme fiir das Projekt ,,Bestimmung von Signalmolekiilen, deren Zugabe ins
Wachstumsmedium die Bioaktivitit von Actinobakterien steigert. Stammnr. (intern): Arbeitsgruppen-interne
Stammnummer; Stammnr. (extern): Stammnummer in einer O6ffentlichen Stammsammlung. Alle Stdmme, denen keine

externe Stammnummer zugeordnet ist, sind Umweltisolate aus der Sanofi-Stammsammlung.

Stammnr. Stammnr. Stammbezeichnung
(intern) (extern)

HAGO011037 - Actinobacteria

ST154715 - Actinobacteria

ST100325 - Actinobacteria
HIL006735 - Actinobacteria

ST157471 - Actinobacteria

ST102142 - Actinobacteria

- DSM44434 Actinocorallia aurea
ST103217 - Actinomyces sp.

- DSM43148 Actinoplanes campanulatus
- DSM45050 Actinoplanes couchii
FH2535 gelb - Actinoplanes derwentensis
- DSM43939 Actinoplanes durhamensis
ST150479 - Actinoplanes sp.
ST150505 - Actinoplanes sp.
ST102864 - Actinoplanes sp.
ST102467 - Actinoplanes sp.
ST150500 - Actinoplanes sp.
ST101512 - Actinoplanes sp.
ST102818 - Actinoplanes sp.
ST100983 - Actinoplanes sp.
ST100781 - Actinoplanes sp.
ST100912 - Actinoplanes sp.

- DSM44132 Actinosynnema pretiosum
ST102890 - Actinosynnema sp.

- DSM14215 Agrococcus baldri
ST108229 - Amycolatopsis sp.
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Tabelle 2: Fortsetzung.

Stammnr. Stammnr. Stammbezeichnung
(intern) (extern)

- DSM10177 Cellulosimicrobium variabile
- DSM14442 Citricoccus muralis

- DSM14013 Curtobacterium herbarum

- DSM43916 Dactylosporangium roseum
- DSM43823 Dactylosporangium vinaceum
ST101730 - Dermatophilus sp.

- DSM43672 Dietzia maris

- DSM44961 Dietzia papillomatosis

- DSM45139 Dietzia schimae

- DSM14418 Georgenia muralis

- DSM44150 Kibdelosporangium aridum
- DSM43858 Kineosporia aurantiaca

- DSM13884 Kytococcus schroeteri

- DSM43110 Promicromonospora citrea
- DSM21481 Promicromonospora flava
ST102100 - Pseudonocardia sp.
ST104584 - Saccharomonospora sp.

- ATCC31497 Saccharothrix australiensis
- DSM44232 Saccharothrix waywayandensis
FH1294 - Streptomyces aureofaciens
- DSM40262 Streptomyces bottropensis

- DSM40005 Streptomyces cinnamoneus
FH6179 - Streptomyces collinus

- DSM40938 Streptomyces floridae

- ATCC27439 Streptomyces kashmirensis
FH1614 - Streptomyces lividans

- DSM41702 Streptomyces mauvecolor
FH3310 - Streptomyces michiganensis
HAGO004870 - Streptomyces sp.

FH1875 - Streptomyces sp.

ST135315 - Streptomyces sp.

ST136450 - Streptomyces sp.

FH3535 - Streptomyces sp.

ST160235 - Streptomyces sp.

ST102347 - Streptomyces sp.

ST136834 - Streptomyces sp.

FH1513 - Streptomyces sp.

ST136957 - Streptomyces sp.
ST136659 - Streptomyces sp.
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Tabelle 2: Fortsetzung.

S‘tammnr. SAETIITS: Stammbezeichnung
(intern) (extern)

ST102735 - Streptomyces sp.
ST106056 - Streptomyces sp.
FH1291 - Streptomyces venezuelae
- DSM14246 Subtercola pratensis

- DSM14184 Tetrasphaera elongata

Tabelle 3: Verwendete Stimme fiir das Projekt ,Detaillierte Betrachtung des Effekts von GlcNAc auf die
Produktion einzelner Sekundirmetabolite in Actinobakterien®. Stammnr. (intern):
Stammnummer; A: Phylum = Actinobacteria, Genus unbestimmt; S: Genus = Streptomyces. Es handelte sich bei allen

Stdmmen um Umweltisolate aus der Sanofi-Stammsammlung.

Arbeitsgruppen-interne

Stammnr. Phylum/ Stammnr. Phylum/ Stammnr. Phylum/
(intern) Genus (intern) Genus (intern) Genus
ST161529 A ST101053 A FH1426 A
ST100675 A ST102492 A FH1387 A
ST100700 A ST104594 A ST100538 A
HAGO010767 A ST100678 A ST100665 A
HAGO11167 A ST106247 A ST100682 A
HAGO010597 A ST103680 A ST10069 A
HAGO012596 A FH1497 A ST100711 A
ST101010 A FH1429 A HAGO001000 A
HAGO004256 A HAGO010035 A HAGO010217 A
HAGO010001 A HAGO010036 A HAG010219 A
HAGO010002 A HAGO010037 A HAGO010226 A
HAGO010004 A HAGO010038 A HAG010229 A
HAGO010005 A HAG010039 A HAGO010238 A
HAGO010009 A HAGO010042 A HAGO010242 A
HAGO010011 A HAGO010045 A HAGO010244 A
HAGO010014 A HAGO010046 A HAG010246 A
HAGO010015 A HAGO010047 A HAG010247 A
HAGO010017 A HAGO010091 A HAGO010250 A
HAGO010018 A HAGO010098 A HAGO010253 A
HAGO010019 A HAG010101 A HAG010224 A
HAGO010020 A HAGO010123 A HAGO010146 A
HAGO010021 A HAGO010124 A HAGO010148 A
HAGO010022 A HAGO010141 A HAGO010102 A
HAGO010025 A HAGO010142 A HAGO010008 A
HAGO010026 A HAGO010144 A HAGO010258 A
HAGO010027 A HAGO010153 A HAG010263 A
HAGO010028 A HAGO010155 A HAG010264 A
HAGO010029 A HAGO010157 A HAGO010266 A
HAGO010030 A HAGO010165 A HAGO010271 A
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Tabelle 3: Fortsetzung.

Stammnr. Phylum/ Stammnr. Phylum/ Stammnr. Phylum/
(intern) Genus (intern) Genus (intern) Genus
HAGO010276 A HAGO010167 A HAGO010273 A
HAG010232 A HAGO010168 A HAG010324 A
HAGO010283 A HAGO010172 A HAGO010325 A
HAGO010288 A HAGO010174 A HAGO010326 A
HAG010230 A HAGO010175 A HAGO010327 A
HAGO010147 A HAGO010176 A HAGO010330 A
HAGO010126 A HAGO010178 A HAGO010331 A
HAG010302 A HAGO010179 A HAGO010332 A
HAGO010303 A HAGO010216 A HAG010334 A
HAGO010304 A HAGO010363 A HAGO010336 A
HAGO010306 A HAGO010364 A HAGO010337 A
HAGO010308 A HAGO010365 A HAGO010338 A
HAGO010309 A HAGO010366 A HAGO010341 A
HAGO010312 A HAGO010368 A HAGO010342 A
HAGO010314 A HAGO010369 A HAGO010343 A
HAGO010315 A HAGO010373 A HAGO010344 A
HAGO010094 A HAGO010378 A HAGO010346 A
HAGO010164 A HAGO010379 A HAGO010348 A
HAGO010100 A HAGO010415 A HAG010349 A
HAGO010254 A HAGO010416 A HAGO010350 A
HAGO010280 A HAGO010417 A HAGO010351 A
HAGO010321 A HAGO010424 A HAGO010352 A
HAGO010322 A HAGO010426 A HAGO010353 A
HAGO010522 A HAGO010427 A HAGO010354 A
HAGO010832 A HAGO010428 A HAGO010355 A
HAGO010843 A HAGO010429 A HAGO010356 A
HAGO010844 A HAGO010431 A HAGO010357 A
HAGO010845 A HAGO010434 A HAGO010358 A
HAGO010846 A HAGO010435 A HAGO010359 A
HAGO010847 A HAGO010440 A HAGO010360 A
HAGO010851 A HAGO010448 A HAGO010362 A
HAGO010853 A HAGO010449 A HAGO010459 A
HAGO010856 A HAGO010451 A HAGO010460 A
HAGO010857 A HAGO010452 A HAGO010463 A
HAGO010858 A HAGO010453 A HAGO010464 A
HAGO010859 A HAGO010455 A HAGO010503 A
HAGO010519 A HAGO010458 A HAGO010016 S
HAGO010629 A HAGO010521 A HAGO010848 S
FH1286 S FH1272 S HAGO010866 S
HAG010024 S HAGO010252 S
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Tabelle 4: Verwendete Referenzstimme fiir das Projekt ,,Detaillierte Betrachtung des Effekts von GlcNAc auf die
Produktion einzelner Sekundirmetabolite in Actinobakterien®“. Stammnr. (extern): Stammnummer in einer
offentlichen Stammsammlung.

GG Stammbezeichnung
(extern)

DSM40149 Streptomyces daghestanicus
DSM40229 Streptomyces griseoviridis

Tabelle 5: Verwendete Stimme zur Bestimmung antibakterieller Aktivititen.

Stammbezeichnung Beschreibung Literatur
Escherichia coli ATCC35218 Isolat aus einem Hund, TEM-1 - CLSI (2012)
Lactamase-Produzent
Mutante des klinischen Isolates
. . ATCC25922; kann anders als
Escherichia coli ATCC25922 AtolC ATCC25922 kein TolC (Kanal der -
dufleren Membran) synthetisieren
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Isolat aus einer Blutkultur CLSI (2012)
Staphylococcus aureus ATCC25923 Klinisches Isolat CLSI (2012)
Mycobacterium smegmatis ATCC607 - -

3.2 Medien, Kultivierungsbedingungen und verwendete

Signalmolekiile

3.2.1 Medien

Folgende Medien wurden fiir die Kultivierung von Mikroorganismen verwendet:
- ISP2-Medium (Shirling & Gottlieb, 1966)
- Miiller-Hinton-Medium II (MH-Medium), cation adjusted (BD, #212322)
- M9-Medium (Zusammensetzung: 2 mM MgSOs e« 7 H20; 0,1 mM CaClz * 2 H20;
0,4 % (v/v) Glycerin; 1-fach Minimalmedium-Salze (Serva, #48505.01)) (Sambrook
et al., 1989)
- Brain-Heart-Infusion-Medium (Becton-Dickinson, #256120), modifiziert durch
Zugabe von 1 % (v/v) Tween 80
Zur Verfestigung von Medien wurde Agar eingesetzt. Die Agarkonzentration betrug
0,8 % (w/v) fiir Topagar und 1 % (w/v) fiir alle weiteren Anwendungen. Medien wurden

durch Autoklavieren (20 min, 121 °C) sterilisiert. Gegebenenfalls erfolgte nach dem
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Autoklavieren die Zugabe von Signalmolekiilen (Tabelle 6) in den noch fliissigen Agar bei

~ 60 °C.

3.2.2 Kaultivierungsbedingungen von Actinobakterien

Die Kultivierung von Actinobakterien erfolgte bei 28 °C. Fliissigkulturen wurden bei
180 rpm inkubiert (Infors, RC-406). Wenn nicht anders angegeben, betrug die
Inkubationszeit sieben Tage. Fliissigkulturen hatten generell ein Mediumvolumen von
30 mL (in 100 mL Erlenmeyerkolben). Abweichend hiervon betrug das Mediumvolumen
der Hauptkulturen fiir die in Abschnitt 4.3 dargestellten Versuche 50 mL (in 300 mL
Erlenmeyerkolben). Wurden hierbei Replikate angefertigt, wurden diese ausgehend von

einer gemeinsamen Vorkultur angeimpft.

3.2.3 Verwendete Signalmolekiile

Tabelle 6: Verwendete Signalmolekiile. Angegeben sind die in Abschnitt 4.2 und 4.3 verwendeten Signalmolekiile und
die eingesetzten Endkonzentrationen im Medium.

Signalmolekiil Verwendete Konzentrationen Hersteller, Bestellnummer
Fosfomycin 0,01 pg/mL; 0,1 pg/mL; 1 ug/mL Sigma-Aldrich, #P-5396
Vancomycin 0,01 pg/mL; 0,1 pg/mL Sigma-Aldrich, #V2002
Tetracyclin 0,01 ug/mL; 0,1 pg/mL; 1 pg/mL Acros Organics, #233105000
Rifampicin 0,01 pg/mL; 0,1 pg/mL Sigma-Aldrich, #R3501
Nalidixinsdure 0,01 ug/mL; 0,1 pg/mL; 1 pg/mL Applichem, #A4928.0005
Kanamycin 0,01 pg/mL; 0,1 pg/mL; 1 ug/mL Sigma-Aldrich, #K1377
Lincomycin 0,1 pg/mL; 1 ng/mL; 10 ug/mL Sigma-Aldrich, #62143
Erythromycin 0,01 pg/mL; 0,1 pg/mL; 1 pg/mL Sigma-Aldrich, #E-0774
Penicillin G 0,1 pg/mL; 1 pg/mL; 10 pg/mL Fluka, #13752

Bacitracin 0,01 pg/mL; 0,1 pg/mL; 1 pg/mL Sigma-Aldrich, #11702
Nisin A 0,1 pg/mL; 1 pg/mL; 10 pg/mL Sigma-Aldrich, #N5764
g_cﬁfgﬁl’ﬁg’”osme monophosphate | 61 /M. 0.1 uM: 1 uM Biolog, #C057-01

E(fc(ﬁc :ﬁgi"‘”"ne monophosphate | o1\ 0.1 uM; 1 uM Biolog, #C088-01

cyclic guanosine monophosphate |} 3\ 13 1 260 nM Sigma-Aldrich, #G6129
(cGMP)

cyclic adenosine monophosphate | g g\ 1 49 1M 14,9 nM Sigma-Aldrich, #9501
(cAMP)

Desferrioxamin E 0,2 uM; 2 uM; 20 uM Oskar Tropitzsch, #26605-16-3
Desferrioxamin B 1 uM; 10 uM; 100 pM ArkPharm, #AK 162826
N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) | 5 mM; 10 mM; 20 mM Sigma-Aldrich, #A8625
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 DNA-Isolation

Fiir die Isolation genomischer DNA wurden Fliissigkulturen der in Tabelle 1 aufgefiihrten
Staimme verwendet. Das Aufbrechen der Zellen erfolgte mechanisch im 96-well-Format
(Qiagen, #19560) mit 3 mm Tungsten Carbide Beads (Qiagen,#69997) in einem
TissueLyserlI-System (Qiagen, #85300). Nach dem Zellaufschluss wurden die
Zellaufschluss-Platten zentrifugiert (5 min, 3200 x g). Der Uberstand wurde fiir die DNA-
Extraktion eingesetzt. Die DNA-Extraktion erfolgte entweder automatisiert oder manuell.
Fiir die automatisierte Isolation wurde ein QIAxtractor-Roboter (aktualisierte Version,
Qiagen) eingesetzt. Hierbei wurde das QIAamp 96 DNA QIAcube HT Kit (Qiagen, #51331)
verwendet. Die manuelle DNA-Extraktion erfolgte mit einem DNeasy 96 Blood & Tissue
Kit (Qiagen, #65982).

3.3.2 Amplifikation von 16S-ITS-Regionen

Da die 16S-ITS-PCR-Amplifikate von 96 verschiedenen Proben in einer SMRT Cell
sequenziert werden sollten, mussten die Amplifikate jeder Probe durch einen von 96
Barcodes markiert werden. Fiir die Generierung von barcodierten 16S-ITS-PCR-
Amplifikaten wurde die PacBio barcoded universal primer Strategie verwendet (PacBio,
2015). Diese Strategie umfasste die Durchfiihrung zweier konsekutiver PCR-Durchléufe
(Abbildung 7). Genomische DNA, die manuell oder automatisiert extrahiert wurde, diente
als remplate fir die erste PCR-Reaktion (PCR1) (vgl. Abschnitt 3.3.1). Die fiir PCRI1
verwendeten Primer 8F-PCRI-for (GCAGTCGAACATGTAGCTGACTCAGGTCAC
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) und 23S-PCRI1-rev (TGGATCACTTGTGCAAGCA
TCACATCGTAGGGGTTBCCCCATTCRG) setzten sich aus einer targetspezifischen

Region und einem 5° universellen Sequenziiberhang zusammen. Die targetspezifische
Region entsprach der Sequenz von Primer 8F (Lane, 1991) bzw. Primer 23Sr (Fisher &
Triplett, 1999).

Die 30 uL PCR1-Ansétze enthielten 1 x Phusion Puffer HF, dNTPs (je 0,2 mM), genomische
template DNA (~ 1-20 ng), Primer 8F-PCR1-for (0,2 uM), Primer 23S-PCR1-rev (0,2 uM),
Phusion Hot Start I DNA Polymerase (0,6 U), BSA (0,71 uM) und Wasser (ad 30 uL). Bei
der PCR-Negativkontrolle wurde das template-Volumen durch Wasser ersetzt. Fiir PCR1

wurden die folgenden Zyklus-Parameter genutzt: Initiale Denaturierung fiir 30 s bei 98 °C,
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(15 s bei 98 °C, 15 s bei 53 °C, 75 s bei 72 °C) x 25 Zyklen und eine finale Extension von
7 min bei 72 °C. Die amplifizierte DNA aus PCR1 wurde mit einem PureLink® Pro 96 PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, #K310096A) aufgereinigt und anschlieend als
template fiir die zweite PCR (PCR2) genutzt. Die PCR2-Primer (Barcoded Universal F/R
Primer Plate-96, PacBio, #100-466-100) binden an die universellen Sequenzen, die durch
PCRI1 eingebracht wurden und haben einen 5 Barcode-Sequenz-Uberhang.

Die 30 uL PCR2-Ansitze enthielten ~ 1,2 ng aufgereinigtes PCR1-Produkt, einen von 96
barcodierten Primer-Paaren der Barcoded Universal F/R Primer Plate-96 (je 0,2 uM) sowie
Phusion Hot Start II DNA Polymerase (0,6 U), BSA (0,71 uM), 1 x Phusion Puffer HF,
dNTPs (je 0,2 mM) und Wasser (ad 30 uL). Fiir PCR2 wurden die folgenden Zyklus-
Parameter verwendet: Initiale Denaturierung fiir 30 s bei 98 °C, (15 s bei 98 °C, 15 s bei
64 °C, 75 s bei 72 °C) x 20 Zyklen und eine finale Extension von 7 min bei 72 °C. Nach
Quantifizierung der PCR-Produkte durch einen LabChip GX Touch Nucleic Acid Analyzer
(PerkinElmer, #CLS137031) wurden die Proben dquimolar gemischt. In die Berechnung der
molaren Probenkonzentrationen wurden alle PCR-Banden im GroBenbereich von 1400-
4000 bp einbezogen. Die gepoolte Probe wurde mit AMPure PB Beads (Pacific Biosciences,
#100-265-900) aufgereinigt. Die aufgereinigte Probe wurde flir die library-Erstellung (vgl.
Abschnitt 3.4.1) verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurden PCR-Reagenzien von

Thermo Fisher Scientific bezogen.
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Abbildung 7: Ubersicht iiber die Durchfiihrung der Amplifikation von 16S-ITS-Regionen. Die 16S-ITS-Regionen von
96 verschiedenen Proben wurden in einer ersten PCR (PCR1) amplifiziert. Als template fir PCR1 diente genomische DNA,
die Primer hatten einen nicht bindenden 5¢ Uberhang (Schritt 1). Die aufgereinigten Amplifikate aus PCR1 wurden als
template fur eine zweite PCR (PCR2) eingesetzt. In PCR2 wurden Primer verwendet, die am 5° Ende einen Barcode tragen.
Fiir jede der 96 Proben wurde ein anderer barcodierter Primer eingesetzt (Schritt 2). Die Amplifikate aus PCR2 wurden
dquimolar gepoolt (Schritt 3). ITS: 16S-23S-rDNA internal transcribed spacer Region; 16S: 16S-rRNA-Gen; 5S: 5S-
rRNA-Gen; 23S: 23S-rRNA-Gen; bc: Barcode.

3.3.3 BOX-Fingerprints

Als template fir BOX-Fingerprints (vgl. Abschnitt 1.6.1) wurde manuell isolierte
genomische DNA verwendet (vgl. Abschnitt 3.3.1). Die 25 pLL PCR-Ansidtze enthielten
1 x Dream Taq Puffer, dNTPs (je 0,2 mM), genomische template DNA (~ 1-20 ng), BSA
(6,1 uM), Dream Taq Polymerase (0,6 U), Primer BoxAlR (0,1 uM) (Versalovic et al.,
1995) und Wasser (ad 25 pL). Fiir die PCR wurden folgende Zyklus-Parameter eingestellt:
Initiale Denaturierung fiir 3 min bei 95 °C, (30 s bei 94 °C, 1 min bei 53 °C, 8 min bei 70 °C)
x 30 Zyklen und eine finale Extension von 16 min bei 70 °C. Die GroBenauftrennung der
PCR-Amplifikate erfolgte mit einem LabChip GX Touch Nucleic Acid Analyzer
(PerkinElmer, #CLS137031). Das Clustern von BOX-Fingerprints mehrerer Stimme
erfolgte mit dem Programm GelCompar II (Version 6.6.11). Folgende Einstellungen wurden
fiir den Vergleich verwendet: 1.) similarity coefficient: optimization = 8 %, minimum height
=0 %, minimum surface = 0 %, tolerance = 5 %, tolerance change = 0 %, ignore uncertain

bands, relaxed doublet matching, fuzzy logic, Dice; 2.) cluster analysis: UPGMA.
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3.4 Sequenzierungen und bioinformatische Sequenzauswertung

3.4.1 Library-Generierung und Sequenzierung von 16S-I1TS-Amplifikaten

Die library-Generierung und Sequenzierung von 16S-ITS-Amplifikaten (Abbildung 8)
wurde von GATC (Konstanz) durchgefiihrt. Die Sequenzierung erfolgte mit einem PacBio

RS-II-Sequenzierungssystem unter Verwendung der P6-C4-Chemie.

3.4.2 Qualititsfilterung von circular consensus sequences und 16S-ITS-OTU-

Erstellung

Circular consensus sequences (CCS) wurden mit der PacBio SMRT Analysis Software unter
Verwendung von Standardeinstellungen erstellt. Ausgehend von den CCS-Sequenzen
erfolgte eine bioinformatische Qualitétsfilterung der Daten (Abbildung 8). Die hierzu
verwendeten Skripte (usearch 16S.sh und ccsPrimer.py) wurden von Richard Hall (PacBio)
zur Verfiigung gestellt (vgl. Abschnitt 8.2) (Hall, 2016; Hall, 2017).
Zur Bestimmung geeigneter Filterbedingungen wurden die Werte zweier Parameter variiert:
1.) expected error (in usearch_16S.sh): getestete Werte: 0,5; 1 und 3
2.) minScore (in ccsPrimer.py): getestete Werte: 80; 75 und 70
Der Parameter ,.expected error* ist ein Mall fiir die mindestens zu erwartende
Sequenzgenauigkeit (z. B. wird bei einem Wert von 0,5 eine Sequenzgenauigkeit von
mindestens 99,5 % erwartet). Der Parameter ,,minScore* gibt an, wie genau die CCS-Enden
mit den verwendeten Primersequenzen {iibereinstimmen miissen und entspricht dem
alignment score des Smith-Waterman-Algorithmus (Smith & Waterman, 1981).
CCS mit einer Lénge auBlerhalb des Bereiches von 1401-2599 bp wurden aussortiert. Das
Clustern der gefilterten CCS zu operational taxonomic units (OTUs) erfolgte unter

Verwendung eines Identitits-Grenzwertes von 99 %.
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Abbildung 8: Ubersicht iiber die Arbeitsschritte von der library-Erstellung bis zur Generierung von 16S-ITS-OTUs.
Ausgehend von einem Pool aus barcodierten 16S-ITS-Amplifikaten 96 verschiedener Proben wurde eine library erstellt.
Bei der library-Erstellung wurde durch das Anfligen von Adapter-Sequenzen eine Zirkularisierung der DNA-Molekiile
erreicht. Dies ermoglichte wiahrend der Sequenzierungsreaktion die mehrfache Umrundung jedes DNA-Molekiils durch
die Polymerase (Schritt 1). Aus der Sequenzierung gingen polymerase reads hervor, die die Adaptersequenzen und 16S-
ITS-Sequenzen enthielten (Schritt 2). Wenn ein polymerase read aus mindestens drei subreads bestand, wurde aus den
subreads eine circular consensus sequence (CCS) erstellt. Da die Sequenzierungsfehler zufillig {iber die Sequenz verteilt
sind, ist die Genauigkeit einer CCS hoher als die der einzelnen subreads (Schritt 3). Nach einer bioinformatischen
Qualitétsfilterung der Sequenzen unter Verwendung der Skripte usearch 16S.sh und ccsPrimer.py (Schritt 4) wurden die
verbliebenen Sequenzen fiir die Generierung von 16S-ITS-OTUs eingesetzt (Schritt 5). be: Barcode; OTU: operational
taxonomic unit. ITS: 16S-23S-tDNA internal transcribed spacer Region; 16S: 16S-rRNA-Gen.

3.4.3 Bioinformatische Analyse von 16S-ITS-OTUs

Zum Vergleich von 16S-ITS-OTUs bzw. 16S-rDNA-Sequenzen unterschiedlicher Kulturen
wurden alignments in Genious 10.2.4 durchgefiihrt. Es wurden Genious alignments
verwendet (global alignment with free end gaps; verwendete Einstellungen: cost matrix:
65 % similarity; gap opening/extension costs: -12/-3).

Fiir einige der prozessierten Stimme waren Genom-Sequenzen in 6ffentlichen Datenbanken
verfiigbar. Zum Vergleich generierter 16S-ITS-OTUs mit den 16S-ITS-Sequenzen
sequenzierter Genome dieser Staimme wurde in Geneious 10.2.4 ein Megablast durchgefiihrt
(verwendete Einstellungen: martch: +2; mismatch: -2; gap opening/extension costs: linear;
word size: 28).

Um die Anzahl verschiedener 16S-ITS-Varianten pro Genom zu bestimmen, wurden in
silico alle Genom-annotierten 16S-ITS-Regionen aus den jeweiligen Genomsequenzen
extrahiert. Als Start- und Endpunkt der 16S-ITS-Regionen wurden die Bindestellen der
Primer 8F-PCRI1-for und 23S-PCRI1-rev (vgl. Abschnitt 3.3.2) definiert. Es folgte ein
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Vergleich aller 16S-ITS-Regionen eines Genoms durch ein Genious alignment in Genious
10.2.4 (global alignment with free end gaps; verwendete Einstellungen: cost matrix: 65 %
similarity; gap openingl/extension costs: -12/-3). Sehr dhnliche oder identische 16S-ITS-
Regionen (> 99,3 % Identitédt im alignment) wurden als eine 16S-ITS-Variante definiert.
Die generierten 16S-ITS-OTUs umfassten nahezu vollstdndige 16S-rDNA-Sequenzen. Zur
Identifizierung der Bakterien auf Genus-Ebene wurden die 16S-rDNA-Sequenzen in silico
aus den 16S-ITS-OTUs extrahiert. Hierzu wurden die Sequenzabschnitte hinter der
Bindestelle von Primer 1492R (Lane, 1991) abgeschnitten. Es folgte ein Abgleich der 16S-
rDNA-Sequenzen mit der SILVA 123.1 SSUParc tax-Datenbank.

3.5 Spotting

Der Begriff ,,Spotting* bezeichnet in dieser Arbeit das Auftropfen von Bakterienkulturen
auf die Oberflache von Agarplatten. Es wurden zwei Spotting-Varianten durchgefiihrt. Diese
unterschieden sich hinsichtlich der GroBe der verwendeten Agarplatten und des
Pipettierroboters, der fiir das Spotting verwendet wurde. Generell wurde Variante 1

durchgefiihrt. Zur Anfertigung von scale-ups wurde Variante 2 angewandt.

3.5.1 Spotting (Variante 1)

Die Agarplatten im Mikrotiterplattenformat (Fisher Scientific, #264728) enthielten 35 mL
ISP2-Agar (1 % (w/v) Agar), der gegebenenfalls mit einem Signalmolekiil (Tabelle 6)
versetzt worden war. Das Spotting erfolgte ausgehend von Fliissig-Vorkulturen der Stdimme
(Tabelle 2). Es wurden maximal 24 Spots auf eine Agarplatte aufgebracht. Fiir das Spotting
wurde ein CyBi-Well-Roboter (CyBio) mit 96er-Pipettierkopf und Spitzen mit extra breiter
Offnung (Fisher Scientific, #10394873) verwendet. Das pipettierte Volumen betrug etwa
4 uL. Aufgrund teilweise inhomogener Kulturen ist das pipettierte Volumen nicht exakt
angebbar. Nach sieben Tagen Inkubation bei 28 °C wurde ein Topagar-Screening als

Bioaktivitits-Test durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 3.7.1).

3.5.2 Spotting (Variante 2)

Zur Anfertigung eines scale-up wurde ein Stamm mithilfe eines VIAFLO384 (Integra,
#6031) mehrmals (14 Spots) auf eine Agarplatte gespottet. Es wurden Petrischalen im
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Standard-Format (9,2 cm Durchmesser) verwendet. Die Agarplatten enthielten 25 mL ISP2-
Medium, welches mit Agar (1 % (w/v)) verfestigt wurde. Das Medium enthielt
gegebenenfalls GlcNAc (20 mM) als Zusatz. Der eingewogene Agar wurde vor dem
Autoklavieren dreimal mit Reinstwasser gewaschen, um polare Verunreinigungen des Agars
zu entfernen.

Es wurden 4 pL einer Fliissig-Vorkultur gespottet. Nach sechs Tagen Inkubation des
Stammes wurde ein Teil der Agarplatten extrahiert (vgl. Abschnitt 3.6.1). Mit einem
weiteren Teil der Platten wurde nach sechs Tagen und zu einem weiteren Zeitpunkt ein

Topagar-Screening als Bioaktivitédts-Test durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 3.7.1).

3.6 Extraktion von Kulturen und Probenvorbereitung filr MTT-

und BacTiter-Glo™-Tests

3.6.1 Agarplatten als Ausgangsmaterial

Die Extraktion erfolgte ausgehend von Agarplatten, auf die ein Stamm gespottet worden war
(vgl. Abschnitt 3.5.2). Als Losungsmittel wurde Methanol verwendet. Die Methanol-
Extraktion umfasste folgende Schritte: 1.) Am Erntetag (nach 6 Tagen Inkubation des
gespotteten Stammes) wurden die Agarplatten mit einem Messer in Stiicke (~ 2 cm?)
geschnitten und in 250 mL Erlenmeyerkolben tiberfiihrt. Jeder Erlenmeyerkolben (= 1
Replikat) enthielt Agarstiicke von jeweils vier Agarplatten; von jeder Probe wurden fiinf
Replikate angefertigt; 2.) Die Agarstiicke wurden gefriergetrocknet; 3.) Zugabe von 80 mL
Methanol pro Erlenmeyerkolben; 4.) Inkubation (schiittelnd, 28 °C, 1 h); 5.) Filtration des
Extraktes iiber ein 30 uM Zellsieb (Miltenyi Biotec, #130-098-458) in ein 50 mL
Zentrifugationsrdhrchen; 6.) Zentrifugation (10 min, 3200 x g); 7.) Uberfiihrung von 50 mL
Zentrifugationsiiberstand in einen Rundkolben; 8.) Wiederholung von Schritt 3-6; 9.)
Uberfiihrung von 65 mL Zentrifugationsiiberstand in den Rundkolben aus Schritt 7; 10.)
Verdampfen des Losungsmittels im Rotationsverdampfer; 11.) Riicklosen des getrockneten
Extraktes in 18 mL Methanol; 12.) Trocknung in der SpeedVac im 20 mL Glasgefal3.

Die Methanol-Extrakte wurden wie folgt fiir die Durchfiihrung eines MTT-Tests (vgl.
Abschnitt 3.7.2) vorbereitet: Die getrockneten Extrakte wurden in 3 mL Methanol
riickgelost. Es wurde eine Verdiinnungsreihe der Extrakte (Extraktvolumen: 16 pL; 8 pL;
4 uL; 2 uL; 1 uL; 0,5 ul; 0,25 ul; 0,13 uL) in 96-well Mikrotiterplatten angefertigt (Greiner
Bio-One, #655201).
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3.6.2 Fliissigkulturen als Ausgangsmaterial

Das folgende Extraktionsverfahren wurde ausgehend von 50 mL Fliissigkulturen
durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 4.3, Abschnitt 3.2.2). Die Extraktion umfasste folgende
Schritte: 1.) Die Kulturen wurden im Erlenmeyerkolben gefriergetrocknet; 2.) Zugabe von
40 mL Methanol pro Erlenmeyerkolben; 3.) Inkubation (schiittelnd, 28 °C, 2 h); 4.)
Uberfiihrung des Extraktes in ein 50 mL Zentrifugationsrohrchen; 5.) Zentrifugation
(15 min, 3220 x g); 6.) Filtration des Zentrifugationsiiberstandes iiber ein 30 uM Zellsieb
(Miltenyi Biotec, #130-098-458) in ein neues 50 mL Zentrifugationsrohrchen; 7.)
Trocknung des Extraktes in einer SpeedVac.

Die Extrakte wurden wie folgt fiir die Durchfithrung des MTT- und BacTiter-Glo™-Tests
(vgl. Abschnitte 3.7.2 und 3.7.3) vorbereitet: Die getrockneten Extrakte wurden in 1 mL
Methanol riickgelost und {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation der
Extrakte in 2 mL Zentrifugationsrohrchen (30 min, 19083 x g). Die Zentrifugations-
iiberstinde wurden in 96-well-Mikrotiterplatten iiberfiihrt (Thermo Scientific, #AB-0788).
AnschlieBend wurden die Mikrotiterplatten zentrifugiert (10 min, 3220 x g). 150 uL des
Zentrifugationsiiberstandes wurden in eine neue 96-well-Mikrotiterplatte iiberfiihrt (Thermo
Scientific, #AB-0788). Zur Aufkonzentrierung der Extrakte wurden die 150 pL Aliquots in
einer SpeedVac getrocknet und anschlieBend in 75 uL. DMSO riickgelst. Die
Mikrotiterplatten wurden zentrifugiert (10 min, 3220 x g). Der Zentrifugationsiiberstand
wurde in eine neue Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One, #651201) pipettiert. Diese Platte wird
als ,,Assay-Mutterplatte* bezeichnet.

Drei verschiedene Extraktvolumina (1 pL; 0,5 uLL und 0,25 pL) wurden im MTT- bzw.
BacTiter-Glo™.-Test pro Screeningstamm getestet. Die entsprechenden Volumina wurden
mithilfe eines CyBi-Well-Roboters (CyBio) aus der Assay-Mutterplatte in die finalen
Screeningplatten pipettiert (Mikrotiterplatten zur Durchfiihrung von MTT-Tests: Greiner
Bio-One, #655201; Mikrotiterplatten zur Durchfiihrung von BacTiter-Glo™-Tests: Greiner
Bio-One, #655083).

3.7 Bestimmung antibakterieller Aktivitiiten

Zur Bestimmung antibakterieller Aktivititen wurden drei verschiedene Methoden
eingesetzt: Topagar-Screening, microtiter turbidity test (MTT-Test) und BacTiter-Glo™-
Test.
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3.7.1 Topagar-Screening

Topagar-Screenings wurden in Anlehnung an Kelner (1948) durchgefiihrt. Topagar setzte
sich aus Medium zusammen, welches mit Agar (0,8 % (w/v)) verfestigt wurde. Fiir die
Versuche in Abschnitt 4.2.1 wurde ISP2-Medium verwendet, fiir die Versuche in Abschnitt
4.2.2 und 4.2.3 neben ISP2- auch MH-Medium.

Direkt vor dem Topagar-Screening wurde der fliissige Topagar (45 °C) mit einer Vorkultur
eines Screeningstammes beimpft. Die Animpfdichte des Topagars betrug ODesoo nm = 0,036.
Das Vorkultur-Medium des Screeningstammes war stets MH-Medium.

Mit dem beimpften Topagar wurden Agarplatten iiberschichtet, auf die zuvor Bakterien
gespottet worden waren (vgl. Abschnitt 3.5). Fiir die Uberschichtung von Agarplatten im
Mikrotiterplattenformat (vgl. Abschnitt 3.5.1) wurden etwa 20 mL Topagar pro Agarplatte
eingesetzt (Abweichungen durch hydrophobe Oberfldche einiger Stimme mdoglich). Die
Uberschichtung von Agarplatten im Standard-Format (vgl. Abschnitt 3.5.2) erfolgte generell
mit 10 mL pro Agarplatte. Aufgrund der hydrophoben Oberfliche von ST136450 wurden
bei diesem Stamm 20 mL Topagar pro Agarplatte benotigt. Nach Inkubation der Platten iiber
Nacht bei 37 °C wurde iiberpriift, ob Hemmhofe im Topagar sichtbar sind.

3.7.2 MTT-Test

Der microtiter turbidity test (MTT) wurde durchgefiihrt, um die antibakterielle Aktivitdt von
Kulturextrakten und fraktionierten Kulturextrakten gegen Stimme der Spezies E. coli,
P. aeruginosa und S. aureus zu testen.

Der MTT-Test verlief im 96-well- bzw. 384-well-Format, wenn Kulturextrakte bzw.
fraktionierte Kulturextrakte getestet wurden. Die Belegung der Testplatten mit Extrakten
erfolgte wie in Abschnitt 3.6 und Abschnitt 3.8.1 (Fraktionierungen) beschrieben. Auf jede
Testplatte =~ wurde als  Positivkontrolle  eine  Gentamycin-Verdiinnungsreihe
(Endkonzentrationen: 16 pg/mL; 8 pg/mL; 4 pg/mL; 2 ug/mL; 1 pg/mL; 0,5 pg/mL;
0,25 ng/mkL; 0,125 pg/mL) pipettiert.

Zur Vorbereitung der Zellsuspension, die fiir die Uberschichtung der Extrakte eingesetzt
wurde, wurde eine Vorkultur des Screeningstammes angeimpft. Generell wurde als
Vorkultur-Medium MH-Medium verwendet. Wenn E. coli ATCC35218 im MTT-Test in
M9-Medium getestet werden sollte, wurde auch die Vorkultur dieses Stammes in M9-
Medium angefertigt. Die Vorkulturen wurden bei 180 rpm inkubiert (Infors, #103077). Die
Inkubationszeit der Vorkulturen betrug generell etwa 24 h (~ 16 h bei 37 °C, danach 28 °C).



Material und Methoden 39

Abweichend hiervon betrug die Inkubationszeit einer Vorkultur von E. coli ATCC35218 in
M9-Medium etwa 48 h (37 °C).

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Vorkultur des Screeningstammes auf eine
Zelldichte von McFarland 1 eingestellt. Hiervon ausgehend wurde generell eine 1:15000-
Verdiinnung in MH-Medium angefertigt. Abweichend hiervon wurde eine 1:600-
Verdiinnung in M9-Medium vorgenommen, wenn E. coli ATCC35218 in M9-Medium
getestet wurde.

Von dieser verdiinnten Zellsuspension wurden je 100 pL/well (96-well-Platten) bzw.
20 uL/well (384-well-Platten) auf die Testplatten verteilt. Dies erfolgte mithilfe eines
Multidrop-Dispensers (Thermo Scientific, #5840150) oder eines WellMate-Dispensers
(Matrix Technologies). Die Mikrotiterplatten wurden in einem Feuchtrauminkubator
(Kiihner, ISF-4-W) bei 180 rpm und einer Luftfeuchtigkeit von 80 % inkubiert. Die
Inkubationszeit betrug fiir E. coli ATCC35218 in M9-Medium zwei Tage, alle weiteren
Testplatten wurden fiir 18 h + 2 h inkubiert.

Nach der Inkubation erfolgte eine Messung der Absorption bei 590 nm mit einem FLUOstar
Omega-Mikrotiterplatten-Lesegerdt (BMG Labtech). Die prozentuale Inhibition wurde

folgendermallen berechnet:

Inhibition (%) = 100 % [1 — (AUprobe — AUniedrig) / (AUhoch— AUniedrig)]

AUpope = Absorptionseinheiten Probe (Medium + Zellen + Extrakt)

AU icdrig (bei 96-well-Platten) = Absorptionseinheiten Kontrolle 1 (Medium + Zellen + 16 pg/mL Gentamycin)
AUnicarig (bei 384-well-Platten) = Absorptionseinheiten Kontrolle 1 (Medium)

AUpech = Absorptionseinheiten Kontrolle 2 (Medium + Zellen)

Wenn nicht anders angegeben, wurden wells mit einer prozentualen Inhibition von > 80 %

als aktiv bewertet.

3.7.3 BacTiter-Glo™-Test

Der BacTiter-Glo™-Test (Promega, #G8233) wurde durchgefiihrt, um die antibakterielle
Aktivitit von Kulturextrakten und fraktionierten Kulturextrakten gegen M. smegmatis
ATCC607 zu bestimmen.

Der BacTiter-Glo™-Test wurde im 96-well- bzw. 384-well-Format durchgefiihrt, wenn

Kulturextrakte bzw. fraktionierte Kulturextrakte getestet wurden. Die Belegung der
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Testplatten mit Extrakten erfolgte wie in Abschnitt 3.6 und Abschnitt 3.8.1
(Fraktionierungen) beschrieben.

Auf jede Testplatte wurde als Positivkontrolle eine Isoniazid-Verdiinnungsreihe
(Endkonzentrationen: 64 pg/mL; 32 pg/mL; 16 pg/mL; 8 pg/mL; 4 pg/mL; 2 pg/mL;
1 ug/mL; 0,5 pg/mL) pipettiert.

Als vorbereitender Schritt zur Durchfiilhrung des Tests wurde eine Vorkultur von
M. smegmatis ATCC607 in Brain Heart Infusion Medium mit 1 % (v/v) Tween 80
angeimpft. Die Inkubation der Vorkultur erfolgte fiir 48 h bei 180 rpm und 37 °C (Infors,
#103077). Das weitere Vorgehen (Herstellung der Zellsuspension, Uberschichtung der
Mikrotiterplatten, Inkubation) erfolgte generell wie bei der Durchfiihrung des MTT-Tests
(vgl. Abschnitt 3.7.2). Abweichend hiervon wurde zur Testung von M. smegmatis ATCC607
eine 1:3000 Verdiinnung einer auf McFarland 1 eingestellten Zellsuspension verwendet (in
MH-Medium). Die Testplatten wurden fiir 48 h bei 180 rpm und 37 °C (Infors, #103077)
inkubiert.

Anschliefend wurde BacTiter-Glo™-Reagenz nach Herstellerangaben angesetzt (Promega,
#G8233) und in jedes well der Testplatten pipettiert (50 uL bei 96-well- bzw. 20 pL bei 384-
well-Platten). Nach einer Inkubationszeit von 5 min erfolgte eine Messung der
Lumineszenzintensitdt mit einem LUMIstar Omega-Mikrotiterplatten-Lesegerdt (BMG

Labtech). Die prozentuale Inhibition wurde gemiB folgender Formel bestimmt:

Inhibition (%) =100 x [1 — (RLUProbe - RLUniedrig) / (RLUhoch - RLUniedrig)]
RLUpobe = Relative Lumineszenzeinheiten Probe (Medium + Zellen + Extrakt)

RLUpicarig = Relative Lumineszenzeinheiten Kontrolle 1 (Medium)

RLUioch = Relative Lumineszenzeinheiten Kontrolle 2 (Medium + Zellen)

Wenn nicht anders angegeben, wurden wells mit einer prozentualen Inhibition von > 80 %

als aktiv bewertet.

3.8 Analytik

3.8.1 UPLC-HR-MS- und UPLC-HR-MS/MS-Messungen

Alle ultra performance liquid chromatography (UPLC) Messungen wurden mit einem

Agilent 1290 Infinity LC-System durchgefiihrt. Es wurde die Sédule ACQuity UPLC BEH
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C18 (1,7 pum; 2,1 mm x 100 mm) (Waters, #186002352) verwendet. Die Trennung des
Injektionsvolumens erfolgte mit einen Gradienten aus (A) Wasser + 0,1 % (v/v)
Ameisensdure und (B) Acetonitril + 0,1 % (v/v) Ameisensdure (Tabelle 7) bei einer
Flussrate von 600 pL/min und einer Sdulenofentemperatur von 40 °C.

Vor dem Eintreten in das Massenspektrometer maXis II (Bruker Daltronics) wurde der
UPLC-Fluss 1:10 gespalten. Elektrospray-lonisierung (ESI) diente als Ionisierungs-
Methode. Bei der Durchfiihrung von UPLC-HR-MS/MS-Messungen (HR-MS/MS = high
resolution tandem mass spectrometry) wurde Stickstoff als Kollisionsgas und eine
Kollisionsenergie von 28-35,05 eV eingesetzt. Massenspektren wurden in einem Bereich
von m/z 50-2000 aufgenommen.

Zur Durchfiihrung von Fraktionierungen wurden 2 pL bzw. 5 pL Injektionsvolumen in die
UPLC injiziert. 1 Volumenanteil wurde in das Massenspektrometer geleitet (HR-MS/MS-
Messung), die verbliebenen 9 Volumenanteile wurden mithilfe eines spezialgefertigten
WFRACS-Fraktionssammlers (Zinsser Analytics) in 384-well-Platten fraktioniert. Pro
Injektion wurden 159 Fraktionen gesammelt (Retentionszeitfenster: 0-22 min,
~ 8,2 s/Fraktion). Durch einen MTT-Test oder BacTiter-Glo™-Test (Abschnitt 3.7) wurde
untersucht, welche der Fraktionen eine antibakterielle Aktivitit aufweisen. Die
Dereplikation der Verbindungen in den aktiven Fraktionen basierte auf einem Abgleich der
UPLC-HR-MS/MS-Daten mit einer hausinternen Reinsubstanz-UPLC-HR-MS/MS-
Datenbank.

Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die relative Quantifizierung einzelner
Sekundirmetabolite in Kultur-Extrakten eines Stammes durch einen Vergleich der
integrierten Peakflachen in extrahierten Ionen-Chromatogrammen von UPLC-HR-MS-
Messungen (Summe der extrahierten Ionen-Chromatogramme bei m/z [M+H]" und
m/z [M+Na]" (Molekiilionenpeak)). War dieses Vorgehen aufgrund des Erreichens der
Detektor-Sattigung nicht moglich, erfolgte die relative Quantifizierung auf Basis der
Peakfldchen in extrahierten Ionen-Chromatogrammen bei m/z [M+H]" (Isotopenpeak mit
zweithochster Intensitdt [M+1]") oder auf Basis der Peakflichen in UV-Chromatogrammen
(Wellenldnge = Absorptionsmaximum der Substanz).

Fiir die Auswertung von UPLC-HR-MS/(MS)-Rohdaten wurde DataAnalysis (Version 4.4,
Bruker Daltonik GmbH) verwendet. Die Vorhersage von Molekiilformeln detektierter
Substanzen anhand von UPLC-HR-MS-Daten erfolgte mithilfe der SmartFormula-Funktion

von DataAnalysis.
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Tabelle 7: Verwendeter Losungsmittelgradient fiir UPLC-Messungen.

Zeit (min) Eluent A (%) Eluent B (%)
(Wasser + 0,1 % (v/v) Ameisensiure) (Acetonitril + 0,1 % (v/v) Ameisensiure)
0 95 5
0,3 95 5
18,0 4,75 95,25
18,1 0 100
22,5 0 100
22,6 95 5
25,0 95 5

3.8.2 Metabolomanalyse

Die Durchfiihrung von Metabolomanalysen erfolgte ausgehend von den Rohdaten
durchgefiihrter UPLC-HR-MS-Messungen (vgl. Abschnitt 3.8.1). Die Rohdaten wurden
unter Verwendung von DataAnalysis (Version 4.4, Bruker Daltonik GmbH) prozessiert.
Dies umfasste die Rekalibrierung der Daten und die Erstellung einer molecular feature list
mithilfe des Find Molecular Features Algorithmus. In der molecular feature list wurden alle
Ionen, die einer Substanz zugeordnet werden konnten, zusammengefasst (z. B. gewohnliche
Addukte, Isotope, verschiedene Ladungszustdnde).

Die molecular feature list wurde zur Erstellung einer Bucket-Liste eingesetzt. Buckets sind
Retentionszeit-Masse/Ladung-Paare, denen eine Signalintensitit zugeordnet wird. Die
Bucketerstellung (advanced bucketing) erfolgte mit ProfileAnalysis (Version 2.3, Bruker
Daltonik GmbH). Folgende Parameter wurden verwendet: ART = 20 s, Am/z = 0,02 Da,
Intensitdtsschwellenwert = 1000 counts per second und Signal-Rausch-Verhiltnis = 10:1.
Die Bucket-Liste war Ausgangspunkt fiir die Durchfithrung einer principal component
analysis (PCA) mithilfe des Programms MetaboScape (Version 3.0, Bruker Daltonik
GmbH). Bei der PCA wurde keine Skalierung durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Anwendbarkeit der PacBio SMRT-Technologie zur
Charakterisierung einer industriellen Stammsammlung anhand

von 16S-ITS-Sequenzen

Um zu tberpriifen, ob die Sequenzierung von 16S-ITS-Amplifikaten mithilfe der PacBio
SMRT-Sequenzierungstechnologie eine geeignete Methode zur Charakterisierung einer
industriellen bakteriellen Stammsammlung darstellt, wurde ein Pilotprojekt mit 95
Bakterienkulturen durchgefiihrt. Die ausgewihlten Bakterienkulturen setzten sich aus
Actinobakterien mit bekannter Identitit (DSMZ-/ATCC-Stamme) und Bakterien
unbekannter Identitdt (Umweltisolate) zusammen.

Durch zwei konsekutive PCR-Reaktionen wurden ausgehend von genomischer DNA der
Bakterienkulturen 16S-ITS-Amplifikate generiert, die durch einen probenspezifischen
Barcode markiert waren. Die 16S-ITS-Amplifikate aller 96 Proben (Amplifikate von 95
Kulturen + 1 PCR-Negativkontrolle) wurden aquimolar gepoolt und fiir die [library-
Erstellung eingesetzt. Die Sequenzierung erfolgte in einer einzigen PacBio SMRT Cell.
Polymerase reads, die mindestens drei subreads umfassten, wurden zur Erstellung von
circular consensus sequences (CCS) verwendet. Dies resultierte in einer Gesamtanzahl von

25.465 CCS. Die mittlere CCS-Lénge pro Probe lag bei 2167 bp (o = 100).

4.1.1 Qualitéitsfilterung der circular consensus sequences

CCS, die eine geringe Qualitdt aufwiesen, sollten bioinformatisch durch zwei von PacBio
zur Verfiigung gestellte Skripte aus dem Datensatz entfernt werden. Die Skripte umfassten

folgende sukzessiv durchgefiihrte Filterschritte:

Filterschritt 1:
Entfernen von Sequenzen mit einer Léinge auBerhalb von 1401-2599 bp;
Aussortieren von Sequenzen, in denen die verwendeten PCR-Primer nicht mit
ausreichender Genauigkeit detektiert wurden.

Filterschritt 2:

Entfernen von Sequenzen mit einem hohen theoretischen Fehler.



Ergebnisse 44

Filterschritt 3:

Entfernen von Sequenzen, die nur einmal detektiert wurden.

Sequenzen, die diese Filterkriterien erfiillten, wurden zur Erstellung von operational
taxonomic units (OTUs) verwendet. Die Filterparameter ,,minScore* und ,,expected error
sind Stellschrauben fiir die Strenge der Filterbedingungen. Der Parameter ,,minScore*
(enthalten in Filterschritt 1) ist ein MaB fiir die Genauigkeit, mit der die verwendeten PCR-
Primer in einer Sequenz detektiert werden miissen. Der Parameter ,.expected error
(enthalten in Filterschritt 2) beschreibt, wie hoch die mindestens zu erwartende
Sequenzgenauigkeit ist. Um geeignete Filterbedingungen fiir die Auswertung des
Datensatzes zu definieren, wurde in einem ersten Schritt getestet, welche Parameterwerte
einen guten Kompromiss zwischen erwarteter Sequenzqualitit und auswertbarer Probenzahl
darstellen. Je strenger die Filterbedingungen gewdhlt werden, desto geringer ist die Gefahr,
dass qualitativ schlechte Sequenzen den Filter passieren. Andererseits hat die Wahl strenger
Filterbedingungen den Nachteil, dass die Anzahl jener Proben steigt, die aufgrund einer
unzureichenden Anzahl sehr hochqualitativer Sequenzen nicht auswertbar sind.

Fiir den Parameter minScore wurden die Werte 80 (hdchste Stringenz), 75 und 70 getestet.
Waurde in Filterschritt 1 eine sehr hohe Primerqualitit gefordert (minScore = 80), konnten
fiir 31-38 % der Proben (je nach expected error in Filterschritt 2) keine OTUs bestimmt
werden. Eine Absenkung der geforderten Primerqualitit (minScore = 75) fiihrte zu einer
deutlichen Abnahme der Proben ohne OTUs auf 7-15 %. Eine weitere Absenkung der
geforderten Primerqualitdt (minScore = 70) erbrachte keinen Verdnderungen gegeniiber
minScore = 75 (Abbildung 9). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein minScore von
75 fur die Auswertung des Datensatzes ausgewdhlt.

Eine weitere Absenkung der Probenzahl ohne OTUs wurde erreicht, wenn der Wert fiir den
Parameter expected error in Filterschritt 2 bei gleichbleibender Primerqualitdt (minScore =
75) variiert wurde. Es wurden die Parameterwerte 3, 1 und 0,5 analysiert; dies entspricht
einer zu erwartenden Sequenzgenauigkeit von mindestens 97 %, 99 % bzw. 99,5 %.

Bei einem Parameterwert von 0,5 bzw. 1 bzw. 3 betrug der Anteil an Proben ohne OTUs
15 % bzw. 11 % bzw. 7 % der Gesamtprobenzahl (Abbildung 9). Fiir die weitere Analyse
wurde ein expected error von 3 festgelegt, was einer vorhergesagten Sequenzgenauigkeit

von mindestens 97 % entspricht.
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Abbildung 9: Qualititsfilterung von circular consensus sequences (CCS). Es wurde getestet, wie sich unterschiedliche
Werte fiir die Filterparameter ,,minScore* und ,,expected error auf die Anzahl nicht auswertbarer Proben (Proben ohne
OTUs) auswirken. Fiir den Parameter minScore (Filterschritt 1) wurden die Werte 80 (hdchste Stringenz), 75 und 70
getestet. Fiir den Parameter ,,expected error (Filterschritt 2) wurden die Werte 0,5/1/3 analysiert. Die Abbildung zeigt
den Anteil an Proben ohne OTUs (%) nach Durchfithrung beider Filterschritte. weil/grau/schwarz: expected error =
0,5/1/3. minS: minScore. Es traten deutlich weniger Proben ohne OTUs auf, wenn minScore = 75 statt minScore = 80

verwendet wurde; eine weitere Absenkung auf minScore = 70 fithrte zu keiner Verbesserung. Die Erhohung der Werte fiir
den Parameter expected error von 0,5 zu 1 bzw. 3 fiihrte zu einer weiteren Verringerung der Probenzahl ohne OTUs.

4.1.2 Die generierten 16S-ITS-OTUs wiesen eine hohe Sequenzgenauigkeit auf

Unter den sequenzierten Proben befanden sich 16S-ITS-Amplifikate der vier Genom-
sequenzierten Stimme Streptomyces griseochromogenes ATCC14511, Streptomyces
venezuelae ATCC15439, Streptomyces lincolnensis DSM40355 und Actinosynnema mirum
ATCC29888. Die 16S-ITS-Amplifikate dieser Proben wurden im Triplikat sequenziert.
Anhand eines Abgleichs der Genom-annotierten 16S-ITS-Regionen mit den 16S-ITS-OTUs
sollte eine Abschidtzung gemacht werden, ob unter den gewihlten Filterbedingungen
(minScore = 75 und expected error =3) 16S-ITS-OTUs generiert wurden, die eine hohe
Sequenzgenauigkeit aufweisen und die unterschiedlichen 16S-ITS-Regionen auf dem
Genom widerspiegeln.

Die 16S-ITS-OTUs der Genom-sequenzierten Stimme hatten eine durchschnittliche
Sequenzlinge von 1918 bp (o = 15). Mit einer relativ konstanten GréBe des 16S-rRNA-Gens
von etwa 1550 bp (Clarridge, 2004) ergibt sich hieraus eine mittlere ITS-Lange von etwa
360 bp. Zur Uberpriifung der Sequenziibereinstimmung der 16S-ITS-OTUs mit den Genom-
annotierten 16S-ITS-Regionen wurde ein BLAST durchgefiihrt, bei dem die
Genomsequenzen der Stdmme als Datenbank dienten. Die 16S-ITS-OTUs zeigten eine

paarweise Identitdt von 99,8-100 % zu jeweils mindestens einer Genom-annotierten 16S-
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ITS-Region (Abbildung 10). Hieraus ldsst sich ableiten, dass die 16S-ITS-OTUs unter den

gewihlten Filterbedingungen eine hohe Sequenzgenauigkeit hatten.
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Abbildung 10: Uberpriifung der Ubereinstimmung generierter 16S-ITS-OTUs mit Genom-annotierten 16S-ITS-
Regionen. Unter den sequenzierten Proben befanden sich 16S-ITS-Amplifikate von vier Genom-sequenzierten Stimmen.
Ein Abgleich der PacBio 16S-ITS-OTUs dieser Stimme mit Genom-annotierten 16S-ITS-Regionen sollte Aufschluss iiber
die Sequenzgenauigkeit der OTUs geben. Hierzu wurden die PacBio 16S-ITS-OTUs durch einen BLAST mit den Genom-
annotierten 16S-ITS-Regionen verglichen. In den Abbildungen (A-D) ist dargestellt, wie viele 16S-ITS-OTUs fiir die
jeweilige Probe generiert wurden (pro Stamm drei Replikate) und ob die OTUs eine hohe Ubereinstimmung mit den 16S-
ITS-Regionen auf dem jeweiligen Genom zeigten (ein Pfeil kennzeichnet eine paarweise Identitdt von 99,8-100 %).
Beispiel: Im Genom von A. mirum (D) sind fiinf 16S-ITS-Regionen annotiert (Region 1-5). Aus Replikat 2 und 3 der 16S-
ITS-Sequenzierung gingen jeweils drei 16S-ITS-OTUs hervor (OTU1-OTU3), aus Replikat 1 der Sequenzierung hingegen
nur zwei OTUs (OTU1, OTU2). Beispielsweise zeigten OTU2 von Replikat 2 sowie OTU3 von Replikat 3 im lokalen
alignment mit dem Genom von A. mirum eine paarweise Identitit von 99,8-100 % zu 16S-ITS-Region 5. Der Abgleich der
16S-ITS-OTUs erfolgte mit Genomen von S. griseochromogenes ATCC14511 (NZ_CP016279.1) (A), S. venezuelae
ATCC15439 (NZ_LN881739) (B), S. lincolnensis DSM40355 (NZ_CP016438.1) (C) und A. mirum ATCC29888
(NC_013093.1) (D). Alle 16S-ITS-OTUs hatten zu mindestens einer 16S-ITS-Region eine paarweise Identitit von 99,8-
100 %. Bei (B), (C) und (D) traten Abweichungen unter den Replikaten hinsichtlich der Anzahl an OTUs auf. Nicht alle in
einem Genom annotierten 16S-ITS-Regionen unterschieden sich deutlich in ihrer Sequenz. Sehr dhnliche oder identische

16S-ITS-Regionen (> 99,3 % Identitit im multiplen alignment) wurden als eine 16S-1TS-Variante (V1/V2/V3 = Variante
1/Variante 2/Variante 3) definiert.
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4.1.3 Hinweise auf eine zu geringe Anzahl hochqualitativer Sequenzen pro Probe

In den Genomen der vier oben genannten Genom-sequenzierten Stidmme sind sechs
(S. griseochromogenes, S. lincolnensis), sieben (S. venezuelae) bzw. fiinf (A. mirum) 16S-
ITS-Regionen annotiert. Nicht alle in einem Genom annotierten 16S-ITS-Regionen
unterschieden sich deutlich in ihrer Sequenz. Sehr dhnliche oder identische 16S-ITS-
Regionen (> 99,3 % Identitdt im multiplen alignment) werden im Folgenden als eine 16S-
ITS-Variante bezeichnet.

S. griseochromogenes hatte zweli, alle anderen Stimme hatten drei unterschiedliche 16S-
ITS-Varianten. Im Falle von S. griseochromogenes stimmte die Anzahl Genom-annotierter
16S-1TS-Varianten in allen Replikaten genau mit der Anzahl an generierten 16S-ITS-OTUs
iberein. Bei S. lincolnensis, S. venezuelae und A. mirum fehlte in einigen der drei Replikate
ein 16S-ITS-OTU, um alle 16S-ITS-Varianten auf dem Genom abzubilden (Abbildung 10).
Die nicht reprisentierten 16S-ITS-Varianten setzten sich aus nur einer 16S-ITS-Region
zusammen (Abbildung 10). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Anzahl hochqualitativer
Sequenzen pro Probe insgesamt zu niedrig war, um zuverlédssig auch 16S-ITS-OTUs zu 16S-
ITS-Varianten mit geringer Kopienzahl im Genom zu generieren.

Unter den gewdhlten Filterbedingungen (minScore = 75, expected error = 3) konnten fiir 7
der 96 sequenzierten Proben keine 16S-ITS-OTUs generiert werden. Vergleicht man die
Anzahl ungefilterter circular consensus sequences (CCS) in der Gesamtheit aller Proben und
in den Proben ohne OTUs, so fillt auf, dass Proben ohne OTUs eine unterdurchschnittliche
Anzahl an CCS hatten. Der CCS-Mittelwert lag in der Gesamtprobenzahl bei 265 Sequenzen
pro Probe (¢ = 85); hingegen war der Mittelwert der CCS in den 7 Proben ohne OTUs mit
131 (6 = 22) CCS nur etwa halb so groB. Von den 96 sequenzierten Proben hatten 13 Proben
eine CCS-Anzahl von < 150. Unter den 13 Proben mit < 150 CCS befanden sich 6 der 7
Proben ohne OTUs (Abbildung 11). Eine wahrscheinliche Ursache fiir das Vorliegen von
Proben mit einer unterdurchschnittlichen CCS-Anzahl sind Abweichungen beim
dquimolaren Poolen der einzelnen Proben vor der Sequenzierung. Dass wahrscheinlich
geringe Abweichungen beim Poolen dazu flihrten, dass fiir einige Proben keine 16S-ITS-
OTUs gebildet werden konnten, ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Anzahl

hochqualitativer Sequenzen pro Probe als zu gering eingestuft werden muss.
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Abbildung 11: Anzahl circular consensus sequences (CCS) pro Probe. Die 16S-ITS-Amplifikate aller 96 Proben wurden
gepoolt und in einer SMRT Cell sequenziert. Aus den Rohdaten wurden circular consensus sequences (CCS) gebildet. Der
CCS-Mittelwert pro Probe lag (vor der Qualititsfilterung) bei 265 (o = 85); 13 Proben hatten eine CCS-Anzahl von < 150.

4.1.4 Stammidentifizierung iiber 16S-rDNA-Sequenzen

Die generierten 16S-ITS-OTUs umfassten nahezu vollstdndige 16S-rDNA-Sequenzen. Zur
Identifizierung der phylogenetischen Zugehorigkeit der Stimme wurden die 16S-rDNA-
Sequenzen in  silico  extrahiert und  mit 16S-rDNA-Sequenzen  der
SILVA 123.1 SSUParc_tax-Datenbank abgeglichen.

Die Identitdit von 56 Proben war bekannt, da die entsprechenden Stimme aus einer
offentlichen Stammsammlung (ATCC oder DSMZ) stammten. In Ubereinstimmung mit den
Spezifikationen der DSMZ/ATCC konnten anhand ihrer 16S-rDNA-Sequenzen 38 bzw. drei
Proben dem Genus Streptomyces bzw. Actinosynnema zugeordnet werden (Anhang, Tabelle
11). EIf Proben lieBen sich als kontaminiert einordnen. Dies liel sich an der Detektion
unterschiedlicher Genera in den jeweiligen Proben festmachen. Die PCR-Negativkontrolle
und vier weitere Proben enthielten 16S-rDNA-Sequenzen von Shewanella sp., die
wahrscheinlich ihren Ursprung in Kontaminationen von Plastikmaterialien oder Reagenzien
hatten (Anhang, Tabelle 11).

Bei weiteren 32 Proben handelte es sich um Umweltisolate unbekannter Identitédt. Es wurden
Rein- und Co-Kulturen erwartet. Sechs der Proben konnten als Co-Kulturen identifiziert
werden, da gemél 16S-rDNA-Sequenzen mehr als ein Genus in den Proben vorlag. In den
Umweltisolaten wurden insgesamt 17 verschiedene Genera identifiziert, wobei die Genera
Sphingomonas, Bacillus und Nocardioides gehauft auftraten (Anhang, Tabelle 11).

Fir sieben Proben konnten keine 16S-ITS-OTUs bestimmt werden, sodass keine

Stammidentifizierung moglich war (Anhang, Tabelle 11).
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4.1.5 Erkennung von Stammduplikaten im Genus Streptomyces anhand von 16S-1TS-

Sequenzen

Ein groBer Anteil der Sanofi-Stammsammlung besteht aus Stimmen des Genus
Streptomyces. Im Genus Streptomyces ist die Variabilitit von 16S-rDNA-Sequenzen oft
nicht hinreichend hoch, um die Unterscheidung verschiedener Spezies zu ermdglichen
(Kédmpfer, 2012). Studien von Lanoot et al. (2005) und Hain et al. (1997) deuten darauf hin,
dass die Sequenzierung von 16S-ITS-Regionen eine bessere Inter- und Intra-Spezies-
Differenzierung im Genus Streptomyces ermdglichen konnten. Exemplarisch sollte
tiberpriift werden, ob die generierten 16S-ITS-OTUs geeignet wiren, um Stammduplikate
im Genus Streptomyces zu identifizieren.

Wenn 16S-ITS-Sequenzen genutzt werden sollen, um Stammduplikate zu erkennen, sollten
identische Stdmme hinsichtlich ihrer 16S-ITS-OTUs iibereinstimmen. Wie in Abschnitt
4.1.2 beschrieben, wurden die 16S-ITS-Amplifikate von vier Genom-sequenzierten
Stammen als Triplikat sequenziert. Die Sequenzierungsergebnisse dieser Stimme konnen
somit als Beispiel fiir jeweils drei identische Stamme gewertet werden. Wie zuvor
beschrieben, zeigten die 16S-ITS-OTUs aller Replikate eine sehr gute
Sequenziibereinstimmung mit den Genom-annotierten 16S-ITS-Regionen. Jedoch wich die
Anzahl unterschiedlicher 16S-ITS-OTUs in einigen Replikaten voneinander ab (vgl.
Abschnitt 4.1.3). Fiir den gesamten Datensatz bedeutet dies, dass identische Stimme nicht
zwangsldufig eine gleiche Anzahl an 16S-ITS-OTUs aufweisen. Hierdurch wird die
Erkennung von Stammduplikaten erschwert.

Ein zweites wichtiges Kriterium fiir die Erkennung von Stammduplikaten ist, dass Stimme,
die nicht identisch sind, sich hinsichtlich ihrer 16S-ITS-OTUs unterscheiden.
Der Datensatz umfasste einige Streptomyces-Stimme verschiedener Spezies, die sich allein
anhand ihrer 16S-rDNA-Sequenzen nicht differenzieren lieBen. Im 16S-rDNA alignment
wurde innerhalb der folgenden Stammgruppen eine paarweise Identitdt von 99,2-100 %
berechnet: Gruppe 1: Streptomyces albus DSM40652, Streptomyces olivoviridis DSM40211
und Streptomyces griseus ATCC15395, Gruppe 2: Streptomyces chattanoogensis
DSM40002 und Streptomyces hygroscopicus ATCC21705, Gruppe 3: Streptomyces
lavendulae DSM40069 und Streptomyces nojiriensis ATCC29781 und Gruppe 4:
S. aureofaciens ATCC10762 und S. avellaneus DSM40554 (Abbildung 12).

Anders als die 16S-rDNA-Sequenzen zeigten die 16S-ITS-OTUs im Falle von Gruppe 1-3
deutlich, dass es sich nicht um Stammduplikate handelte. Innerhalb der drei Gruppen wurde

im alignment der 16S-ITS-OTUs in keinem Fall eine hohere paarweise Identitit als 98,1 %
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berechnet. In Gruppe 4 (S. aureofaciens ATCC10762 und S. avellaneus DSM40554) wire
jedoch auch anhand eines Vergleichs der 16S-ITS-OTUs keine eindeutige Unterscheidung
beider Stimme mdglich gewesen. Jeweils ein 16S-ITS-OTU beider Stimme zeigte im
alignment eine hundertprozentige paarweise Identitét. Dass fiir S. aureofaciens zwei und fiir
S. avellaneus nur ein OTU generiert wurde, kann aus oben erlduterten Griinden nicht als
hinreichendes Unterscheidungsmerkmal angesehen werden. Lanoot et al. (2004) stellten auf
Basis der Ergebnisse von BOX-Fingerprints die Vermutung auf, dass es sich bei
S. aureofaciens und S. avellaneus um synonyme Speziesnamen handelt. Insgesamt deuteten
die Daten somit darauf hin, dass 16S-ITS-Sequenzen fiir die Differenzierung nah verwandter
Streptomyces Spezies eingesetzt werden konnten.

Der 16S-ITS-Datensatz umfasste auBlerdem verschiedene Stimme einer Streptomyces
Spezies. Anhand dieser Daten sollte exemplarisch iiberpriift werden, ob mithilfe der 16S-
ITS-OTUs eine Differenzierung von Streptomyces-Stimmen auf Subspezies-Niveau
moglich ist. Zu den ausgewihlten Stdimmen gehorten drei Stimme der Spezies Streptomyces
coelicolor (DSM40233, DSM40675, DSM40681), zwei Streptomyces-fradiae-Stimme
(ATCC10745, ATCC21401) sowie zwei Stamme der Spezies Streptomyces lavendulae
(DSM40069, ATCC11924). Von allen Stimmen gleicher Spezies wurden die 16S-rDNA-
Sequenzen bzw. die 16S-ITS-OTUs durch ein alignment verglichen. Die 16S-rDNA-
Sequenzen der Stimme gleicher Spezies wiesen im alignment eine hohe Ahnlichkeit auf
(99,4-100 % paarweise Identitit) (Abbildung 13). Anhand der 16S-ITS-OTUs konnte einer
der drei S. coelicolor-Stamme (DSM40233) als deutlich unterschiedlich zu den beiden
anderen S. coelicolor-Stimmen (DSM40675, DSM40681) eingestuft werden. Die
S. coelicolor-Stimme DSM40675 und DSM40681 hatten zwei sehr dhnliche 16S-ITS-OTUs
mit einer paarweisen Identitit von 99,3-99.9 %, sodass keine eindeutige Unterscheidung der
Stimme moglich war. Die 16S-ITS-OTUs der S. lavendulae-Stimme DSM40069 und
ATCC11924 wichen mit einer maximalen paarweisen Identitit von 97 % deutlich
voneinander ab. Bei den S. fradiae-Stimmen ATCC10745 und ATCC21401 war eines der
16S-ITS-OTUs beider Stimme identisch. Die weiteren OTUs wiirden jedoch eine deutliche
Unterscheidung der Stimme zulassen.

Zusammenfassend ermdglichten die analysierten 16S-ITS-OTUs héufig, aber nicht in jedem

Fall, die Erkennung von Stammduplikaten im Genus Streptomyces.
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(A) Vergleich 16S-rDNA-Sequenzen (S. albus, S. olivoviridis, S. griseus)

S.albus  S.albus  S.albus |S.olivo.  S.olivo. S.olivo. |S. griseus
OTUI OTU3 OTU4 OTUI OTU2 OTU3 OTU1
S. albus OTU1 @ 999 @999 @ 95 @ 995 @ 99,5 @ 99,9
S.albus OTU3  |@ 999 @100 [@94 @994 D994 D998
S.albus OTU4 (@ 99,9 @ 100 D94 D994 @94 D98
S.olivo. OTUL  |@ 99,5 @994 D 994 @ 100 @ 100 D 99,4
S.olivo. OTU2  |@ 99,5 @94 D994 D 100 @ 100 D 994
S. olivo. OTU3 @ 99,5 @994 @994 |@ 100 @ 100 D 994
S. griseus OTUL |@ 99,9 @ 99,8 @ 99,8 D 994 D 94 @ 994
(B) Vergleich 16S-ITS-Sequenzen (S. albus, S. olivoviridis, S. griseus)
S.albus  S.albus  S.albus |S.olivo.  S.olivo. S.olivo. |S. griseus
OTUI OTU3 OTU4 OTUI OTU2 OTU3 OTU1
S. albus OTU1 984 (987 97,1 96,6 913 96,6
S. albus OTU3 98,4 97,9 98,2 97,4 97 97,6
S. albus OTU4 0 98,7 97,9 96,4 974 96,8 95,9
S. olivo. OTU1 97.1 98,2 96,4 98,1 98,3 97,6
S. olivo. OTU2 96,6 97.4 974 98,1 97,6 96,7
S. olivo. OTU3 973 97 96,8 98,3 97,6 96,8
S. griseus OTU1 96,6 97,6 959 97,6 96,7 96,8

(C) Vergleich 16S-rDNA-Sequenzen (S. chattanoogensis, S. hygroscopicus)

S. chatt.  S.chatt. |S. hygro. S. hygro.
OTU1 OoTU2 OTU1 OoTUu2
S. chatt. OTUI @ 100 D 99,2 @ 99,2
S. chatt. OTU2  |@ 100 @ 99,2 @ 99,2
S. hygro. OTU1  |@ 99,2 @ 99,2 @ 999
S. hygro. OTU2 |@& 99,2 @ 99,2 D 99,9

(D) Vergleich 16S-ITS-Sequenzen (S. chattanoogensis, S. hygroscopicus)

S.chatt.  S.chatt. |S. hygro. S. hygro.
OTU1 OoTU2 OTU1 OoTU2
S. chatt. OTU1 96,4 97,7 97,6
S. chatt. OTU2 96,4 96,3 95,5
S. hygro. OTU1 97,7 96,3 98
S. hygro. OTU2 97,6 95,5 98

Abbildung 12: Differenzierung von Streptomyces-Stimmen unterschiedlicher Spezies. Unter den sequenzierten Proben
befanden sich 16S-ITS-Amplifikate von Streptomyces-Stimmen unterschiedlicher Spezies, die sich anhand ihrer 16S-
rDNA-Sequenzen nicht unterscheiden lieen. Es sollte tiberpriift werden, ob die 16S-ITS-OTUs zur Differenzierung dieser
Staimme herangezogen werden konnen. Gezeigt sind die Ergebnisse multipler alignments der 16S-ITS-OTUs (B, D, F, H)
sowie multiple alignments der in silico aus den 16S-ITS-OTUs extrahierten 16S-rDNA-Sequenzen (A, C, E, G). Die Zahlen
geben die paarweise Identitit (%) der Sequenzen zueinander an. S. albus = S. albus DSM40652, S. olivo. = S. olivoviridis
DSM40211, S griseus = S. griseus ATCC15395, S. chatt. = S. chattanoogensis DSM40002, S. hygro. = S. hygroscopicus
ATCC21705, S. laven. = S. lavendulae DSM40069, S. nojir. = S. nojiriensis ATCC29781, S. aureo. = S. aureofaciens
ATCC10762, S. avell. = S. avellaneus DSM40554. Die Kreise kennzeichnen paarweise Identititen von >99 % (rot),
<99 % und > 98,5 % (gelb) sowie < 98,5 % (grau). 16S: 16S rDNA. Eine Unterscheidung von S. albus, S. olivoviridis und
S. griseus bzw. S. chattanoogensis und S. hygroscopicus bzw. S. lavendulae und S. nojiriensis war mithilfe der 16S-ITS-
OTUs moglich. S. aureofaciens und S. avellaneus liefen sich auch anhand der 16S-ITS-OTUs nicht unterscheiden.
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(E) Vergleich 16S-rDNA-Sequenzen (S. lavendulae, S. nojiriensis)

S.laven.  S.laven. |S.nojir.  S.nojir. S. nojir.

OTU1 OTU2 OTUI OTU2 OTU3
S. laven. OTU1 @ 999 @ 99,9 @ 99 @ 99,9
S. laven. OTU2  |@ 99,9 D 99,9 @ 999 @ 999
S. nojir. OTUL D 99,9 @ 999 @ 100 @ 100
S. nojir. OTU2  |@ 99,9 @ 999 @ 100 @ 100
S. nojir. OTU3  |@ 99,9 @ 99,9 @ 100 @ 100

(F) Vergleich 16S-ITS-Sequenzen (S. lavendulae, S. nojiriensis)

S. laven.  S.laven. |S.nojir.  S.nojir. S. nojir.

OTU1 OTU2 OTU1 OTU2 OTU3
S. laven. OTUI 2 98,7 96,2 96,7 96,5
S. laven. OTU2 |2 98,7 95,9 96,7 97,1
S. nojir. OTU1 96,2 95,9 97,7 96,9
S. nojir. OTU2 96,7 96,7 917 97.5
S. nojir. OTU3 96,5 97,1 96,9 97,5

(G) Vergleich 16S-rDNA-Sequenzen (S. aureofaciens, S. avellaneus)

S. aureo. S. aureo. |S. avell.
OTU1 OTU2 OTU1
S. aureo. OTU1 i@ 99,7 @ 100
S. aureo. OTU2 |[@ 99,7 2 99,7
S. avell. OTUI D 100 @ 99,7

(H) Vergleich 16S-ITS-Sequenzen (S. aureofaciens, S. avellaneus)

S. aureo. S.aureo. |S.avell.

OTU1 OTU2 OTU1

S. aureo. OTU1 98,2 @ 100
S. aureo. OTU2 98,2 98,2
S.avell. OTU1  |@ 100 98,2

Abbildung 12: Fortsetzung.
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(A) Vergleich 16S-rDNA-Sequenzen (S. coelicolor, 3 Stimme)

S.coeli.1 S.coeli.1 |S.coeli.2 S.coeli.2 S.coeli.2 |S.coeli.3 S.coeli.3
OTU1 OTU2 OTU1 OTU2 OTU3 OTU1 OTU2
S. coeli. 1 OTU1 @ 100 2 100 @ 100 @ 100 2 999 @ 999
S.coeli. 10TU2 |[@ 100 @100 @100 @100 [@99 @999
S. coeli.2OTUL |@ 100 @ 100 @ 100 @ 100 2 999 @ 999
S. coeli.20TU2 |& 100 @ 100 2 100 @ 100 2 999 @ 999
S. coeli.20TU3  |[@ 100 @ 100 2 100 @ 100 2 999 @ 999
S. coeli.30TU1 |@ 99,9 @ 999 @ 999 @ 999 @ 999 @ 100
S. coeli.30TU2 |& 99,9 @ 99,9 D 99,9 @ 999 @ 99,9 D 100

(B) Vergleich 16S-ITS-Sequenzen (S. coelicolor, 3 Stimme)

S.coeli.1 S.coeli.1 |S.coeli.2 S.coeli.2 S.coeli.2 |S.coeli.3 8. coeli.3
OTUI 0TU2 OTUI OTU2 OTU3 OTUI OTU2
S. coeli. 1 OTUI 98,4 97,9 97,2 96,3 96,6 97,2
S. coeli. 1 OTU2 98,4 0989 (986 97,8 973 98,6
S. coeli.2 OTU1 97,9 989 2 988 98,3 984 (0987
S. coeli.2 OTU2 972 (986 | 988 98,4 984 @ 999
S. coeli.2 OTU3 96,3 97,8 98,3 98,4 @ 99,3 98,3
S. coeli. 30TUI 96,6 97,3 98,4 984 @ 993 98,4
S. coeli.3 OTU2 972 986 [220987 @ 999 98,3 98,4

(C) Vergleich 16S-rDNA-Sequenzen (S. fradiae, 2 Stimme)

S.fradi.1 S.fradi.1 S.fradi.1 |S.fradi.2 . fradi.?2
OTU1 OTU2 OTU3 OTU1 OTU2

S. fradi. 1 OTU1 @100 @100 |[@100 @ 100
S. fradi.10TU2 |[@ 100 @100 @100 @ 100
S.fradi.10TU3 |[@ 100 @ 100 @ 100 @ 100
S. fradi.2 OTU1 |@ 100 @ 100 @ 100 @ 100

S. fradi.2 OTU2  |[@ 100 @ 100 @ 100 @ 100

(D) Vergleich 16S-ITS-Sequenzen (S. fradiae, 2 Stimme)

S.fradi.1 S.fradi.1 S.fradi.1 |S.fradi.2 . fradi.?2
OTU1 OTU2 OTU3 OTU1 OTU2

S. fradi. 1 OTU1 98,1 96,9 @ 100 96,9
S. fradi. 1 OTU2 98,1 ) 9838 98,1 97,6
S. fradi. 1 OTU3 96,9 9838 96,9 1989
S. fradi.2 OTUL  |[@ 100 98,1 96,9 96,9
S. fradi.2 OTU2 96,9 97,6 1989 96,9

Abbildung 13: Differenzierung von Streptomyces-Stammen gleicher Spezies. Unter den sequenzierten Proben befanden
sich 16S-ITS-Amplifikate von Streptomyces-Stdimmen gleicher Spezies, die sich anhand ihrer 16S-rDNA-Sequenzen nicht
differenzieren lieBen. Es wurde iiberpriift, ob die 16S-ITS-OTUs zur Unterscheidung dieser Stimme herangezogen werden
konnen. Gezeigt sind die Ergebnisse multipler alignments der 16S-ITS-OTUs (B, D, F) sowie multiple alignments der in
silico aus den 16S-ITS-OTUs extrahierten 16S-rDNA-Sequenzen (A, C, E). Die Zahlen geben die paarweise Identitéit (%)
der Sequenzen zueinander an. S. coeli. 1 = S. coelicolor DSM40233, S. coeli. 2 = S. coelicolor DSM40675, S. coeli. 3 =
S. coelicolor DSM40681, S. fradi. 1 = S. fradiae ATCC10745, S. fradi. 2 = S. fradiae ATCC21401, S. laven. 1 = S. lavendulae
DSM40069, S. laven. 2 = S. lavendulae ATCC11924. Die Kreise kennzeichnen paarweise Identititen von >99 % (rot),
<99 % und >98,5% (gelb) sowie <98,5 % (grau). Die 16S-ITS-OTUs des S. coelicolor-Stammes DSM40233
unterschieden sich deutlich von den 16S-ITS-OTUs der beiden anderen S. coelicolor-Stimme. Die S. coelicolor-Stimme
DSM40675 und DSM40681 hatten hingegen sehr dhnliche 16S-ITS-OTUs und waren nicht eindeutig unterscheidbar.
S. fradiae ATCC10745 und S. fradiae ATCC21401 hatten zwar eine identische 16S-ITS-OTU, unterschieden sich jedoch
deutlich hinsichtlich der weiteren OTUs. Auch die beiden S. lavendulae-Stimme liefen sich anhand der 16S-ITS-OTUs
unterscheiden.
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(E) Vergleich 16S-rDNA-Sequenzen (S. lavendulae, 2 Stimme)

S. laven.1 S.laven.1 (S. laven.2 S.laven.2

OTUI OTU2 OTUI OTU2
S. laven. 1 OTUI @999 @94 @ 994
S. laven. 1 OTU2 |@ 99,9 D 994 D 994
S.laven.2OTUl |@ 994 @ 994 @ 100

S. laven.2 OTU2 (D 99,4 @ 994 @ 100

(F) Vergleich 16S-ITS-Sequenzen (S. lavendulae, 2 Stimme)

S. laven.1 S.laven.1 (S.laven.2 S.laven.2
OTUl1 OTU2 OTUl OTU2

S. laven. 1 OTUI 2 989 97 95,7
S. laven.10OTU2 | 989 96,3 95,3
S. laven.2 OTU1 97 96,3 98,1
S. laven.2 OTU2 95,7 95,3 98,1

Abbildung 13: Fortsetzung.
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4.2 Bestimmung von Signalmolekiilen, deren Zugabe ins
Wachstumsmedium die Bioaktivitit von Actinobakterien

steigert

4.2.1 Signalmolekiil-induzierte gesteigerte Bioaktivitit von sechs Actinobakterien

In der Literatur wurden Signalmolekiile beschrieben, fiir die ein regulatorischer Einfluss auf
die Sekundirmetabolit-Produktion einzelner Actinobakterien bekannt ist (vgl. Abschnitt
1.4.3). In diesem Projekt sollte getestet werden, welche der Signalmolekiile (oder
funktionell/strukturell verwandte Molekiile) bei Zugabe ins Wachstumsmedium in nicht
wachstumshemmender Konzentration am haufigsten die Bioaktivitit ausgewdhlter
Actinobakterien positiv beeinflussen. Eine erhohte Bioaktivitidt deutet auf die erhohte
Produktion bioaktiver Sekundirmetabolite hin. Zur Durchfiithrung des Projektes wurde
zunichst ein Festphasen-Kultivierungs- und Screening-Verfahren etabliert (Abbildung 14).
Dieses Verfahren umfasste folgende Schritte: 1.) Mithilfe eines Pipettierroboters wurden 23-
24 verschiedene Actinobakterien auf Agarplatten gespottet, die Medium mit
Signalmolekiilen oder Medium ohne Signalmolekiile (Kontrollplatten) enthielten. Die
Platten wurden vier Tage inkubiert. 2.) Die bewachsenen Agarplatten wurden mit Topagar
iiberschichtet, der direkt vor der Uberschichtung mit Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
angeimpft worden war. Nach einer Inkubation der {iberschichteten Platten iiber Nacht
wurden Hemmhofe gegen P. aeruginosa detektiert. Zeigte ein Stamm bei Kultivierung unter
Einfluss eines Signalmolekiils eine antibakterielle Aktivitit, die ohne Zugabe eines
Signalmolekiils nicht detektierbar war, wurde dies als Hinweis auf die gesteigerte
Produktion eines oder mehrerer Sekundidrmetabolite mit anti-P. aeruginosa-Aktivitit
gewertet. P. aeruginosa wurde als Testorganismus ausgewéhlt, da der wirtschaftliche Fokus
der Arbeitsgruppe zum Zeitpunkt der Experimente auf der Auffindung von Verbindungen
mit antibakterieller Aktivitdt gegen Pseudomonaden lag.

Das Festphasen-Kultivierungs- und Screening-Verfahren wurde angewendet, um den
Einfluss von 18 Signalmolekiilen auf die Bioaktivitit von 70 Actinobakterien zu
untersuchen. Die ausgewihlten Signalmolekiile umfassten Verbindungen, die einen
nachgewiesenen Einfluss auf den Sekunddrmetabolismus von Actinobakterien haben und
strukturell/funktionell verwandte Molekiile, fiir die bisher kein Einfluss auf den
Sekunddrmetabolismus gezeigt wurde. Es wurden folgende Signalmolekiile getestet:

Cyclische  Nucleotide (c-di-GMP, c-di-AMP, c¢GMP, cAMP), Siderophore
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(Desferrioxamin B, Desferrioxamin E), Substanzen mit antimikrobieller ~Aktivitét
(Fosfomycin, Vancomycin, Tetracyclin, Rifampicin, Nalidixinsdure, Kanamycin,
Lincomycin, Erythromycin, Penicillin G, Bacitracin, Nisin A) sowie N-Acetyl-D-
glucosamin (GIcNAc) (Tabelle 6). Unter den 70 getesteten Actinobakterien befanden sich
23 Stamme des Genus Streptomyces, 14 Stimme des Genus Actinoplanes, 27 Stimme aus

21 weiteren Genera sowie 6 Stimme ohne Genus-Zuordnung (Tabelle 2).

1) Spotting \

23-24 Stimme 23-24 Stimme Medium
\ + Signalmolekiil - Signalmolekiill ~ + Signalmolekiil

N

Wachstum der Stimme l

/

/ 2) Topagar-Screening

Uberschichten der Agarplat-
ten mit Topagar (angeimpft
mit Screeningstamm)

Inkubation iiber Nacht

el e
Hemmbhof /"’: P ®

\. /

Abbildung 14: Schema fiir die Testung des Einflusses von 18 Signalmolekiilen auf die anti-P. aeruginosa-Aktivitit
von 70 Actinobakterien. Die Actinobakterien wurden mithilfe eines Pipettierroboters auf Agarplatten gespottet, in die
eines der Signalmolekiile eingegossen worden war. Zum Vergleich wurden dieselben Stimme auf Agarplatten gespottet,
die kein Signalmolekiil enthielten. Auf jede Agarplatte wurden 23-24 Actinobakterien gespottet. Zudem wurden
Medienkontrollen mitgefiihrt, die jeweils eines der Signalmolekiile enthielten (Schritt 1: Spotting). Nach vier Tagen
Wachstum der Stimme wurden die Agarplatten mit Topagar {iberschichtet, der direkt zuvor mit P. aeruginosa ATCC27853
angeimpft worden war. Nach Inkubation der Platten iiber Nacht wurden Hemmhofe detektiert (Schritt 2: Topagar-
Screening). Relevant waren solche Hemmhofe, die nur auf den Platten auftraten, auf denen die Actinobakterien unter
Einfluss eines Signalmolekiils gewachsen waren.

o00

Unter den 70 getesteten Actinobakterien wurden sechs Stimme identifiziert, die nur dann

eine Hemmung des P. aeruginosa-Wachstums hervorriefen, wenn eines der Signalmolekiile
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in das Medium zugegeben worden war. GIcNAc hatte einen solchen Effekt auf ST136450
(Streptomyces sp.), ST106056 (Streptomyces sp.) und DSM44150 (Kibdelosporangium
aridum largum). Tetracyclin beeinflusste die anti-P. aeruginosa-Aktivitdt von ST102347
(Streptomyces sp.), DSM40005 (Streptomyces cinnamoneus) und ST102142 positiv.
Weitere Signalmolekiile, die zur Hemmung des Wachstums von P. aeruginosa fiihrten,
waren das Antibiotikum Rifampicin (bei ST102142) und das Siderophor Desferrioxamin E
(bei ST136450: Streptomyces sp.) (Tabelle 8).

Tabelle 8: Ergebnisse des Topagar-Screenings. 70 Actinobakterien wurden auf Agarplatten gespottet, die eines von 18
Signalmolekiilen (in verschiedenen Konzentrationen) enthielten. Zum Vergleich wurden alle Stimme auch auf Agarplatten
gespottet, die kein Signalmolekiil enthielten. Nach Wachstum der gespotteten Bakterienkulturen wurden diese mit Top-
Agar tiberschichtet, der mit P. aeruginosa ATCC27853 als Screening-Organismus beimpft worden war. Nach Inkubation
der Platten iiber Nacht konnten bei sechs der 70 gespotteten Stémme nur dann Hemmhofe gegen P. aeruginosa ATCC27853
detektiert werden, wenn der Agar mit einem Signalmolekiil versetzt worden war. Alle Stimme wurden im Duplikat
gespottet. In der Tabelle aufgefiihrt sind Hemmbhofe, die in zwei Replikaten detektiert wurden (x, x) und solche Hemmbhofe,
die nur in einem der beiden Replikate auftraten, hier jedoch sehr deutlich sichtbar waren (x). DSM40005: Streptomyces
cinnamoneus, ST136450: Streptomyces sp., ST102347: Streptomyces sp., ST106056: Streptomyces sp., DSM44150:
Kibdelosporangium aridum largum; ST102142: Genus unbestimmt. Mitgefiihrte Medienkontrollen, die jeweils eines der
Signalmolekiile enthielten, fithrten zu keiner Hemmung des Wachstums von P. aeruginosa ATCC27853.

Signalmolekiile DSM40005 | ST136450 | ST102347 | ST106056 | DSM44150 | ST102142

Tetracyclin

0,01 pg/mL X X, X
0,1 pg/mL X X

1 pg/mL X, X X, X X

Rifampicin

0,01 pg/mL X, X
0,1 ug/mL X, X

Desferrioxamin E
0,2 uM
2 uM
20 uM X, X
GlcNAc
5 mM X, X
10 mM X
20 mM X X, X X, X

GlcNAc und Tetracyclin hatten unter den 18 getesteten Signalmolekiilen am haufigsten
einen positiven Effekt auf die anti-P. aeruginosa-Aktivitit der Actinobakterien. Um die
Reproduzierbarkeit der Effekte von GlcNAc und Tetracyclin auf die anti-P. aeruginosa-
Aktivitdt zu testen, wurden die Stimme DSM40005, ST102142, ST102347, ST106056,
ST136450 und DSM44150 erneut auf Agarplatten ohne/mit Zusatz von GlcNAc bzw.
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Tetracyclin gespottet. Im Unterschied zum vorherigen Spotting-Experiment wurde nur ein
Stamm pro Agarplatte gespottet und mehrfache Replikate angefertigt.

Die Kultivierung von ST136450 (Streptomyces sp.) und ST106056 (Streptomyces sp.) in
Anwesenheit von 20 mM GlcNAc filihrte erneut zu einer Inhibierung des Wachstums von
P. aeruginosa ATCC27853 (Abbildung 15). Auch der vorherig beobachtete Effekt von
Tetracyclin auf die Bioaktivitdt von ST102347 (Streptomyces sp.) konnte reproduziert
werden. Der Effekt von GlcNAc auf Stamm DSM40005 (S. cinnamoneus) konnte nicht
konsistent reproduziert werden. Auch ohne Zugabe von Tetracyclin zum Kulturmedium
konnte bei einigen Replikaten ein inhibierender Effekt auf P. aeruginosa detektiert werden.
Der inhibierende Einfluss von DSM40005 auf das Wachstum von P. aeruginosa war
allerdings durch die Zugabe von Tetracyclin deutlich ausgepréigter (Abbildung 15). Fiir
DSM44150 (K. aridum largum) bzw. ST102142 (Streptomyces sp.) konnte der urspriinglich
beobachtete Einfluss von GlcNAc bzw. Tetracyclin in diesem Ansatz nicht bestatigt werden.
Durch die in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente wurden insgesamt sechs
Actinobakterien identifiziert, deren Sekunddrmetabolit-Produktion mdglicherweise durch
eines der verwendeten Signalmolekiile beeinflusst wurde. Zwei der Stimme wurden fiir eine
weitere Analyse priorisiert. Ziel dieser Analyse war die Identifizierung der
Sekundarmetabolite, deren Produktion bei Wachstum unter Einfluss des Signalmolekiils
erhoht ist. ST136450 (Streptomyces sp.) wurde flir eine detaillierte Analyse ausgewdhlt, da
der Stamm bei Wachstum unter GlcNAc-Einfluss zusétzlich auch eine verdnderte
Morphologie aufwies (vgl. Abschnitt 4.2.2) und die GlcNAc-induzierte Aktivitidt gegen
P. aeruginosa in zwei voneinander unabhiangigen Experimenten gezeigt werden konnte. Der
zweite Stamm, DSM44150 (Kibdelosporangium aridum largum), war deshalb von groBem
Interesse, da bisher noch kein Einfluss von GlcNAc auf die Sekundarmetabolit-Produktion
im Genus Kibdelosporangium beschrieben wurde.

Im Folgenden wird ein Stamm, der in GlcNAc-haltigem Medium kultiviert wurde, mit
(+ GleNAc) hinter der Stammbezeichnung gekennzeichnet. Wurde der Stamm ohne Zugabe

von GlecNAc kultiviert, wird dies durch (- GleNAc) hinter der Stammbezeichnung markiert.
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ST136450 ohne Glc/NAc

ST102347 ohne Tetracyclin ST102347+ 1 pg/mL Tetracyclin
Q 5 0 o
S o o 0

o © ® p

DSM40005 ohne Tetracyclin DSM40005 + 1 pg/mL Tetracyclin

Abbildung 15: Einfluss der Signalmolekiile GleNAc und Tetracyclin auf die Bioaktivitit von ausgewihlten
Actinobakterien. Jene Stimme, die im ersten Topagar-Screening (Tabelle 8) nur dann eine Wachstumshemmung von
P. aeruginosa ATCC27853 verursachten, wenn GlcNAc oder Tetracyclin im Medium vorhanden waren, wurden erneut
durch ein Topagar-Screening hinsichtlich einer induzierten Aktivitit gegen P. aeruginosa getestet. Hiermit sollte getestet
werden, ob die beobachteten Effekte durch GlcNAc und Tetracyclin reproduzierbar sind. Die Agarplatten zeigen die
Ergebnisse dieses Topagar-Screenings. Das Auftreten einer Wachstumshemmung von P. aeruginosa um einen Spot herum
ist mit einem roten Punkt gekennzeichnet. Bei den Stdmmen ST136450, ST106056, ST102347 trat nur dann eine
Wachstumshemmung von P. aeruginosa auf, wenn GlcNAc bzw. Tetracyclin im Medium vorhanden waren. Bei Stamm
DSM40005 waren auch ohne Zugabe von Tetracyclin Hemmhofe sichtbar, allerdings nur bei vereinzelten Spots (2 von 12)
und deutlich schwécher als mit Tetracyclin-Zugabe. Bei den Stimmen DSM44150 und ST102142 konnten anders als im
ersten Topagar-Screening (Tabelle 8) keine Hemmhofe detektiert werden (die Agarplatten sind nicht abgebildet). Auf der
Platte ST136450 + 20 mM GlcNAc iiberlagerten sich die Hemmhofe héaufig stark; daher war nahezu auf der gesamten
Platte das Wachstum von P. aeruginosa gehemmt. Mitgefiihrte Medienkontrollen, die GlcNAc enthielten, fiihrten zu keiner
Hemmung des Wachstums von P. aeruginosa ATCC27853.
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4.2.2 Erhohte Produktion mehrerer Desferrioxamine bei Wachstum von ST136450
unter GlcNAc-Einfluss

Um zu tiberpriifen, ob GlcNAc die Produktion einzelner Sekundérmetabolite in ST136450
beeinflusst, wurde der Stamm zunichst auf Agarplatten gespottet, die 20 mM GIcNAc bzw.
kein GlcNAc (Kontrollansétze) enthielten (Abbildung 17, Schritt 1) und fiir sechs Tage bei
28 °C inkubiert. Die Morphologie von ST136450 unterschied sich augenscheinlich deutlich
zwischen der Kultivierung in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von GlcNAc. Die Bildung von

Luft-Mycel wurde durch GlcNAc-Zugabe unterdriickt.

A (B)

Abbildung 16: Morphologie von ST136450. Gezeigt ist ein Foto eines Spots von ST136450 nach sechstidgigem Wachstum
auf GlcNAc-haltigem ISP2-Medium (A) bzw. ISP2-Medium ohne GlcNAc (B). Die Luft-Mycel-Bildung von ST136450
wurde durch GlcNAc-Zugabe unterdriickt.

Die bewachsenen Agarplatten wurden gefriergetrocknet und mit Methanol extrahiert
(Abbildung 17, Schritt 2b und 3). Die Extrakte wurden in einem MTT-Test hinsichtlich einer
wachstumshemmenden Aktivitit gegen P. aeruginosa ATCC27853, E. coli ATCC35218
und S. aureus ATCC25923 untersucht (Abbildung 17, Schritt 4a). Sowohl mit MH als auch
mit ISP2 als Screeningmedium konnten keine Aktivititen detektiert werden. In einem
parallel  durchgefiihrten Topagar-Screening (Abbildung 17, Schritt 2a) mit
P. aeruginosa ATCC27853 und E. coli ATCC35218 konnte in diesem Ansatz auch keine
Bioaktivititsinderung durch die Zugabe von GlcNAc detektiert werden. Da ST136450 in
den beiden vorherigen Ansitzen bei Wachstum unter GlcNAc-Einfluss das Wachstum von
P. aeruginosa hemmte, wurden die Extrakte dennoch analytisch betrachtet, um etwaige

Unterschiede im Metabolom analytisch zu detektieren.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung: Detaillierte Analyse zweier Stimme, die nur unter Zugabe von GlcNAc
eine Wachstumshemmung von P. aeruginosa ATCC27853 verursachten. Die Stimme ST136450 und DSM44150
wurden auf je 40 Agarplatten mit bzw. ohne GlcNAc gespottet. Es wurden weitere 40 Agarplatten Medienkontrollen (mit
GlcNAc) mitgefiihrt. Die Platten wurden inkubiert (Schritt 1). Am Erntetag (nach 6 Tagen Wachstum) und an einem
weiteren Tag wurden Topagar-Screenings durchgefiihrt (je 20 Platten pro Bedingung) (Schritt 2a). Die restlichen Platten
wurden am Ermntetag zerkleinert, in Erlenmeyerkolben {iiberfilhrt und gefriergetrocknet (Schritt 2b). In den
Erlenmeyerkolben erfolgte eine Extraktion mit Methanol (je 5 Kolben pro Bedingung = 5 Replikate) (Schritt 3). Die
Extrakte wurden durch einen MTT-Test auf eine wachstumshemmende Aktivitit gegen P. aeruginosa ATCC27853, E. coli
ATCC35218 und S. aureus ATCC25923 getestet (Schritt 4a). Mit den Methanol-Extrakten wurden UPLC-HR-MS-
Messungen vorgenommen (Schritt 4b). Die UPLC-HR-MS-Daten waren die Grundlage fiir eine Metabolomanalyse durch
eine principal component analysis (PCA) (Schritt 5).

Um aktivitdtsunabhingig Sekundirmetabolite in ST136450 zu identifizieren, deren
Produktion bei Zugabe von GlcNAc geédndert wird, wurde das Metabolom von ST136450
(+ GlcNAc) und ST136450 (- GlcNAc) verglichen. Hierzu wurden zunidchst UPLC-HR-MS-
Messungen der Methanol-Extrakte von ST136450 (+ GlcNAc) und ST136450 (- GlcNAc)
durchgefiihrt (Abbildung 17, Schritt 4b). Die UPLC-HR-MS-Daten wurden mithilfe einer
principal component analysis (PCA) ausgewertet (Abbildung 17, Schritt 5). Eine PCA ist

eine statistische Methode, die die variabelsten Komponenten multidimensionaler Daten in
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einem 2D-Plot darstellt und somit visuell fassbar macht (Dettmer ez al., 2007). Bezogen auf
die Analyse von ST136450 ermdglichte die PCA, Aussagen dariiber zu treffen, wie stark
sich das Metabolom von ST136450 (+ GlcNAc) und ST136450 (- GlcNAc) dhnelte und
welche Metabolite den groBten Einfluss auf die Varianz des Metaboloms von ST136450
(+ GleNAc) zu ST136450 (- GIcNAc) hatten.

Der scatter plot einer PCA (Abbildung 23) zeigt, wie stark die Varianz der Proben im Bezug
auf ihre Bucket-Zusammensetzung ist. Die Extrakt-Replikate der einzelnen Proben bildeten
aufgrund ihrer hohen Ahnlichkeit Cluster im scatter plot. Die Extrakte von ST136450
(+ GlcNAc) und ST136450 (- GlcNAc) bildeten hingegen eigenstindige Cluster. Dies weist
darauf hin, dass die GlcNAc-Zugabe zum Medium das Metabolom von ST136450
verdnderte.

Durch eine Analyse des loading plots der PCA-Analyse (Abbildung 23) wurden jene
Buckets identifiziert, die den grofiten Einfluss auf die Varianz der Extrakte bzw. das
Clustering von ST136450 (+ GlcNAc) zu ST136450 (- GIcNAc) im scatter plot hatten.
Buckets sind Retentionszeit-Masse/Ladung-Paare, denen eine Signalintensitdt zugeordnet
wird. Verschiedene Signale einer Verbindung (z. B. gewohnliche Addukte, Isotope,
verschiedene Ladungszustinde) sind in einem Bucket zusammengefasst. Im Idealfall
reprasentiert jedes Bucket ein Metabolit.

Fiir eine genauere Betrachtung wurden jene Buckets priorisiert, die entweder ausschlieBlich
in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) detektiert wurden oder deren Intensitdt in den
Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) deutlich hoher war als in den Extrakten von ST136450
(- GlcNAc). Eine weitere Voraussetzung war, dass die Buckets nicht in der Medienkontrolle
auftreten durften. Von allen so priorisierten Buckets wurden die UPLC-HR-MS-Rohdaten
betrachtet, um zu {iberpriifen, ob sich die Ergebnisse der PCA mit den Rohdaten deckten.
Auf Basis der Peakflachen extrahierter lonen-Chromatogramme (EICs) wurde eine relative
Quantifizierung der Verbindungen in den Extrakten (+ GIcNAc) und (- GlcNAc)
durchgefiihrt.

Durch dieses Vorgehen wurden fiinf Buckets identifiziert, die eine deutlich hohere Intensitit
in den Methanol-Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten von
ST136450 (- GlcNAc) hatten (Tabelle 9): Bucket 2 M: (3,65 min: m/z 723.4144 [M+H]"),
Bucket 3 M: (3,64 min: m/z 885.4675 [M+H]"), Bucket 6 M: (3,50 min: m/z 871.4520
[M+H]"), Bucket 7 M: (2,52 min: m/z 571.3037 [M+H]") und Bucket 8 M: (4,40 min:
m/z 587.3407 [M+H]").
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Fiir Bucket 2 M (Anhang, Abbildung 36; Tabelle 9) wurde anhand der UPLC-HR-MS-
Daten die Molekiilformel C31HssN6O13 vorhergesagt. Gemdl der vorhergesagten
Molekiilformel konnte es sich bei dieser Verbindung um ein von Sekurova et al. (2016)
isoliertes Glykoderivat von Desferrioxamin B (C25H4sN¢Os) (Anhang, Abbildung 62)
handeln. Ein Vergleich der MS/MS-Fragmentierungsmuster von Bucket 2 M und
Desferrioxamin B stand im Einklang mit dieser Vermutung (Abbildung 18). Der Betrag der
Differenz zwischen theoretischem und gemessenem m/z-Wert (Am/z) betrug 1,24 ppm und
lag damit im Bereich der Massengenauigkeit des Massenspektrometers von etwa < 2 ppm.
Die relative Konzentration der Verbindung war in den Extrakten der GlcNAc-
supplementierten Kulturen etwa 10-fach hoher als in den Extrakten der unsupplementierten
Kulturen (Tabelle 9, Abbildung 24).

Die fiir Bucket 3 M (Anhang, Abbildung 37; Tabelle 9) vorhergesagte Molekiilformel
(C37H6s8N6O18, Am/z = 1,36) unterschied sich um eine CsH100s5-Einheit von Bucket 2 M. Ein
Abgleich des MS/MS-Fragmentierungsmusters von Bucket3 M mit den MS/MS-
Fragmentierungsmustern von kommerziellem Desferrioxamin B und Bucket 2 M deutete
darauf hin, dass es sich bei dieser Verbindung um ein zweifach glykosyliertes Derivat (zwei
C6-Kohlenhydrate) von Desferrioxamin B handelte (Abbildung 18). Gemill einer
Literaturrecherche wurde bisher kein zweifach glykosyliertes Derivat von Desferrioxamin B
beschrieben. In den Methanol-Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) und ST136450
(- GlcNAc) wurde ein relatives Konzentrationsverhiltnis der Verbindung von (+ GlcNAc):
(- GlcNAc) = 11:1 bestimmt (Tabelle 9, Abbildung 24).

Da die Analyse von Bucket 2 M und Bucket 3 M darauf hindeutete, dass ST136450 unter
GlcNAc-Einfluss verstirkt Glykoderivate von Desferrioxamin B synthetisiert, wurde
iberpriift, ob dies auch auf nicht glykosyliertes Desferrioxamin B (C25H4sN¢Os, m/Ztheoretisch
561.3606 [M+H]") zutrifft. In den EICs bei m/z 561.3606 wurde eine Substanz mit einer
Retentionszeit von etwa 3,7 min detektiert (Anhang, Abbildung 41). Ein Vergleich des
MS/MS-Fragmentierungsmusters der Verbindung mit dem MS/MS-Fragmentierungsmuster
von kommerziellem Desferrioxamin B zeigte eine hohe Ubereinstimmung (Abbildung 19).
Somit handelte es sich bei der detektierten Verbindung mit hoher Wahrscheinlichkeit um
Desferrioxamin B. Die relative Konzentration von Desferrioxamin B war in den Extrakten
der GlcNAc-supplementierten Kulturen etwa 5-fach hoher als in den Extrakten der

unsupplementierten Kulturen (Abbildung 24).
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Abbildung 18: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von ST136450 (MeOH) Bucket 3 M und ST136450 (MeOH) Bucket
2_M. Der Stamm ST136450 wurde auf ISP2-Medium kultiviert, welches keine Zusétze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc
(+ GIcNAc) enthielt. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Es wurden UPLC-HR-MS-
Messungen der Methanol-Extrakte durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten der Methanol-Extrakte wurde
eine PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Anhand der Metabolomanalyse wurde ermittelt, dass Bucket 3_M:
(3,64 min: m/z 885.4675 [M+H]") und Bucket 2 M: (3,65 min: m/z 723.4144 [M+H]") in den Methanol-Extrakten von
ST136450 (+ GlcNAc) in hoherer Konzentration vorlagen als in den Methanol-Extrakten von ST136450 (- GlcNAc). Ein
Methanol-Extrakt von ST136450 (+ GlcNAc) wurde durch UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)-(C). (A): Extrahiertes Ionen-
Chromatogramm bei m/z 885.4675 (rot) und m/z 723.4144 (griin). (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit
m/z 885.4678 [M+H]", RT = 3,6 min. (C): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 723.4145 [M+H]*, RT
= 3,6 min. (D): UPLC-HR-MS/MS-Analyse von kommerziellem Desferrioxamin B. Dargestellt ist das MS/MS-
Fragmentierungsmuster von Desferrioxamin B (m/z 561.361 [M+H]") (entnommen aus der hausinternen UPLC-HR-
MS/MS-Datenbank). In (B) und (C) konnten Fragmente detektiert werden, die fiir Desferrioxamin B (D) charakteristisch
sind (z. B. m/z 443.3, m/z 243.1, m/z 201.1, m/z 361.2) (vgl. Anhang, Abbildung 61). Zudem wurde in (B) und (C) ein
Fragment bei m/z 561.4 detektiert. Der m/z-Wert dieses Fragmentes stimmte mit dem m/z-Wert des Molekiilionenpeaks
von Desferrioxamin B in (D) iiberein. Dies spricht dafiir, dass es sich bei (B) und (C) um Derivate von Desferrioxamin B
handelt. Die Signale bei m/z 723.4 und m/z 885.5 in (B) bzw. bei m/z 723.4 in (C) deuten darauf hin, dass (B) ein zweifach
glykosyliertes und (C) ein einfach glykosyliertes Desferrioxamin-B-Derivat darstellt.
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Abbildung 19: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von ST136450 (MeOH)_ Desferrioxamin B. Der Stamm ST136450 wurde
auf ISP2-Medium kultiviert, welches keine Zusétze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlecNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die
gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Ein Methanol-Extrakt von ST136450 (+ GlcNAc) wurde
durch UPLC-HR-MS/MS analysiert, um zu iiberpriifen, ob Desferrioxamin B (m/ztheoretisch 561.3606 [M+H]") im Extrakt
vorhanden war (A)-(B). (A): Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei m/z 561.3606. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster
einer Substanz mit m/z 561.3612 [M+H]*, RT=3,6 min. (C): UPLC-HR-MS/MS-Analyse von kommerziellem
Desferrioxamin B. Dargestellt ist das MS/MS-Fragmentierungsmuster von Desferrioxamin B (m/z 561.361 [M+H]")
(entnommen aus der hausinternen UPLC-HR-MS/MS-Datenbank). Die MS/MS-Fragmentierungsmuster in (B) und (C)
zeigten eine sehr hohe Ubereinstimmung. Somit handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich
um Desferrioxamin B.

Bucket 6 M (3,50 min: m/z 871.4520 [M+H]") umfasste zwei Peaks mit einer Retentionszeit
von etwa 3,3 min bzw. 3,5 min und identischer Masse (Anhang, Abbildung 38; Tabelle 9).
Die Verbindungen wurden ausschlieBlich in den Extrakten (+ GlcNAc) und nicht in den
Extrakten (- GIcNAc) detektiert (Tabelle 9, Abbildung 24). Anhand der UPLC-HR-MS-
Daten wurde fiir die Verbindungen die Molekiilformel C3sHesN6O1s (Am/z = 1,61 ppm)
vorhergesagt. Die MS/MS-Fragmentierungsmuster der Verbindungen mit RT = 3,3 min
bzw. RT = 3,5 min wiesen deutliche Unterschiede auf (Abbildung 20). Die Analyse der
Fragmentierungsmuster deutete darauf hin, dass es sich um zweifach glykosylierte (zwei C6-
Kohlenhydrate) Derivate verschiedener Desferrioxamin-Ai-Isomere handeln konnte. Die
Substanzen mit RT = 3,3 min konnten ein Isomerengemisch aus zweifach glykosyliertem
Desterrioxamin A1 [010] und Desferrioxamin A: [100] darstellen, die Substanzen mit RT =
3,5 min ein Gemisch aus zweifach glykosylierten Derivaten von Desferrioxamin A1 [001]

und einem weiteren Isomer (vgl. nichsten Absatz). Desferrioxamin A [010],
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Desferrioxamin A1 [100] und Desferrioxamin A1 [001] sind Konstitutionsisomere
(m/Ztheoretisch 547.3450 [M+H]") mit der Summenformel C24HasN6Os (Anhang, Abbildung
61) (Telfer et al., 2016). Gemal einer Literaturrecherche wurden glykosylierte Derivate von
Desferrioxamin A1 in der Literatur bisher nicht beschrieben. Alle Desferrioxamine, die im
EIC bei m/z 871.4520 detektiert wurden, werden im Folgenden unter der Bezeichnung
»zweifach glykosylierte Desferrioxamine 547 zusammengefasst.

Da die Analyse von Bucket 6 M darauf hindeutete, dass ST136450 unter GlcNAc-Einfluss
verstirkt Glyko-Derivate verschiedener Desferrioxamin-Ai-Isomere produzierte, wurde
tiberpriift, ob dies auch auf die entsprechenden nicht glykosylierten Desferrioxamin-Ai-
Isomere (C24H4sN6Os, m/ztheoretisch 547.3450 [M+H]") zutrifft. In den EICs bei m/z 547.3450
traten zwei liberlappende Peaks mit einer Retentionszeit von etwa 3,4 min bzw. 3,6 min auf
(Anhang, Abbildung 42). Die MS/MS-Fragmentierungsmuster der Verbindungen mit RT =
3,4 min bzw. RT = 3,6 min deuteten darauf hin, dass es sich in beiden Féllen um
Isomerengemische handelte (Abbildung 21). Das MS/MS-Fragmentierungsmuster der
Verbindungen mit RT = 3,4 min zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem auf Basis
wahrscheinlicher Bindungsbriiche vorhergesagten MS/MS-Fragmentierungsmuster eines
Isomerengemisches aus Desferrioxamin Ai [010] und Desferrioxamin Ai [100] (Anhang,
Abbildung 61) (Telfer et al., 2016). Das MS/MS-Fragmentierungsmuster der Verbindungen
mit RT = 3,6 min wies alle Fragmente auf, die fiir Desferrioxamin A; [001] auf Basis der
Struktur vorhergesagt wurden (Anhang, Abbildung 61) (Telfer et al., 2016). Zusitzlich
wurden jedoch die Fragmente m/z 227.1390 und m/z 319.2342 detektiert. Diese beiden
Fragmente lieBen sich durch die Struktur von Desferrioxamin Ai [001] nicht erkldren. Dies
wirft die Hypothese auf, dass es sich bei den Verbindungen mit RT = 3,6 min um ein
Gemisch aus Desferrioxamin A1 [001] und einem weiteren Isomer handelte. Alle
Desferrioxamine, die im EIC bei m/z 547.3450 detektiert wurden, werden im Folgenden
unter der Bezeichnung ,Desferrioxamine 547 zusammengefasst. Aufgrund der
unvollstindigen Trennung der Verbindungen mit RT = 3,4 min und RT = 3,6 min im EIC
wurde die summierte Peakfliche beider Peaks fiir die relative Quantifizierung der
Verbindungen in den Methanol-Extrakten herangezogen. In den Methanol-Extrakten von
ST136450 (+ GlcNAc) und ST136450 (- GlcNAc) lag ein relatives Konzentrationsverhéltnis
der Desferrioxamine 547 von (+ GlcNAc): (- GlcNAc) = 8:1 vor (Abbildung 24).
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Abbildung 20: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von ST136450 (MeOH) Bucket 6_M. Der Stamm ST136450 wurde auf
ISP2-Medium kultiviert, welches keine Zusitze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlecNAc) enthielt. Die Kultivierung
erfolgte als fiinffaches Replikat. Nach sechstidgigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit
Methanol. Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten
wurde eine PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Anhand der Metabolomanalyse wurde ermittelt, dass Bucket
6_M: (3,50 min: m/z 871.4520 [M+H]") in den Methanol-Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) in hoherer Konzentration
vorlag als in den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc). Ein Methanol-Extrakt von ST136450 (+ GlcNAc) wurde durch
UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)-(C). (A): Extrahiertes lonen-Chromatogramm bei m/z 871.4520. Es waren zwei Peaks
mit einer Retentionszeit von 3,3 bzw. 3,5 min detektierbar. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster von Verbindungen mit
m/z 871.4524 [M+H]", RT = 3,3 min. (C): MS/MS-Fragmentierungsmuster von Verbindungen mit m/z 871.4522 [M+H]",
RT = 3,5 min. Das Fragmentierungsmuster in (B) und (C) unterschied sich deutlich. Das Fragmentierungsmuster in (B)
und das Fragmentierungsmuster eines putativen Isomerengemisches aus Desferrioxamin Aj [010] und
Desferrioxamin A1 [100] (Abbildung 21, B) wiesen gemeinsame Fragmente auf (z. B. m/z 229.1; m/z 429.2; m/z 347.2).
Zudem wurde in (B) ein Fragment bei m/z 547.3 detektiert. Der m/z-Wert dieses Fragmentes stimmte mit dem m/z-Wert
des Molekiilionenpeaks von Desferrioxamin A [010]/Desferrioxamin A; [100] iberein (Abbildung 21, B). Dies spricht
dafiir, dass es sich bei (B) um Derivate eines Isomerengemisches aus Desferrioxamin A1 [010]/Desferrioxamin A [100]
handelt. Die Fragmente bei m/z 709.4 und m/z 871.5 deuten darauf hin, dass (B) ein zweifach glykosyliertes Derivat (zwei
Hexosen) von Desferrioxamin A1 [010]/Desferrioxamin A [100] darstellt. Das Fragmentierungsmuster in (C) und das
Fragmentierungsmuster eines putativen Gemisches aus Desferrioxamin A; [001] und einem weiteren Isomer (Abbildung
21, C) wiesen deutliche Gemeinsamkeiten auf (z. B. m/z 243.1, m/z 361.2, m/z 443.3). Zudem wurde in (C) ein Fragment
bei m/z 547.3 detektiert. Der m/z-Wert dieses Fragmentes stimmte mit dem m/z-Wert des Molekiilionenpeaks der putativen
Desferrioxamin-Aj-Isomere (Abbildung 21, C) iiberein. Dies spricht dafiir, dass es sich bei (C) um Derivate eines
Gemisches aus Desferrioxamin A [001] und einem weiteren Isomer handelt. Die Fragmente bei m/z 709.4 und m/z 871.5
deuten darauf hin, dass (C) ein Gemisch eines zweifach glykosylierten Derivates (zwei Hexosen) von
Desferrioxamin A1 [001] und einem weiteren Isomer darstellt.
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Abbildung 21: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von ST136450 (MeOH) Desferrioxamine 547. Der Stamm ST136450
wurde auf ISP2-Medium kultiviert, welches keine Zusitze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die
gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Zur Detektion von Desferrioxaminen mit m/Ztheoretisch
547.3450 [M+H]" wurde ein Extrakt von ST136450 (+ GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)-(C). (A):
Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei m/z 547.3450. Es konnten zwei Peaks mit einer Retentionszeit von 3,4 min bzw.
3,5 min detektiert werden. (B): MS/MS-Fragmentierung von Verbindungen mit m/z 547.3461 [M+H]*, RT = 3,4 min. (C):
MS/MS-Fragmentierung von Verbindungen mit m/z 547.3456 [M+H]*, RT = 3,5 min. Die MS/MS-Fragmentierungsmuster
in (B) und (C) unterschieden sich deutlich. Das MS/MS-Fragmentierungsmuster in (B) zeigte eine sehr gute
Ubereinstimmung mit dem auf Basis wahrscheinlicher Bindungsbriiche vorhergesagten MS/MS-Fragmentierungsmuster
eines Isomerengemisches aus Desferrioxamin Ai [010] und Desferrioxamin A; [100] (Anhang, Abbildung 61). Das
MS/MS-Fragmentierungsmuster in (C) wies alle Fragmente auf, die auf Basis der Struktur von Desferrioxamin A; [001]
vorhergesagt wurden. Zusétzlich wurden in (C) jedoch die Fragmente m/z 227.1390 und m/z 319.2342 detektiert. Diese
beiden Fragmente lieBen sich durch die Struktur von Desferrioxamin A; [001] (Anhang, Abbildung 61) nicht erkldren. Dies
wirft die Hypothese auf, dass es sich um ein Gemisch aus Desferrioxamin A1 [001] und einem weiteren Isomer handelte.

Die fiir Bucket 8 M (4,40 min: m/z 587.3407 [M+H]") (Anhang, Abbildung 40; Tabelle 9)
vorhergesagte Molekiilformel (C26H46N6Oo, (Am/z=1,36 ppm)) stimmte mit der
Molekiilformel von Desferrioxamin D: liberein. Das MS/MS-Fragmentierungsmuster der
Verbindung (Abbildung 22) zeigte eine sehr gute, aber nicht vollstindige Ubereinstimmung
mit dem von Jadhav und Dorrestein (2017) veréffentlichten MS/MS-Fragmentierungsmuster
von Desferrioxamin D2. Das Fragmentierungsmuster von Bucket 8 M wies ein zusétzliches
Fragment bei m/z 243.1345 auf. Das Desferrioxamin wird im Folgenden als
Desferrioxamin 587 bezeichnet. Die relative Konzentration der Verbindung war in den
Extrakten der GlcNAc-supplementierten Kulturen etwa 3-fach héher als in den Extrakten
der unsupplementierten Kulturen (Tabelle 9, Abbildung 24).
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Fiir das fiinfte durch die PCA priorisierte Bucket, Bucket 7 M: (2,52 min: m/z 571.3037
[M+H]") (Anhang, Abbildung 39; Tabelle 9), wurde anhand der UPLC-HR-MS-Daten die
Molekiilformel C32H3sN6O4 (Am/z = 1,75 ppm) vorhergesagt. Durch eine Literaturrecherche
und einen Abgleich der Molekiilformel mit dem Dictionary of Natural Products (Version
27.2) konnte diesem Bucket keine bekannte Verbindung zugeordnet werden. Das relative
Konzentrationsverhéltnis der Verbindung in den Methanol-Extrakten von ST136450
(+ GlcNAc) und ST136450 (- GleNAc) betrug (+ GlcNAc): (- GlcNAc) =5:1 (Tabelle 9). In
einer nachfolgenden UPLC-HR-MS/MS-Messung war die Substanz nur noch sehr schwach
detektierbar. Dies ldsst vermuten, dass es sich um eine instabile Substanz handelte.

Zusammenfassend deutete die Metabolomanalyse der Extrakte von ST136450 (+ GlcNAc)
und ST136450 (- GlcNAc) darauf hin, dass die Zugabe von GlcNAc ins Medium zu einer
gesteigerten Produktion mehrerer Desferrioxamine fithrte. Unter den Desferrioxaminen
befanden sich einige putative glykosylierte Desferrioxamine, die bisher noch nicht in der

Literatur beschrieben wurden.
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Abbildung 22: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von ST136450 (MeOH)_ Bucket 8_M. Der Stamm ST136450 wurde auf
ISP2-Medium kultiviert, welches keine Zusédtze (- GIcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die
gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Methanol-
Extrakte durchgefithrt Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten wurde eine PCA-basierte Metabolomanalyse
durchgefiihrt. Anhand der Metabolomanalyse wurde ermittelt, dass Bucket 8 M: (4,40 min: m/z 587.3407 [M+H]") in den
Methanol-Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) in hoherer Konzentration vorlag als in den Methanol-Extrakten von
ST136450 (- GlcNAc). Ein Methanol-Extrakt von ST136450 (+ GlcNAc) wurde durch UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)-
(B). (A): Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei m/z 587.3407. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit
m/z 587.3413 [M+H]", RT = 4,4 min. Das MS/MS-Fragmentierungsmuster in (B) zeigte eine sehr gute, aber nicht
vollstindige Ubereinstimmung mit dem von Jadhav und Dorrestein (2017) verdffentlichten MS/MS-
Fragmentierungsmuster von Desferrioxamin D2. Das Fragmentierungsmuster in (B) wies ein zusétzliches Fragment bei
m/z 243.1345 auf.
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Abbildung 23: Metabolomanalyse von ST136450. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten der Methanol-Extrakte von
ST136450 wurde eine principal component analysis (PCA) basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Es wurden die Daten
von jeweils fiinf Extraktions-Replikaten pro Bedingung (Replikat 1-5) in die Analyse einbezogen. Der scatter plot (A) zeigte,
dass die Extrakte von ST136450 (+ GlcNAc) und ST136450 (- GlcNAc) separate Cluster bildeten. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass die GlcNAc-Zugabe zum Medium einen Einfluss auf das Metabolom von ST136450 hatte. Der zugehorige
loading plot (B) zeigte, welche Buckets den grofiten Einfluss auf die Varianz der Extrakte hatten. Jeder Punkt steht fiir ein
Bucket. Buckets, die ausschlieBlich oder in hoherer Intensitét in den Extrakten (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten
(- GlcNAc) detektiert wurden, sind rot hervorgehoben (zu weit im Zentrum gelegene Buckets tiberlagerten sich optisch zu
stark fiir eine Markierung). PC1: principal component 1; PC2: principal component 2. Durch die PCA-Analyse wurden fiinf
Buckets identifiziert, die in erhohter Intensitit in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) (im Vergleich zu ST136450
(- GlcNAc)) vorkamen. Bei vier der fiinf Buckets handelte es sich wahrscheinlich um Desferrioxamine.



Tabelle 9: Metabolomanalyse von ST136450. Die Tabelle zeigt jene Buckets, die gemifl den Ergebnissen der principal component analysis (PCA) ausschlieBlich oder in deutlich hoherer
Intensitét in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc) detektiert wurden. RT: Retentionszeit; Vorhergesagte Molekiilformel: die
Molekiilformel wurde auf Basis der UPLC-HR-MS-Daten mit der SmartFormula-Funktion von DataAnalysis vorhergesagt; Am/z (ppm): Betrag der Differenz zwischen dem berechneten m/z der
vorhergesagten Molekiilionenformel [M+H]* und dem m/z des Buckets [M+H]" in parts per million; Peakflache: Fiir die Peakfldchenbestimmung wurden die extrahierten Ionen-Chromatogramme
von m/z Bucket [M+H]* und [M+Na]* (Molekiilionenpeak) herangezogen. - GlcNAc: Extrakte von ST136450 (- GlcNAc); + GlcNAc: Extrakte von ST136450 (+ GlcNAc). Faktor Peakfliche:
Quotient aus Peakflidche der Proben ST136450 (+ GlcNAc) und Peakfliche der Proben ST136450 (- GlcNAc); n. b.: nicht bestimmt; G-DesfB: einfach glykosyliertes Desferrioxamin B; D-G-
DesfB: zweifach glykosyliertes Desferrioxamin B; D-G-Desf547: zweifach glykosylierte Desferrioxamine 547; Dest587: Desferrioxamin 587. Durch die PCA-Analyse wurden fiinf Buckets
identifiziert, die in erhohter Intensitit in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) (im Vergleich zu ST136450 (- GlcNAc)) vorkamen. Bei vier der fiinf Buckets handelte es sich wahrscheinlich
um Desferrioxamine.

Name |Migliche RT mT Vorhergesagte | m/% Am'z | Peakfliche Peakfliiche Faktor
Bucket | Identitit Bucket |Bucket |Molekiilformel | theoretisch|(ppm) |- GleNAc + GleNAc Peakfliiche
[min] [M+H]* [M+H]*

2 M | G-DesfB 3.65 723.4144 | Cs1Hs:NsO13 7234135 1,24 7.3E+05 7 4E+06 10

(o =1,9E+05) (o= 14E+06)
iM |D-GDesfB |[364 885.4675 | C37HssNsOn1g 885.4663 1.36 9 4E+05 1.0E+07 11

(o =2,7E+05) (o =2,0E+06)
6 M | D-G-Desf547 3,50 871.4520 | C36HasNsOn1s 8714506 |[1.61 0 2.1E+06 n b

(o =4,7E+05)

T M 2,52 571.3037 | C52HzsN6Os 5713027 1,75 4 BE+06 2 6E+07 5

(o =5,8E+05) (o =29E+06)
8 M |Desf387 4.40 587.3407 | C26HssNsOo 5873399 (136 9 BE+06 3 2E+07 3

(o = 1,6E+06) (o =44E+06)
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Abbildung 24: Gesteigerte Produktion mehrerer Desferrioxamine durch GlcNAc-Zugabe zum Wachstumsmedium
von ST136450. Der Stamm ST136450 wurde in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von GIlcNAc kultiviert. Die
gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte
durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten wurde eine PCA-basierte Metabolomanalyse erstellt. Hiermit
wurden Buckets ausfindig gemacht, die nur oder in hoherer Intensitét in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im
Vergleich zu den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc) auftraten. Hierzu gehorten Bucket 2_M, Bucket 3_M, Bucket 6_M
und Bucket 8_M. Anhand von UPLC-HR-MS/MS-Daten wurde ermittelt, dass es sich bei allen vier Buckets wahrscheinlich
um Desferrioxamine handelte (Bucket 2_M: einfach glykosyliertes Desferrioxamin B; Bucket 3_M: zweifach
glykosyliertes Desferrioxamin B; Bucket 6_M: zweifach glykosylierte Desferrioxamine 547; Bucket 8_M: Desferrioxamin
587). Anhand der UPLC-HR-MS-Daten (Anhang, Abbildung 36-Abbildung 42) erfolgte eine relative Quantifizierung der
Buckets in den Extrakten (+ GlcNAc) und (- GlcNAc). Dabei dienten die Peakfldchen in den extrahierten Ionen-
Chromatogrammen von m/z Bucket [M+H]* und m/z Bucket [M+Na]* (Molekiilionenpeak) als Maf fiir die relative
Konzentration der Buckets in den Extrakten. Unabhingig von den Ergebnissen der PCA-basierten Metabolomanalyse
wurden weitere Desferrioxamine identifiziert, deren Produktion unter GlcNAc-Einfluss erhoht war. Hierbei handelte es
sich um Desferrioxamin B (DesfB) und die Desferrioxamine 547 (Desf547). Die relative Quantifizierung der
Desferrioxamine 547 erfolgte auf Basis der Peakflichen in den extrahierten Ionen-Chromatogrammen bei
m/z 547.3450 [M+H]* und m/z 569.3269 [M+Na]*. Im Falle von Desferrioxamin B wurden die extrahierten Ionen-
Chromatogramme bei m/z 562.3636 [M+H]* (Isotopenpeak mit zweithochster Intensitit) fiir die relative Quantifizierung
herangezogen. -: Kultivierung in Abwesenheit von GlcNAc: +: Kultivierung in Anwesenheit von GlcNAc. Die Zahlen iiber
den Pfeilen geben den Quotienten der Peakfliche der Proben ST136450 (+ GlcNAc) und ST136450 (- GlcNAc) an. Die
Daten zeigten, dass die Zugabe von GlcNAc zum Medium von ST136450 die Produktion mehrerer Desferrioxamine
erhohte.
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4.2.3 Stark ausgeprigte Gram-negative Aktivitit von DSM44150 im Topagar-

Screening, jedoch fehlende Gram-negative Aktivitit im Kulturextrakt

Um zu analysieren, ob DSM44150 (Kibdelosporangium aridum) bei Wachstum unter
GlcNAc-Einfluss die Biosynthese einzelner Sekundidrmetabolite steigert, wurde der Stamm
analog zu ST136450 bearbeitet (vgl. Abschnitt 4.2.2). Nach vier bzw. sechs Tagen
Wachstum des Stammes auf Agarplatten mit/ohne GlcNAc wurde ein Topagar-Screening
durchgefiihrt. An Tag 4 hatte sowohl DSM44150 (+ GlcNAc) als auch DSM44150
(- GlcNAc) eine schwache Aktivitidt gegen S. aureus ATCC25923. Eine Aktivitidt gegen
P. aeruginosa ATCC27853 war nicht detektierbar. An Tag 6 wies DSM44150 nur dann eine
Aktivitit gegen P. aeruginosa ATCC27853 und S. aureus ATCC25923 auf, wenn der
Stamm unter Einfluss von GlcNAc gewachsen war (Abbildung 25). Dies deutete darauf hin,
dass GlcNAc in DSM44150 einen positiven Einfluss auf die Biosynthese anti-Gram-
negativer Sekundéirmetabolite hatte.

Agarplatten, auf denen DSM44150 (+ GIlcNAc) bzw. DSM44150 (- GlcNAc) sechs Tage
lang kultiviert worden war, wurden gefriergetrocknet und mit Methanol extrahiert. Keines
der Extrakte wies im MTT-Test eine Aktivitit gegen P. aeruginosa ATCC27853, E. coli
ATCC35218 oder S. aureus ATCC25923 auf. Die fehlende Extrakt-Aktivitit konnte
beispielsweise auf eine geringe Stabilitit oder schlechte Extrahierbarkeit der aktiven
Substanz(en) zuriickzufiihren sein. Eine PCA-Analyse, die ausgehend von den UPLC-HR-
MS-Messungen von DSM44150 (+ GlcNAc) und DSM44150 (- GlcNAc) durchgefiihrt
wurde (Daten nicht gezeigt), deutete darauf hin, dass sich das Metabolom ohne und mit
GlcNAc-Zugabe zum Wachstumsmedium stark dhnelte. Anhand der Metabolomanalyse
wurde ein Bucket identifiziert, das ausschlieBlich in den Extrakten von ST136450
(+ GlcNAc) vorkam (0,68 min: m/z 525.1869 [M+H]"). In einer nachfolgenden UPLC-HR-
MS/MS-Messung war diese Substanz nicht mehr detektierbar, sodass von einer geringen
Stabilitdt der Substanz auszugehen ist. Es wurden keine weiteren Buckets identifiziert, die
in signifikant hoherer Intensitét in den Proben mit GlcNAc im Vergleich zu den Proben ohne

GlcNAc detektiert wurden.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die Ergebnisse des Topagar-Screenings mit DSM44150. Der Stamm DSM44150 wurde auf
Agarplatten mit/ohne GlcNAc (+ GlcNAc/- GlcNAc) gespottet und vier bzw. sechs Tage (Tag 4, Tag 6) inkubiert. Nach
der Inkubationszeit wurde ein Topagar-Screening durchgefiihrt, um eine Produktion von antibakteriellen Substanzen zu
detektieren. Als Screeningorganismen wurden P. aeruginosa ATCC27853 und S. aureus ATCC25923 eingesetzt. Es
wurden zwei verschiedene Screeningmedien verwendet (ISP2, MH). +: schwach wachstumshemmende Wirkung; ++: stark
wachstumshemmende Wirkung; -: keine wachstumshemmende Wirkung; n. b.: nicht bestimmt. Nach vier Tagen Wachstum
von DSM44150 wurde im Topagar-Screening eine schwache wachstumshemmende Wirkung des Stammes auf S. aureus
ATCC25923 detektiert, unabhéngig davon, ob DSM44150 auf Medium mit oder ohne GIcNAc gewachsen war und
unabhingig vom verwendeten Screeningmedium. Nach sechs Tagen Wachstum von DSM44150 (+ GlcNAc) konnte eine
starke wachstumshemmende Wirkung des Stammes auf P. aeruginosa ATCC27853 und S. aureus ATCC25923 detektiert
werden. Auch diese Beobachtung konnte unabhingig vom verwendeten Screeningmedium gemacht werden. DSM44150
(- GleNAc) zeigte an Tag sechs keine wachstumshemmende Wirkung auf die Screeningorganismen. Eine mitgefiihrte
Medienkontrolle, die GlcNAc enthielt, hatte keinen inhibierenden Effekt auf die Screeningorganismen.

P. aeruginosa P. aeruginosa S. aureus S. aureus
MH ISP2 MH ISP2
DSM44150
Tag 4, + GIcNAc - n. b. + +
Tag 4, - GlcNAc - n. b. + +

Tag 6, - GIcNAc - - - -

Medienkontrollen - = - _

A) (B)
ISP2-Medium MH-Medium

DSM44150, S. aureus DSM44150, S. aureus

Abbildung 25: Ergebnisse des Topagar-Screenings von DSM44150. Der Stamm DSM44150 wurde auf Agarplatten mit
bzw. ohne GlcNAc gespottet und sechs Tage inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde ein Topagar-Screening mit den
Screeningorganismen P. aeruginosa ATCC27853 und S. aureus ATCC25923 durchgefiihrt. +: DSM44150 (+ GlcNAc);
-: DSM44150 (- GlcNAc); M: Medienkontrolle mit GlcNAc. Das Topagar-Screening wurde mit zwei verschiedenen
Screeningmedien (ISP2 (A) und MH (B)) durchgefiihrt. In beiden Screeningmedien hemmte DSM44150 (+ GlcNAc) das
Wachstum von P. aeruginosa ATCC27853 und S. aureus ATCC25923 deutlich. DSM44150 (- GlcNAc) hatte keinen
hemmenden Einfluss auf das Wachstum der Screeningorganismen.
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4.3 Detaillierte Betrachtung des Effekts von GlcNAc auf die

Produktion einzelner Sekundiarmetabolite in Actinobakterien

In der Literatur wurde fiir einzelne Actinobakterien beschrieben, dass die Zugabe von
GlcNAc in das Kultivierungsmedium die Sekunddrmetabolit-Biosynthese steigert (vgl.
Abschnitt 1.4.3.1). In dem zuvor dargestellten Projekt gehorte GlcNAc unter 18 getesteten
Signalmolekiilen zu den Verbindungen, deren Zugabe in das Wachstumsmedium von
Actinobakterien am hédufigsten eine verstiarkte Bioaktivitit der Stimme anregte. Auf Basis
des Literaturwissens und der Ergebnisse des vorherig durchgefiihrten Projektes wurde
GlcNAc als Signalmolekiil fiir ein zweites Projekt ausgewéhlt. Durch dieses Projekt sollten
weitere Sekundidrmetabolite in Actinobakterien identifiziert werden, deren Produktion durch

GlcNAc-Zugabe zum Medium moduliert wird.

4.3.1 Stammauswahl durch BOX-Fingerprints

Bei den 209 Staimmen, die fiir dieses Projekt in Betracht gezogen wurden, handelte es sich
um Actinobakterien, deren genaue phylogenetische Zuordnung unbekannt war. Unklar war
dementsprechend auch, ob sich unter den 209 Stimmen Stammduplikate befanden. Um
mogliche Stammduplikate vor der Durchfiihrung des Projektes auszusortieren, wurden von
allen Stimmen BOX-DNA-Fingerprints angefertigt (Anhang, Abbildung 60). Bei 141 der
209 Staimme ergab die BOX-PCR aussagekriftige Fingerprints. Die Fingerprints wurden
anhand ihrer Ahnlichkeit geclustert. Wihrend sich die Fingerprints der meisten Stimme
deutlich voneinander unterschieden, wurden sieben Stammgruppen mit sehr dhnlichen
Fingerprints identifiziert. Aus jeder dieser Stammgruppen wurde nur je ein Stamm fiir das
Kultivierungsprojekt mit GlcNAc ausgewdhlt, alle weiteren Stimme der Stammgruppe
wurden aussortiert. Hieraus ergab sich fiir die Durchfiihrung weiterer Versuche ein Set aus

200 Stammen.

4.3.2 Eine Kultivierung von Actinobakterien unter GlcNAc-Einfluss fiihrte zu einer

erhohten Bioaktivitit von 22 Kulturextrakten

Die verbliebenen 200 Stamme wurden sowohl in GlcNAc-supplementiertem ISP2-Medium
als auch in ISP2-Medium ohne GlcNAc in Erlenmeyerkolben kultiviert. Aufgrund der hohen

Probenanzahl erfolgte die Kultivierung in Einfachbestimmung. Im Folgenden werden
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Stamme, die mit bzw. ohne GlcNAc-Zugabe gewachsen sind, mit dem Zusatz (+ GIcNAc)

bzw. (- GlcNAc) gekennzeichnet.

Nach einer Wachstumszeit von sieben Tagen wurden die Kulturen gefriergetrocknet und mit

Methanol extrahiert. Die Extrakte wurden in drei verschiedenen Konzentrationen

hinsichtlich einer antibakteriellen Aktivitit gegen die Gram-negativen Screeningorganismen

E. coli ATCC35218, E. coli ATCC25922 ArolC, P. aeruginosa ATCC27853 und die Gram-

positiven Screeningorganismen S. aureus ATCC25923 und M. smegmatis ATCC607

getestet.

Die generierten Bioaktivitdts-Daten wurden vergleichend zwischen den Proben mit/ohne

GlcNAc ausgewertet. Dazu wurden folgende Kriterien angesetzt:

1.) Das Extrakt der GlcNAc-supplementierten Kultur musste in der mittleren getesteten
Konzentrationsstufe eine relative Wachstumsinhibierung von mindestens 80 %
aufweisen.

2.) Die Differenz der relativen Wachstumsinhibierung der Extrakte von GIcNAc-
supplementierter und nicht supplementierter Kultur musste in zwei Extrakt-
Verdiinnungsstufen mindestens 70 Prozentpunkte betragen.

Diese Kriterien wurden von insgesamt 22 Extrakten erfiillt, was etwa 12 % der prozessierten

Stamme entspricht. Am hédufigsten hatten die Extrakte (+ GIcNAc) eine im Vergleich zu den

Extrakten (- GlcNAc) verstirkte Aktivitit gegen die Gram-positiven Stimme S. aureus

ATCC25923 und M. smegmatis ATCC607 (10 bzw. 6 Extrakte). Selten wurde eine

verstarkte Aktivitdt gegen Gram-negative Screeningorganismen detektiert: Ein Extrakt

(+ GlcNAc) hatte eine erhohte Aktivitit gegen E. coli ATCC35218, ein weiteres Extrakt eine

erhohte Aktivitit gegen P. aeruginosa ATCC27853. Jeweils zwei Extrakte (+ GlcNAc)

wiesen eine gesteigerte Aktivitit gegen E. coli ATCC35218 (in M9-Medium) bzw. E. coli

ATCC25922 AtolC auf (Abbildung 26).
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Ecol AtolC
2

Abbildung 26: Effekt von GlcNAc auf die Bioaktivitit von Kulturextrakten. 200 Actinobakterien wurden in ISP2-
Medium kultiviert, welches keine Zusdtze (- GIcNAc) bzw. 20 mM GIcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Nach einer
Wachstumszeit von einer Woche wurden die Kulturen gefriergetrocknet und mit Methanol extrahiert. Es wurde getestet,
ob die Extrakte eine antibakterielle Aktivitit gegen einen der folgenden Screeningstimme haben: E. coli ATCC35218,
E. coli ATCC25922 AtolC, P. aeruginosa ATCC27853, S. aureus ATCC25923 und M. smegmatis ATCC607. Bei der
Aktivititstestung wurden drei verschiedene Extraktkonzentrationen getestet. Wenn nicht anders angegeben, wurde MH als
Screeningmedium verwendet. Fiir eine weitere Bearbeitung wurden jene Actinobakterien in Betracht gezogen, die bei
mindestens einem Screeningstamm folgende Kriterien erfiillten: 1.) Das Extrakt der GlcNAc-supplementierten Kultur
musste in der mittleren getesteten Konzentrationsstufe mindestens eine prozentuale relative Wachstumsinhibierung von
80 % haben. 2.) Die Differenz der prozentualen relativen Wachstumsinhibierung der Extrakte von GlcNAc-
supplementierter und nicht supplementierter Kultur musste in zwei Konzentrationsstufen mindestens 70 Prozentpunkte
betragen. Dargestellt ist die Anzahl an Actinobakterien, die Kriterium 1 und 2 bei einem der aufgefiihrten Screeningstimme
erfiilllten. Kein Stamm erfiillte die Kriterien fiir mehrere Screeningstimme. Saur: S. aureus ATCC25923, Msme:
M. smegmatis ATCC607, Ecol: E. coli ATCC35218, Ecol At0lC: E. coli ATCC25922 AtolC, Ecol M9: E. coli ATCC35218
in M9-Screeningmedium, Paer: P. aeruginosa ATCC27853. 22 der 200 Actinobakterien erfiillten Kriterium 1 und 2. Die
meisten GlcNAc-bedingten Aktivitdtssteigerungen wurden gegen S. aureus ATCC25923 und M. smegmatis ATCC607
detektiert.

4.3.3 Analyse des Einflusses von GlcNAc auf den Sekundirmetabolismus von
FH1286, HAG010024 und HAG010252

Drei der 22 Actinobakterien, bei denen Effekte von GlcNAc auf die Bioaktivitiat in
Einfachbestimmung beobachtet werden konnten, wurden detaillierter im Hinblick auf die
Beeinflussung des Sekunddrmetabolismus durch GIcNAc untersucht. Bei den drei
ausgewdhlten Stimmen handelte es sich um die Streptomyceten FH1286, HAG010024 und
HAGO010252. Diese Stimme wurden in Triplikaten in Medium mit/ohne Zugabe von
GlcNAc kultiviert. Nach einwochiger Inkubation wurden die gefriergetrockneten Kulturen
mit Methanol extrahiert.

Die Extrakte wurden erneut in drei verschiedenen Konzentrationen hinsichtlich einer
antibakteriellen  Aktivitdit gegen die Screeningorganismen E. coli ATCC35218,
P. aeruginosa ATCC27853, S. aureus ATCC25923 und M. smegmatis ATCC607 getestet.
Um die Substanzen zu identifizieren, die fiir die gesteigerte Bioaktivitit der Extrakte
(+ GlcNAc) verantwortlich waren, wurde je ein Extrakt (+ GlcNAc) der drei Actinobakterien

durch UPLC aufgetrennt und Fraktionen des Extraktes in einer 384-well-Platte gesammelt.
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Die Fraktionen wurden erneut im Hinblick auf eine antibakterielle Aktivitit gegen einen
ausgewdhlten Screeningorganismus getestet. Anhand von UPLC-HR-MS/MS-Daten wurde
analysiert, welche Sekunddrmetabolite in den aktiven Fraktionen vorhanden waren.
Weiterhin wurden UPLC-HR-MS-Messungen aller drei Extrakte-Replikate vorgenommen,
um eine relative Quantifizierung der aktiven Substanzen in den Extrakten (+ GlcNAc) und
(- GlcNAc) zu ermdglichen. Die relative Quantifizierung erfolgte auf Basis der Peakfldchen
entsprechender EICs bzw. UV-Chromatogramme. Die Peakfliche der Extrakt-Replikate
(- GlcNAc) wurde dabei als 100 % gesetzt.

4.3.3.1 Erhohte Desferrioxamin-B-Produktion durch HAG010024 bei Wachstum
unter GlcNAc-Einfluss

Kulturextrakte des Stammes HAGO010024 hatten eine erhohte antibakterielle Aktivitéit gegen
M. smegmatis ATCC607, wenn die Kultivierung des Stammes in Anwesenheit von GlcNAc
erfolgte (Anhang, Tabelle 12). In den M. smegmatis-aktiven UPLC-Fraktionen eines aktiven
Extraktes wurden die Siderophore Desferrioxamin B (C2sH4sN6Os, Am/z = 0,71 ppm) und
Desferrioxamin E (C27H4sN6Oo, Am/z = 0,17 ppm) derepliziert (Anhang, Abbildung 56,
Abbildung 57).

In den Extrakt-Triplikaten der GlcNAc-supplementierten Kulturen war die relative
Konzentration von Desferrioxamin B etwa 15-fach (1532 %, v =14 %) und die relative
Konzentration von Desferrioxamin E etwa 2-fach (185 %, v =1 %) erhoht im Vergleich zu
den unsupplementierten Proben (Abbildung 27; Anhang, Abbildung 58 und Abbildung 59).
Dies deutete darauf hin, dass GlcNAc in HAG010024 einen deutlichen Einfluss auf die
Produktion von Desferrioxamin B und einen verhdltnisméBig geringen Einfluss auf die
Desferrioxamin-E-Produktion hatte. Da Siderophore keine klassischen Antibiotika mit
spezifischem Wirkmechanismus sind, wurden mit HAG010024 keine weiteren Experimente

durchgefiihrt.
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Abbildung 27: Beeinflussung der Siderophorproduktion von HAG010024 durch GleNAc. (A): Struktur von
Desferrioxamin E, gezeichnet nach Barona-Gémez et al. (2004). (B): Struktur von Desferrioxamin B, gezeichnet nach
Telfer et al. (2016). (C): Relative Quantifizierung von Desferrioxamin E und Desferrioxamin B in Kulturextrakten von
HAG010024. HAG010024 wurde im Triplikat in ISP2-Medium kultiviert, das 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) bzw. keine
Zusétze (- GlcNAc) enthielt. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Zur relativen
Quantifizierung von Desferrioxamin E und Desferrioxamin B in den Kulturextrakten wurden UPLC-HR-MS-Messungen
der Extrakte durchgefiihrt (Anhang, Abbildung 58, Abbildung 59). Dabei dienten die Peakfldchen von Desferrioxamin B
in den extrahierten Tonen-Chromatogrammen bei m/z [M+H]" und m/z [M+Na]" (Molekiilionenpeak) als Maf fiir die
relative Desferrioxamin-B-Konzentration. Im Falle von Desferrioxamin E wurden die UV-Chromatogramme beim
Absorptionsmaximum von Desferrioxamin E (211 nm) zur relativen Quantifizierung herangezogen. Die Peakfldche der
Extrakt-Replikate (- GlcNAc) wurde als 100 % gesetzt. Es konnte eine unter GlcNAc-Einfluss deutlich gesteigerte
Produktion von Desferrioxamin B und eine schwach gesteigerte Produktion von Desferrioxamin E detektiert werden.

4.3.3.2 Verstirkte Produktion von Viridogrisein I bei Wachstum von FH1286 unter
GlcNAc-Einfluss

Die Kulturextrakte von FH1286 (+ GIcNAc) wiesen eine verstirkte Aktivitit gegen
S. aureus ATCC25923 und M. smegmatis ATCC607 auf (Anhang, Tabelle 12). In den
S. aureus-aktiven Fraktionen eines Extraktes von FH1286 (+ GlcNAc) wurde Viridogrisein [
derepliziert (C44He2NsO11, Am/z = 1,59 ppm) (Abbildung 28; Anhang, Abbildung 43).

Viridogrisein I gehdrt zur Antibiotikaklasse der Streptogramine. Streptogramine bestehen
aus einem Gemisch eines A-Gruppen-Streptogramins (vielfach ungeséttigte Macrolactone)
und eines B-Gruppen-Streptogramins (cyclische Hexadepsipeptide). Beide Komponenten

allein sind bakteriostatisch, als Gemisch wirken die Verbindungen synergistisch und sind



Ergebnisse 81

bakterizid. Therapeutisch als Antibiotikum eingesetzt wird das Streptogramin Synercid, ein
semi-synthetisches Derivat von Pristinamycin (Conrath ef al., 2001; Mast & Wohlleben,
2014). Viridogrisein I ist ein Streptogramin der B-Gruppe, das zugehdrige A-Gruppen-
Streptogramin ist Griseoviridin. Die antibakterielle Aktivitdit von ViridogriseinI ist
weitestgehend auf Gram-positive Bakterien beschriankt. Fiir einige Gram-negative Bakterien
(z. B. Haemophilus pertussis) wurde eine schwache antibakterielle Wirkung von
Viridogrisein I beschrieben (Cocito, 1979; Haste et al., 2010). In S. griseoviridis DSM40229
werden Viridogrisein I und Griseoviridin durch ein Biosynthesecluster mit einer Grof3e von
105 kb kodiert (Xie et al., 2012). Das Grundgeriist von Viridogrisein I wird durch nicht-
ribosomale Peptid-Synthetasen (NRPSs) synthetisiert. An der Biosynthese von Griseoviridin
sind Hybrid-Polyketid-Synthasen (PKS-NRPSs) beteiligt (Xie et al., 2012).

Die relative Viridogrisein-I-Konzentration war in den Extrakten von FH1286 (+ GlcNAc)
etwa S-fach hoher (491 %, v =15 %) als in den Extrakten von FH1286 (- GlcNAc) (100 %,
v =6 %) (Abbildung 28). Dies deutete auf eine positive Beeinflussung der Viridogrisein-I-
Produktion durch 20 mM GIlcNAc hin.
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Abbildung 28: Beeinflussung der Sekundirmetabolit-Produktion von FH1286 durch GlecNAc. (A): Struktur von
Viridogrisein I, gezeichnet nach Xie et al. (2017); (B): Struktur von Griseoviridin, gezeichnet nach Xie et al. (2017). (C):
Relative Quantifizierung von Viridogrisein I in Kultur-Extrakten von FH1286. FH1286 wurde in ISP2-Medium kultiviert,
das 20 mM GlcNAc (+ GleNAc) bzw. keine Zusdtze (- GlcNAc) enthielt. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit
Methanol extrahiert. Zur relativen Quantifizierung von Viridogriseinl wurden UPLC-HR-MS-Messungen der
Kulturextrakte durchgefiihrt (Anhang, Abbildung 47). Dabei dienten die Peakflichen der Substanz in den extrahierten
Ionen-Chromatogrammen bei m/z [M+H]" und m/z [M+Na]" (Molekiilionenpeak) als MaB fiir die relative Konzentration.
Die Peakfliche der Extrakt-Replikate (- GlcNAc) wurde als 100 % gesetzt. Es konnte eine unter GlcNAc-Einfluss
gesteigerte Produktion von Viridogrisein I detektiert werden.
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In einem Folgeprojekt wurde tiberpriift, ob der zuvor beobachtete Effekt von 20 mM GIcNAc
auf die Viridogrisein-I-Produktion in FH1286 eher auf einer erhdhten C-Quellen-
Verfiigbarkeit oder einem spezifischen GlcNAc-Einfluss beruhte. Weiterhin wurde
analysiert, ob neben der Viridogrisein-I-Produktion auch die Griseoviridin-Produktion in
FH1286 durch 20 mM GIlcNAc beeinflusst wird. Um zu iiberpriifen, ob der beobachtete
Effekt von GlcNAc auf die Viridogrisein-I-Produktion von FH1286 stammspezifisch oder
in Viridogrisein-I-Produzenten konserviert ist, wurde der Einfluss von GlcNAc auf die
Viridogrisein-I-Produktion der literaturbekannten Viridogrisein-I-Produzenten DSM40149
(Streptomyces daghestanicus) und DSM40229 (Streptomyces griseoviridis) analysiert
(DSMZ, 2019; Schlumbohm & Keller, 1990).

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden FH1286, DSM40149 und DSM40229 in
ISP2-Medium, in ISP2-Medium mit verschiedenen GlcNAc-Konzentrationen (2 mM bzw.
20 mM GlcNAc) und in ISP2-Medium mit Zusatz einer alternativen C-Quelle (20 mM
Glucose) kultiviert. Zur Quantifizierung von Viridogrisein I bzw. Griseoviridin wurden
UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt.

Wihrend die Zugabe von 20 mM GIlcNAc in das Kultivierungsmedium von FHI1286 im
Vergleich zur unsupplementierten Probe zu einer etwa 2-fachen Erh6hung (244 %, v=12 %)
der relativen Viridogrisein-I-Konzentration fiihrte, hatte die Zugabe einer dquimolaren
Glucose-Konzentration keinen steigernden Effekt auf die relative Viridogrisein-I-
Konzentration (89 %, v =4 %) (Abbildung 29). Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass der
Effekt von GlcNAc auf die Viridogrisein-I-Produktion spezifisch auf GlcNAc und nicht auf
einer erhohten C-Quellen-Konzentration im Medium beruhte. Die Zugabe von GlcNAc in
einer vergleichsweise geringen Konzentration von 2 mM hatte keinen positiven Einfluss auf
die relative Viridogrisein-I-Konzentration in den Kulturextrakten (75 %,v =1 %)
(Abbildung 29).

Es wurde eine nahezu unverinderte relative Griseoviridin-Konzentration zwischen der
Kultivierung von FH1286 in Anwesenheit (97 %, v = 21 %) bzw. Abwesenheit (100 %,
v =14 %) von 20 mM GlcNAc bestimmt (Abbildung 29). Somit verstirkte GlcNAc in
FH1286 die Produktion des B-Gruppen-Streptogramins Viridogrisein I, nicht aber die
Produktion des zugehorigen A-Gruppen-Streptogramins Griseoviridin. Dies bedeutet, dass
durch die Zugabe von 20 mM GlcNAc das urspriingliche Produktions-Verhiltnis der

synergistisch wirkenden Substanzen zu Ungunsten von Griseoviridin verschoben wurde.



Ergebnisse 83

300
S
= 200
g
g
g
] S
5}
2
2 o
Eloo-jL HE W e
& T i
R I 1= P N I = P R I = P B = Y
olPfe| jolPlo] T ulPlo] " |u|Plo
FH1286 DSM40149 | DSM40229 FH1286
Griseoviridin Viridogrisein |

Abbildung 29: Einfluss von GlcNAc und Glucose auf die Griseoviridin- und Viridogrisein-I-Produktion. Die Stimme
DSM40149, DSM40229 und FH1286 wurden jeweils im Triplikat in ISP2-Medium und in ISP2-Medium mit verschieden
Zusitzen (+ 20 mM GlcNAc; + 2 mM GleNAc; + 20 mM Glucose) kultiviert. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden
mit Methanol extrahiert. Zur relativen Quantifizierung von Viridogrisein I in den Kulturextrakten von FH1286, DSM40229
und DSM40149 bzw. Griseoviridin in den Kulturextrakten von FH1286 wurden UPLC-HR-MS-Messungen durchgefiihrt
(Anhang, Abbildung 48). Dabei dienten die Peakfldchen der Substanzen in den extrahierten lonen-Chromatogrammen bei
m/z [M+H]" und m/z [M+Na]" (Molekiilionenpeak) als MaB fiir die relative Konzentration. Die Peakfliache der Extrakt-
Replikate (- GlcNAc) wurde als 100 % gesetzt. -: ISP2 ohne Zusétze; G2: ISP2 + 2 mM GlcNAc; G20: ISP2 + 20 mM
GlcNAc; Glc: ISP2 + 20 mM Glucose. Ein positiver Einfluss von 20 mM GlcNAc auf die Viridogrisein-I-Produktion konnte
nur bei Stamm FH1286, nicht jedoch bei den Stimmen DSM40149 und DSM40229 beobachtet werden. Dies spricht dafiir,
dass es sich um einen stammspezifischen GlcNAc-Effekt handelte. Die Zugabe von 20 mM Glucose beeinflusste die
Viridogrisein-I-Produktion in FH1286 nicht. Dies ist ein erster Hinweis auf eine spezifische Wirkung von GlcNAc auf die
Viridogrisein-I-Produktion in FH1286.

Anhand von UPLC-HR-MS/MS-Messungen jeweils eines Kulturextraktes (+20 mM
GlcNAc) wurde bestétigt, dass die in der Literatur als Viridogrisein-I-Produzenten
beschriebenen Stimme DSM40149 und DSM40229 unter den verwendeten
Kultivierungsbedingungen Viridogrisein I produzierten (Anhang, Abbildung 45 und
Abbildung 46). Beide Stimme zeigten keine positive Beeinflussung der Viridogrisein-I-
Produktion durch 2 mM oder 20 mM GIlcNAc (Abbildung 29). Dieses Ergebnis ist ein
Hinweis darauf, dass es sich bei dem in FH1286 beobachteten Effekt von GlcNAc auf die
Viridogrisein-I-Produktion um einen stammspezifischen Effekt handelt, der unter den

gewidhlten Bedingungen nicht allgemein fiir die Viridogrisein-I-Produktion konserviert

erscheint.
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4.3.3.3 Verstirkte Produktion von Oxytetracyclin und Desferrioxamin E bei

Wachstum von HAG010252 unter GlcNAc-Einfluss

HAGO010252 war ein weiterer Stamm, der im Hinblick auf die Bioaktivitét positiv auf die
Zugabe von 20 mM GIlcNAc zum Wachstumsmedium reagierte. Die Kulturextrakte von
HAGO010252 zeigten eine erhohte P. aeruginosa-Aktivitit im Vergleich zu den Proben ohne
GlcNAc (Anhang, Tabelle 12). In den P. aeruginosa-aktiven UPLC-Fraktionen eines
Extraktes von HAGO010252 (+20mM GlcNAc) wurde Oxytetracyclin derepliziert
(C22H24N209, Am/z = 0,87 ppm)  (Abbildung  50).  Oxytetracyclin  gehort  zur
Antibiotikaklasse der Tetracycline und wurde bereits 1950 von der Food and Drug
Administration (FDA) zur Behandlung von Infektionskrankheiten zugelassen. Weiterhin
dient Oxytetracyclin als Ausgangssubstanz fiir das semisynthetisch hergestellte Doxycyclin,
welches auch heute noch klinische Anwendung findet (Nelson & Levy, 2011). Obwohl
Tetracycline eine antibakterielle Wirkung auf viele Gram-positive und Gram-negative
Bakterien haben (Chopra, 1985), ist die antibakterielle Aktivitit gegen P. aeruginosa-
Stimme meist nur schwach ausgeprigt. Die MIC-Werte (MIC = minimal inhibitory
concentration) der Tetracycline Minocyclin, Doxycyclin und Tetracyclin liegen im Falle
von P. aeruginosa ATCC27853 im Bereich von 32-64 pg/mL (Fass & Barnishan, 1979).
Die intrinsische Resistenz vieler P. aeruginosa-Stimme gegeniiber Tetracyclinen kann auf
die geringe Permeabilitit der duleren Membran und Efflux-Mechanismen zuriickgefiihrt
werden (Li et al., 1994).

Die relative Oxytetracyclin-Konzentration war in den Extrakten der GlcNAc-
supplementierten Kulturen etwa 3-fach (322 %, v = 7 %) hoher als in den Extrakten der
Kontrollansitze ohne GlcNAc (100 %, v =7 %) (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Einfluss von GlcNAc auf die Oxytetracyclin-Produktion von HAG010252. (A): Struktur von
Oxytetracyclin, gezeichnet nach Petkovi¢ er al. (2017). (B): Relative Quantifizierung von Oxytetracyclin in Kultur-
Extrakten von HAG010252. HAG010252 wurde in ISP2-Medium kultiviert, das 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) bzw. keine
Zusétze (- GlcNAc) enthielt. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Zur relativen
Quantifizierung von Oxytetracyclin wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Kulturextrakte durchgefiihrt (Anhang,
Abbildung 52). Dabei dienten die Peakflachen der Substanz in den extrahierten Ionen-Chromatogrammen bei m/z [M+H]*
(Isotopenpeak mit zweithdchster Intensitit) als Maf fiir die relative Konzentration. Die Peakfldche der Extrakt-Replikate
(- GlcNAc) wurde als 100 % gesetzt. Es konnte eine unter GlcNAc-Einfluss gesteigerte Produktion von Oxytetracyclin
detektiert werden.

Um neben Oxytetracyclin mogliche weitere Sekundédrmetabolite in HAGO010252 zu
identifizieren, deren Produktion durch GlcNAc moduliert wird, wurde analytisch tiberpriift,
welche weiteren Sekundidrmetabolite von HAG010252 synthetisiert werden und ob sich die
Produktion dieser Substanzen unter Einfluss von GlcNAc verdndert. Durch UPLC-HR-
MS/MS-Messungen eines Kulturextrakts von HAG010252 (+ 20 mM GIcNAc) konnte
gezeigt werden, dass HAGO010252 Desferrioxamin E  produziert (C27H48N6Oo,
Am/z = 0 ppm) (Anhang, Abbildung 51). Desferrioxamin E war in den Extrakten der unter
Zusatz von 20 mM GIlcNAc gewachsenen Kulturen, nicht jedoch in den Proben ohne
GlcNAc detektierbar (Abbildung 32).

Oxytetracyclin hat einen theoretischen m/z-Wert von m/z 461.1555 [M+H]". Durch die
Analyse von UPLC-HR-MS/MS-Messungen eines Kulturextraktes von HAGO010252
(+ 20 mM GlcNAc) wurde detektiert, dass HAG010252 unter Einfluss von GlcNAc neben
Oxytetracyclin (m/zgemessen 461.1556, RT = 3,4 min) eine weitere Substanz mit nahezu
identischem m/z-Wert (m/Zgemessen 461.1558) und leicht unterschiedlicher Retentionszeit
(RT = 3,3 min) produziert (Abbildung 31). Diese Substanz zeigte ein sehr dhnliches, aber
dennoch abweichendes MS/MS-Fragmentierungsmuster zu kommerziellem Oxytetracyclin

(Abbildung 31). Das Intensitdtsverhdltnis der MS/MS-Fragmente m/z 380.1133 und
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m/z 381.0610 von der detektierten Substanz und kommerziellem Oxytetracyclin wich
deutlich voneinander ab. Wahrscheinlich handelte es sich bei der detektierten Substanz um
ein Isomer von Oxytetracyclin. Im Folgenden wird die Verbindung als potentielles
Oxytetracyclin-Isomer bezeichnet. Wurde HAGO010252 in unsupplementiertem ISP2-
Medium kultiviert, war das potentielle Oxytetracyclin-Isomer nicht in den Extrakten
detektierbar (Abbildung 32). Die Substanz wére demnach in einem Versuchsaufbau ohne

20 mM GlcNAc nicht gefunden worden.
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Abbildung 31: UPLC-HR-MS/MS-Analyse eines Extraktes von HAG010252 — Identifizierung von Oxytetracyclin
und einem potentiellen Oxytetracyclin-Isomer. Zur Identifizierung von Oxytetracyclin (m/Zteoretisch 461.1555 [M+H]")
wurde ein Methanol-Extrakt von HAG010252 (+ 20 mM GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert ((A)-(C) und (E)-
(F)). (A): Extrahiertes lonen-Chromatogramm bei m/z 461.1555. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit
m/z 461.1558 [M+H]", RT = 3,3 min. (C): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 461.1556 [M+H]*, RT
= 3,4 min. (D): UPLC-HR-MS/MS-Analyse von Oxytetracyclin (Reinsubstanz). Dargestellt ist das MS/MS-
Fragmentierungsmuster von Oxytetracyclin (m/z 461.156 [M+H]") (entnommen aus der hausinternen UPLC-HR-MS/MS-
Datenbank). (E): Ausschnitt von (B). (F): Ausschnitt von (C). (G): Ausschnitt von (D). Das Fragmentierungsmuster in (C)
zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem Fragmentierungsmuster in (D). Somit handelte es sich bei der in (C)
analysierten Substanz sehr wahrscheinlich um Oxytetracyclin. Das Fragmentierungsmuster in (B) hatte Ahnlichkeit zu dem
Fragmentierungsmuster in (D), jedoch unterschied sich das Intensitdtsverhdltnis der Fragmente m/z 380.1133 und
m/z 381.0610 deutlich in beiden Fragmentierungen (vgl. (E) mit (F) und (G)). Wahrscheinlich handelte es sich bei der in
(B) analysierten Verbindung um ein Isomer von Oxytetracyclin.
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Abbildung 31: Fortsetzung.

Zur Abschitzung der Spezifitit des GlcNAc-Effektes auf die Produktion von Oxytetracyclin,
Desferrioxamin E und des potentiellen Oxytetracyclin-Isomers wurde der Einfluss von
20 mM Glucose auf die Produktion der Substanzen untersucht. Hierzu wurde HAG010252
in ISP2-Medium mit 20 mM Glucose kultiviert. Zur Kontrolle wurde eine Kultivierung von
HAGO010252 in ISP2-Medium ohne Zusidtze durchgefiihrt. Es folgte eine relative
Quantifizierung der Substanzen in den Kulturextrakten. Auf die Produktion von
Desferrioxamin E und des potentiellen Oxytetracyclin-Isomers hatte die Glucose-Zugabe
keinen positiven Effekt. Weder Desferrioxamin E noch das potentielle Oxytetracyclin-
Isomer konnten in den Extrakten der Glucose-supplementierten Kulturen detektiert werden
(Abbildung 32). Dieses Ergebnis ist ein erster Hinweis darauf, dass die
Produktionssteigerung beider Substanzen durch Zugabe von 20 mM GlcNAc spezifisch auf
GlcNAc beruhte. Im Gegensatz hierzu zeigte Glucose einen schwach positiven Effekt auf
die Oxytetracyclin-Produktion. Im Vergleich zu den unsupplementierten Proben war die
relative Oxytetracyclin-Konzentration in den Extrakten (+ 20 mM Glucose) um das 1,6-
fache erhoht (Abbildung 32). Dieses Ergebnis ist ein moglicher Hinweis darauf, dass die
gesteigerte Oxytetracyclin-Produktion durch 20 mM GlcNAc nicht absolut spezifisch auf
GlcNAc, sondern genereller auf eine erhdhte C-Quellen-Verfiigbarkeit zuriickzufiihren sein
konnte.

Um den Einfluss einer verhéltnismiaBig geringen GlcNAc-Konzentration auf die Produktion
der drei genannten Sekundirmetabolite zu iiberpriifen, wurde HAG010252 in ISP2-Medium
mit Zusatz von 2 mM GlcNAc kultiviert und die Kulturextrakte analytisch untersucht. Die

relative Konzentration der Substanzen in den Kulturextrakten (+ 2 mM GlcNAc) wurde mit
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der relativen Konzentration jener Verbindungen in den Kulturextrakten (- GlcNAc) und
(+20 mM GlcNAc) verglichen. Desferrioxamin E konnte in Anwesenheit von 2 mM
GlcNAc, nicht jedoch ohne GlcNAc-Zugabe detektiert werden (Abbildung 32). Die
Ausprigung des Effektes von GlcNAc auf die Desferrioxamin-E-Produktion war abhéngig
von der eingesetzten GlcNAc-Konzentration: Die relative Desferrioxamin-E-Konzentration
der mit 2 mM GlcNAc supplementierten Proben betrug das 0,15-fache der mit 20 mM
GlcNAc supplementierten Proben (Abbildung 32).

Im Vergleich zu den Proben einer unsupplementierten Kultur war die relative
Oxytetracyclin-Konzentration in den Extrakten (+ 2 mM GlcNAc) um das 3,1-fache erhoht
(Abbildung 32). Die Zugabe von 2 mM GIcNAc hatte einen etwas stirkeren Effekt auf die
Oxytetracyclin-Produktion als die Zugabe von 20 mM GlcNAc. In den Extrakten der
Kulturen (+ 2 mM GIlcNAc) war die relative Oxytetracyclin-Konzentration 1,6-fach so hoch
wie in den Proben (+ 20 mM GlcNAc) (Abbildung 32). Das potentielle Oxytetracyclin-
Isomer konnte ausschlieBlich in den Extrakten einer unter Einfluss von 20 mM GlcNAc
gewachsenen Kultur detektiert werden. In den Extrakten der mit 2 mM GIcNAc
supplementierten Kulturen blieb die Substanz unterhalb des Detektionslimits (Abbildung
32).

Die Beobachtung, dass drei Streptomyceten, die in dieser Arbeit analysiert wurden
(HAG010252, HAG010024 und ST136450) eine gesteigerte Desferrioxamin-Produktion bei
Wachstum unter GlcNAc-Einfluss zeigten, ist ein erster Hinweis darauf, dass es sich hierbei
um einen in Streptomyceten verbreiteten Effekt handeln konnte. Interessanterweise
beobachteten Craig et al. (2012) in S. coelicolor und anderen Streptomyceten einen
gegensitzlichen Effekt von GlcNAc auf die Siderophor-Produktion. Die Autoren
beobachteten eine verringerte Produktion von Siderophoren durch GlcNAc-Zugabe ins
Medium. Craig et al. (2012) konnten zeigen, dass der inhibierende Einfluss von GlcNAc auf
die Desferrioxamin-Biosynthese in Verbindung mit den Transkriptionsregulatoren DmdR 1
und DasR steht. DmdR1 ist ein globaler Regulator des Eisenhaushalts. Bei Vorliegen hoher
Eisenkonzentrationen bindet DmdR1 unter anderem an Promotoren von Siderophor-
Biosynthese-Clustern und hemmt dadurch die Siderophor-Produktion (Flores & Martin,
2004; Tunca et al., 2007). DasR ist ein globaler Regulator, der in S. coelicolor die
Biosynthese mehrerer Sekundidrmetabolite reguliert und dessen Aktivitat durch GleN-6P und
GlcNAc-6P (beide Zwischenprodukte des GlcNAc-Abbauweges) gesteuert wird (Rigali et
al.,2008; Tenconi et al., 2015). In S. coelicolor beeinflusst DasR die Siderophor-Produktion
indirekt durch die Kontrolle der Transkription von dmdRI1 (Craig et al., 2012). Die
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Beeinflussung von DmdR1 durch DasR verdeutlicht, dass in S. coelicolor sowohl die Eisen-
als auch die GlcNAc-Versorgung der Zellen modulierend auf die Siderophor-Produktion
wirkt. Interessanterweise konnte auch schon fiir Tetracyclin gezeigt werden, dass die
Biosynthese in Streptomyces aureofaciens durch eine hohe Eisenkonzentration gehemmt
wird (Bechet & Blondeau, 1998). Um zu tberpriifen, ob auch die Oxytetracyclin-
Biosynthese in HAG010252 durch die Eisenkonzentration im Medium beeinflusst wird und
um das Zusammenspiel der Stimuli GlcNAc und Eisen auf die Sekundédrmetabolit-
Produktion in HAG010252 zu untersuchen, wurde der Stamm unter folgenden Bedingungen
kultiviert:

- ISP2 + GlcNAc (20 mM) + Eisen(I1I)-citrat (0,03 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,12 mg/mL)

- ISP2 + Eisen(IlI)-citrat (0,03 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,12 mg/mL)
In den Extrakten erfolgte eine relative Quantifizierung von Desferrioxamin E und
Oxytetracyclin.
Die Hypothese, dass eine hohe Eisen-Konzentration die Oxytetracyclin-Produktion negativ
beeinflusst, konnte bestdtigt werden. Die Zugabe von 0,03 mg/mL bzw. 0,06 mg/mL bzw.
0,12 mg/mL Eisen(Ill)-citrat fiihrte zu einer Abnahme der relativen Oxytetracyclin-
Produktion auf das 0,7-fache bzw. 0,5-fache bzw. 0,3-fache im Vergleich zur
unsupplementierten Probe (Abbildung 32).
Der in dieser Arbeit beobachtete positive Effekt von 20 mM GlcNAc auf die
Desferrioxamin-E- und Oxytetracyclin-Produktion von HAGO010252 wurde durch die
Zugabe von Eisen(III)-citrat aufgehoben.
Im Falle von Desferrioxamin E war die Aufhebung des GlcNAc-Effektes durch Eisen(III)-
citrat-Zugabe vollstindig. In den Extrakten der Kulturen, die neben 20 mM GIlcNAc
0,03 mg/mL, 0,06 mg/mL oder 0,12 mg/mL Eisen(Ill)-citrat enthielten, war kein
Desferrioxamin E detektierbar (Abbildung 32). Dies entspricht der Situation in den
unsupplementierten Proben: auch dort konnte kein Desferrioxamin E detektiert werden
(Abbildung 32).
Der eisenreprimierende Effekt auf die Oxytetracyclin-Produktion in Anwesenheit von
GlcNAc war ebenfalls deutlich. Die Zugabe von GlcNAc und zusitzlich 0,03 mg/mL bzw.
0,06 mg/mL bzw. 0,12 mg/mL Eisen(IlI)-citrat zum Medium fiihrte zu einer Abnahme der
relativen Oxytetracyclin-Konzentration auf das 0,5-fache bzw. 0,3-fache bzw. 0,05-fache im
Vergleich zu den Proben mit ausschlieBlicher GlcNAc-Supplementation (Abbildung 32).
Wurde das Medium von HAG010252 sowohl mit GlcNAc als auch mit 0,03 mg/mL bzw.
0,06 mg/mL bzw. 0,12 mg/mL Eisen(Ill)-citrat supplementiert, war die relative
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Oxytetracyclin-Konzentration in diesen Proben 0,9-fach bzw. 0,5-fach bzw. 0,1-fach so hoch
wie in den unsupplementierten Proben (Abbildung 32). Der positive Einfluss von GlcNAc
auf die Oxytetracyclin-Produktion wurde somit durch die Zugabe von Eisen(III)-citrat
vollstindig aufgehoben.

Auch im Falle des potentiellen Oxytetracyclin-Isomers trat ein eisenreprimierender Effekt
auf die Produktion der Substanz in Anwesenheit von GlcNAc auf. Unter Zugabe von 20 mM
GlcNAc und gleichzeitig 0,03 mg/mL bzw. 0,06 mg/mL bzw. 0,12 mg/mL Eisen(III)-citrat
war die relative Konzentration der Substanz 0,3-fach bzw. 0,2-fach bzw. 0,02-fach so hoch
wie in den ausschlieBlich mit 20 mM GlcNAc supplementierten Proben (Abbildung 32).
Trotz des deutlich negativen Einflusses von Eisen(I1I)-citrat auf die Produktion der Substanz
in Anwesenheit von 20 mM GlcNAc war die relative Konzentration der Verbindung auch
bei Zugabe von 0,12 mg/mL Eisen(IlI)-citrat hoher als in den unsupplementierten Proben
(Abbildung 32). Somit war die Authebung des positiven Effektes von 20 mM GlcNAc auf

die Produktion des potentiellen Oxytetracyclin-Isomers deutlich, aber nicht vollstindig.
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Abbildung 32: Einfluss von GlcNAc, Glucose und Eisen(IIl)-citrat auf die Produktion von Oxytetracyclin und
Desferrioxamin E sowie auf die Produktion eines potentiellen Oxytetracyclin-Isomers. Der Stamm HAG010252
wurde jeweils im Triplikat in neun verschiedenen Medien kultiviert. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit
Methanol extrahiert. Zur relativen Quantifizierung von Oxytetracyclin, Desferrioxamin E und dem potentiellen
Oxytetracyclin-Isomer in den Kulturextrakten wurden UPLC-HR-MS-Messungen durchgefiihrt (Abbildung 53, Abbildung
54). Es wurden die Peakflichen der Substanzen in den extrahierten Ionen-Chromatogrammen bei m/z [M+H]"
(Isotopenpeak mit zweithdchster Intensitdt) zur relativen Quantifizierung herangezogen. Folgende Medien wurden zur
Kultivierung eingesetzt: -: ISP2 ohne Zusétze; G2: ISP2 + 2 mM GlcNAc; G20: ISP2 + 20 mM GlcNAc; G20 + Fe (0,03):
ISP2 + 20 mM GlcNAc + 0,03 mg/mL Eisen(IIl)-citrat; G20 + Fe (0,06): ISP2 + 20 mM GlcNAc + 0,06 mg/mL Eisen(III)-
citrat; G20 + Fe (0,12): ISP2 + 20 mM GlcNAc + 0,12 mg/mL Eisen(III)-citrat; Fe (0,03): ISP2 + 0,03 mg/mL Eisen(III)-
citrat; Fe (0,06): ISP2 + 0,06 mg/mL Eisen(IlI)-citrat; Fe (0,12): ISP2 + 0,12 mg/mL Eisen(III)-citrat; Glc: ISP2 + 20 mM
Glucose. (A): Oxytetracyclin, (B): potentielles Oxytetracyclin-Isomer, (C): Desferrioxamin E. Der positive Effekt von
GlcNAc auf die Produktion von Oxytetracyclin und Desferrioxamin E sowie die auf die Produktion des potentiellen
Oxytetracyclin-Isomers wurde durch hohe Eisen-Konzentrationen aufgehoben.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Eisen-Konzentration im Medium einen
entscheidenden Einfluss darauf hatte, ob die Zugabe von 20 mM GlcNAc zum
Kultivierungsmedium von HAGO010252 einen positiven Effekt auf die Produktion von
Oxytetracyclin, Desferrioxamin E und des potentiellen Oxytetracyclin-Isomers hatte. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Eisenkonzentration eine Art An-/Aus-Schalter fiir die
Biosynthese der genannten Sekunddrmetabolite darstellt und GlcNAc unterhalb eines Eisen-

Schwellenwertes eine Fein-Regulierung der Biosynthese auslost.



Diskussion 93

5 Diskussion

5.1 Anwendbarkeit der PacBio-SMRT-Technologie zur
Charakterisierung einer industriellen Stammsammlung anhand

von 16S-ITS-Sequenzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde getestet, ob sich die PacBio-SMRT-Technologie zur
Charakterisierung einer industriellen Stammsammlung anhand von 16S-ITS-Sequenzen
eignet. Wihrend die Sequenzgenauigkeit der generierten 16S-ITS-OTUs {iberzeugen
konnte, gab es deutliche Hinweise dafiir, dass die Anzahl hochqualitativer Sequenzen pro
Probe als kritisch zu bewerten ist. Die Sequenzanzahl war zu gering, um zuverldssig
Sequenzinformationen {iber alle 16S-ITS-Varianten der 95 Kulturen zu generieren. Hieraus
lasst sich schlussfolgern, dass im Hinblick auf die routineméfBige Anwendung der Methode
eine Erhohung der Sequenzanzahl pro Probe angestrebt werden sollte. Eine mdgliche
Umsetzung wird in Abschnitt 6.1 beschrieben.

Exemplarisch wurde gezeigt, dass 16S-ITS-Sequenzen hilfreich fiir die Differenzierung von
nah verwandten Streptomyces Spezies sein konnen. Insgesamt war das Datenset jedoch zu
klein, um eine sichere Vorhersage treffen zu konnen, ob sich alle bekannten Streptomyces
Spezies anhand von 16S-ITS-Sequenzen differenzieren lieBen. In der Literatur finden sich
jedoch Hinweise, dass eine 16S-ITS basierte Differenzierung unterschiedlicher
Streptomyces-Stdmme in vielen Fillen moglich ist. Lanoot ez al. (2005) amplifizierten 16S-
ITS-Regionen von 463 Typstimmen des Genus Streptomyces und des nah verwandten
Genus  Kitasatospora. Die  16S-ITS-Amplifikate  wurden anschlieBend mit
Restriktionsenzymen verdaut und elektrophoretisch aufgetrennt. Mit diesem Vorgehen
konnten Streptomyces Spezies mit sehr dhnlicher 16S rDNA in vielen, aber nicht in allen
Féllen anhand ihres 16S-ITS-Bandenmusters differenziert werden. Es ist davon auszugehen,
dass einige der von Lanoot et al. (2005) analysierten Spezies, die sehr dhnliche oder
identische 16S-ITS-Bandenmuster aufwiesen, durch Sequenzierung der 16S-ITS-Regionen
differenzierbar wéren, da durch eine Sequenzierung auch sehr geringe Abweichungen der
16S-ITS-Regionen detektierbar wiren.

Weiterhin wurde exemplarisch getestet, ob sich auch Stimme derselben Streptomyces
Spezies anhand der generierten 16S-ITS-OTUs unterscheiden lieBen. Hierbei zeigte sich,

dass es stammabhingig ist, ob anhand der ITS-Variabilitit eine Unterscheidung von
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Stammen einer Streptomyces Spezies moglich ist. Um eine Abschitzung machen zu kénnen,
wie grof3 die Intraspezies-Diversitit im Genus Streptomyces ist, miisste eine weitere Studie
mit einer grofleren Anzahl an Stimmen durchgefiihrt werden. Dass die Variabilitét von ITS-
Sequenzen fiir die Intra-Spezies-Differenzierung von Streptomyceten hilfreich sein kann,
zeigten zuvor auch Hain er al. (1997) am Beispiel von S. albidoflavus. In jener Studie
konnten verschiedene S. albidoflavus-Stimme anhand der Gréfle, Anzahl und Sequenz der
ITS-Regionen unterschieden werden.

Soll eine industrielle Stammsammlung mit diverser Stamm-Zusammensetzung basierend auf
der vorgestellten Methode charakterisiert werden, sollten folgende Aspekte beachtet werden:
Die Sequenzgenauigkeit der in dieser Arbeit generierten 16S-ITS-OTUs wurde anhand eines
Abgleichs der 16S-ITS-OTUs vierer Genom-sequenzierter Stimme mit den entsprechenden
Genom-annotierten 16S-ITS-Sequenzen abgeschdtzt. Die ITS-Sequenzen dieser Stimme
hatten eine durchschnittliche Lange von etwa 360 bp. Im Hinblick auf die Charakterisierung
einer Stammsammlung muss beachtet werden, dass die Lange der ITS-Sequenzen in einigen
Stimmen deutlich langer als in den hier analysierten Stimmen sein kann. Je groBer die ITS-
Lénge ist, desto grofer sind die zu sequenzierenden 16S-ITS-Amplifikate. Aufgrund der
begrenzten Léinge der polymerase reads sinkt mit zunehmender Amplifikat-Grole die
Anzahl an subreads, die flir jedes sequenzierte Molekiil generiert werden. Dies kann sich
negativ auf die Genauigkeit der circular consensus sequences auswirken. In einer Studie, in
der die ITS-Regionen von 155 Bakteriengenomen verschiedener Phyla bioinformatisch
analysiert wurden, hatten die ITS-Regionen eine durchschnittliche Linge von 476 bp
(Stewart & Cavanaugh, 2007) und lagen somit in einem dhnlichen Grof3enbereich wie die
ITS-Regionen der hier analysierten Genom-sequenzierten Stimme. Tendenziell lange ITS-
Regionen wurden jedoch beispielsweise in a-Proteobakterien detektiert (554-1255 bp,
Mittelwert: 825 bp). Unter den analysierten Stimmen hatte Saccharophagus degradans mit
2880 bp die grofite ITS-Sequenz (Stewart & Cavanaugh, 2007).

Weiterhin miisste bei der Charakterisierung einer Stammsammlung beachtet werden, dass
die Anordnung der rRNA-Gene in einigen Bakterien von der iiblichen Operon-Struktur
(16S rDNA/23S rDNA/5S rDNA) abweicht. So ist beispielsweise in Anaplasma marginale
das 16S-rRNA-Gen mindestens 100 kb vom 23S-/5S-rDNA-Cluster entfernt (Rurangirwa et
al., 2002). Bei Bakterien mit einer solchen abweichenden rRNA-Gen-Anordnung wére keine
16S-ITS-Analyse moglich.

Neben der PacBio-SMRT-Technologie erfiillt auch die Nanopore-Technologie (Oxford

Nanopore Technologies) zwei wichtige Voraussetzungen fiir die Sequenzierung von 16S-
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ITS-Amplifikaten: Die Technologie ermoéglicht lange Leselingen und beruht auf der
Sequenzierung einzelner Molekiile (Jain et al., 2016). Ein Schwachpunkt der Nanopore-
Technologie ist bisher jedoch die hohe Fehlerrate (Rang et al., 2018). Calus et al. (2018)
verwendeten die Nanopore-Technologie fiir die Sequenzierung nahezu vollstindiger 16S-
rRNA-Gene. Hierbei wurde eine Consensus-Sequenzgenauigkeit von 99,50 % erreicht. Im
Vergleich hierzu konnten Schloss et al. (2016) zeigen, dass mit der PacBio-SMRT-
Technologie nahezu vollstindige 16S-rRNA-Gen-Sequenzen mit einer Genauigkeit von
99,97 % generiert werden konnen.

Ein mogliches alternatives Vorgehen zur Charakterisierung einer industriellen
Stammsammlung wére die parallele Durchfithrung von 16S-rDNA-Sequenzierungen und
REP-PCRs (vgl. Abschnitt 1.6.1). REP-PCRs wurden bereits in einigen Genera fiir die Inter-
und Intra-Spezies-Differenzierung von Bakterien eingesetzt (Chou & Wang, 2006; Jarocki
et al., 2016; Lanoot et al., 2004; Northey et al., 2005). Nachteil eines solchen Verfahrens
gegeniiber der 16S-1TS-Sequenz-basierten Charakterisierung wére, dass zwei Datenbanken
(Fingerprints bzw. 16S-rDNA-Sequenzen) parallel verwaltet und zwei Labor-Prozesse

koordiniert werden miissten.

5.2 Bestimmung von Signalmolekiilen, deren Zugabe ins
Wachstumsmedium die Bioaktivitit von Actinobakterien

steigert

Durch ein Festphasen-Kultivierungs- und Screening-Verfahren wurden sechs Stimme
identifiziert, die nach Kultivierung unter Zugabe eines Signalmolekiils eine erhohte oder neu
auftretende anti-P. aeruginosa-Aktivitit im Topagar-Screening zeigten. Dies ist ein
moglicher Hinweis darauf, dass die Anwesenheit der Signalmolekiile die Produktion
antibakterieller Sekundérmetabolite positiv beeinflusst hat.

Die Zugabe des Antibiotikums Tetracyclin fiihrte bei den Stimmen ST102142, ST102347
und DSM40005 zu einer neu auftretenden bzw. erhdhten anti-P. aeruginosa-Aktivitdt im
Topagar-Screening. Der Stamm ST102142 hemmte das Wachstum von P. aeruginosa
zusitzlich nach Kultivierung in Anwesenheit des Antibiotikums Rifampicin. Dass einige
Antibiotika in sub-MIC-Konzentrationen eine Signalfunktion haben, wurde bereits in der
Literatur beschrieben. In einigen Streptomyceten wurden Pseudo-y-Butyrolacton-

Rezeptoren identifiziert, die an der transkriptionellen Regulation der Sekunddrmetabolit-
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Biosynthese beteiligt sind und endogene oder exogene Antibiotika als Liganden binden
(Jianya et al., 2016; Wang et al., 2014). Ein positiver Einfluss von Tetracyclin auf die
Biosynthese von Sekundirmetaboliten wurde in der Literatur fiir S. coelicolor A3(2)
beschrieben. In S. coelicolor A3(2) ist die Produktion von Actinorhodin und CDA (calcium-
dependent antibiotic) in Anwesenheit von Tetracyclin erhoht (Imai et al., 2015; Tanaka et
al., 2017). Der molekulare Mechanismus des Tetracyclin-Effektes auf die
Sekundirmetabolit-Biosynthese von S. coelicolor A3(2) ist nicht bekannt.

ST136450 (Streptomyces sp.) hemmte das Wachstum von P. aeruginosa ATCC27853 im
Topagar-Screening, wenn der Stamm zuvor in Anwesenheit von Desferrioxamin E kultiviert
worden war. Ohne Signalmolekiil-Zugabe wurde keine anti-P. aeruginosa-Aktivitét
detektiert. Es gibt Hinweise in der Literatur, dass Desferrioxamin E den
Sekundidrmetabolismus und die morphologische Entwicklung in Streptomyceten beeinflusst.
So stimuliert Desferrioxamin E in Streptomyces tanashiensis die morphologische
Entwicklung und die Biosynthese von Substanzen, die wachstumshemmend auf Bacillus
subtilis wirken. In einem weiteren Actinobakterium (Genus unbestimmt) beeinflusst
Desferrioxamin E die Biosynthese eines gelben Pigments und einer antibakteriellen
Substanz positiv (Yamanaka ef al., 2005). Der molekulare Mechanismus der Wirkung von
Desferrioxamin E auf den Sekunddrmetabolismus ist ebenfalls nicht bekannt.

Nach Kultivierung in Anwesenheit von GIcNAc hatten die Stimme ST136450
(Streptomyces sp.), ST106056 (Streptomyces sp.) und DSM44150 (Kibdelosporangium
largum) im Topagar-Screening eine wachstumshemmende Aktivitit gegen P. aeruginosa
ATCC27853. In Abwesenheit von GIcNAc wurde keine anti-P. aeruginosa-Aktivitét
detektiert. Ein Effekt von GlcNAc auf die Sekunddrmetabolit-Biosynthese wurde bereits fiir
einzelne Stimme verschiedener Genera gezeigt (z. B. Streptomyces, Saccharopolyspora,
Rhodococcus, Actinokineospora). Es wurden sowohl positive als auch negative Effekte von
GlcNAc auf die Sekundarmetabolit-Biosynthese beschrieben. Das Spektrum bekannter
beeinflusster Sekundidrmetabolite umfasst Antibiotika, Pigmente sowie Siderophore (Craig

et al.,2012; Dashti et al., 2017; Liao et al., 2014; Liao et al., 2015; Rigali et al., 2008).

Zwei der Stidmme, deren Bioaktivitit im Festphasen-Kultivierungs- und Screening-
Verfahren positiv durch GlcNAc moduliert wurde, wurden detaillierter bearbeitet, um
Sekundarmetabolite zu identifizieren, deren Produktion durch GlcNAc beeinflusst wird.

Bei einem dieser Stimme handelte es sich um ST136450 (Streptomyces sp.). Die Zugabe

von GlcNAc ins Medium hatte einen deutlichen Einfluss auf die Morphologie von
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ST136450. Die Bildung von Luft-Mycel wurde in Anwesenheit von GlcNAc unterdriickt. In
der Literatur wurde ein Einfluss von GlcNAc auf die morphologische Entwicklung bereits
fiir S. coelicolor, Streptomyces acrimycini, Streptomyces antibioticus und Streptomyces
cacaoi beschrieben. Es wurde berichtet, dass der GlcNAc-Effekt auf die Morphologie von
S. coelicolor medienabhingig ist. Wihrend die Anwesenheit von GIcNAc in
néhrstoffreichem R2YE-Medium die morphologische Entwicklung hemmte, hatte GlcNAc
in Minimalmedium einen gegenteiligen Effekt (Craig et al., 2012; Rigali et al., 2008).
Basierend auf einer Metabolomanalyse wurde ermittelt, dass bei Kultivierung von
ST136450 in Anwesenheit von GlcNAc die Produktion mehrerer Desferrioxamine erhoht
war. Hierzu gehorten unter anderem verschiedene putativ glykosylierte Desferrioxamine.
Aus Studien mit S. coelicolor ist bekannt, dass die Enzyme DesABCD die Biosynthese
mehrerer unterschiedlicher Desferrioxamine katalysieren (Barona-Gomez et al., 2004;
Ronan et al., 2018). Fiir die Biosynthese glykosylierter Desferrioxamin-Derivate wird neben
DesABCD sehr wahrscheinlich eine Glykosyltransferase benotigt.

Zu den glykosylierten Desferrioxaminen, deren Produktion in ST136450 unter GlcNAc-
Einfluss erhoht war, gehorte ein putativ einfach glykosyliertes Desferrioxamin-B-Derivat
mit der Molekiilformel C31HssN6O13. Hierbei konnte es sich um jenes Fructosyl-N-
Glykoderivat von Desferrioxamin B handeln, das von Sekurova et al. (2016) beschrieben
wurde. Sekurova et al. (2016) entdeckten dieses Derivat und drei weitere einfach
glykosylierte Desferrioxamine bei dem Versuch, ein stilles Gencluster in Streptomyces albus
PVA94-07 zu aktivieren. Hierzu wurde ein Cluster-situiertes Regulator-Gen homolog
iiberexprimiert. Unerwarteterweise fiihrte dies zur Produktion von glykosylierten
Desferrioxaminen. Es ist zu vermuten, dass diese induzierte Glykosylierung die
enzymatische Aktivitdt einer trans-agierenden Glykosyltransferase bendtigt, welche
eventuell durch die Uberexprimierung des Regulators aktiviert wurde. Einen solchen
Zusammenhang konnten Sekurova et al. (2016) allerdings nicht belegen. Im Falle von
ST136450 wire denkbar, dass die beobachtete erhohte Produktion glykosylierter
Desferrioxamine in Anwesenheit von GlcNAc auf ein Glykosyltransferase-Gen
zuriickzufiihren ist, das unter transkriptioneller Kontrolle des globalen Regulators DasR
steht. In S. coelicolor steuern die allosterischen Faktoren GlcN-6P und GlcNAc-6P die
Aktivitit von DasR (Rigali et al., 2008; Tenconi et al., 2015).

Neben dem genannten putativ einfach glykosylierten Desferrioxamin-B-Derivat wurden in
den Kulturextrakten von ST136450 auch putativ zweifach glykosylierte Desferrioxamin-B-

und Desferrioxamin-Ai-Derivate detektiert, deren Produktion bei Wachstum in
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Anwesenheit von GlcNAc erhoht war. Gemal3 einer Literaturrecherche wurden mehrfach
glykosylierte Desferrioxamin-Derivate bisher nicht beschrieben.

Wihrend in ST136450 durch GlcNAc-Zugabe eine deutlich erhdhte Produktion diverser
Desferrioxamine auftrat, beobachteten Craig et al. (2012) in S. coelicolor und anderen
Streptomyces spp. bei Anwesenheit von GIcNAc eine verminderte Produktion von
Desferrioxaminen. Durch Zugabe von GlcNAc in das Kultivierungsmedium von
S. coelicolor verringerte sich die Produktion der Siderophore Desferrioxamin B und
Desferrioxamin E um das 25-fache bzw. 5-fache (Craig et al., 2012).

Dass die GlcNAc-Zugabe ins Medium gegensitzliche Effekte auf die Desferrioxamin-
Produktion in S. coelicolor und ST136450 hatte, konnte auf Abweichungen beziiglich der
Regulation der Desferrioxamin-Biosynthese zurlickzufiihren sein. Moglich wire auch, dass
der abweichende Effekt in der Nutzung unterschiedlicher Kultivierungsmedien begriindet
liegt. Wéhrend die Experimente mit ST136450 in ISP2-Medium durchgefiihrt wurden,
verwendeten Craig et al. (2012) fiir die Kultivierung von S. coelicolor R2YE-Medium. Dass
die Wirkung von GlcNAc auf den Sekunddrmetabolismus stark davon abhédngig sein kann,
in welchem Medium die Bakterien kultiviert werden, zeigten Rigali et al. (2008). Wurde
S. coelicolor auf reichhaltigen R2YE-Agarplatten kultiviert, fiihrte die Zugabe von > 10 mM
GlcNAc zum Medium zu einer Inhibierung der Produktion von Actinorhodin und
Undecylprodigiosin. Bei einer Kultivierung auf Minimalmedium-Agarplatten hatte die
Zugabe von > 5 mM GlcNAc hingegen einen positiven Effekt auf die Produktion von
Actinorhodin und Undecylprodigiosin (Rigali et al., 2008).

Bei dem zweiten Stamm, der detailliert betrachtet wurde, handelte es sich um DSM44150
(Kibdelosporangium aridum). DSM44150 hatte bei der erneuten Bearbeitung im Topagar-
Screening nur dann eine wachstumshemmende Wirkung auf P. aeruginosa ATCC27853 und
S. aureus ATCC25923, wenn der Stamm zuvor unter GlcNAc-Einfluss kultiviert worden
war. Dies deutete darauf hin, dass durch Supplementierung des Mediums mit GlcNAc die
Produktion eines antibakteriellen Sekundidrmetabolits verstirkt wurde. Trotz deutlicher
Aktivitdt von DSM44150 (+ GlcNAc) im Topagar-Screening hatten die Methanol-Extrakte
der Kulturen im MTT-Test keine Aktivitdt gegen P. aeruginosa ATCC27853 oder S. aureus
ATCC25923. Dies konnte beispielsweise einer mangelnden Stabilitdt oder einer schlechten
Extrahierbarkeit der anti-Gram-negativen Verbindung zugrunde liegen. Denkbar wére auch,
dass die anti-Gram-negative Verbindung nur dann verstiarkt von DSM44150 produziert wird,

wenn GlcNAc anwesend ist und gleichzeitig ein Zell-Zell-Kontakt zwischen DSM44150 und
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dem Screeningstamm besteht. Eine solche Situation liegt im Topagar-Screening, nicht
jedoch im MTT-Test vor. Die Notwendigkeit eines Zell-Zell-Kontaktes zur Anregung der
Sekundidrmetabolit-Biosynthese wurde beispielsweise bei der Co-Kultivierung von
Streptomyces lividans mit dem Mycolsiure produzierenden Stamm Tsukamurella pulmonis
TP-B0596 beobachtet. Onaka et al. (2011) zeigten, dass T. pulmonis TP-B0596 die
Biosynthese eines roten Pigments in Streptomyces lividans TK23 induzieren kann. Fiir den
Induktionseffekt ist die Mycolsdure in der Zellhiille von T. pulmonis notwendig.
Entscheidend fiir das Auftreten eines Induktionseffektes ist auch, dass ein direkter Zell-Zell-
Kontakt zwischen T. pulmonis-Zellen und S. lividans besteht. Der induzierende Effekt trat
nur bei Verwendung lebendiger 7. pulmonis-Zellen, nicht jedoch bei Einsatz eines

T. pulmonis-Kulturfiltrates auf.

5.3 Detaillierte Betrachtung des Effekts von GlcNAc auf die

Produktion einzelner Sekundiarmetabolite in Actinobakterien

GlcNAc wurde in einem weiteren Projekt als Signalmolekiil eingesetzt. Ziel dieses Projektes
war es, weitere Sekundarmetabolite zu identifizieren, deren Produktion durch Anwesenheit
von GlcNAc positiv beeinflusst wird. Unter 200 Stimmen wurden 22 Stimme identifiziert,
deren Kulturextrakte nach Wachstum der Stimme unter GlcNAc-Zugabe eine verstirkte
antibakterielle Aktivitdt hatten. Bei den drei Stimmen HAGO010024, FH1286 und
HAGO010252 konnte dieser auf Einzelpunktbestimmungen basierende Erstbefund in
weiteren durchgefiihrten Experimenten bestdtigt werden. Nachfolgend wurde der Einfluss
von GlcNAc auf die Sekunddrmetabolit-Produktion in diesen Stimmen detaillierter
analytisch nachverfolgt.

Bei FH1286 (Streptomyces sp.) fiihrte die Anwesenheit von 20 mM GlcNAc zu einer
Erhohung der Produktion des B-Gruppen-Streptogramins Viridogrisein I. Hingegen wurde
die Produktion des synergistisch mit Viridogrisein I wirkenden A-Gruppen-Streptogramins
Griseoviridin  nicht durch GlcNAc-Zugabe beeinflusst. Hierdurch entstand eine
Verschiebung des Produktionsverhéltnisses von Viridogrisein I und Griseoviridin zugunsten
von Viridogrisein .

In dem Pristinamycin-Produzenten Streptomyces pristinaespiralis wurde eine solche
Verschiebung des natiirlichen Produktionsverhiltnisses eines A-Gruppen-Streptogramins

(Pristinamycin II) und eines B-Gruppen-Streptogramins (Pristinamycin I) von Meng et al.
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(2017) gezielt forciert. Die Produktion der Pristinamycin-Komponenten Pristinamycin I und
Pristinamycin II ist industriell relevant, da Pristinamycin zur semi-synthetischen Herstellung
des klinisch eingesetzten Synercids verwendet werden kann (Barriere et al., 1994; Mast &
Wohlleben, 2014). Die gleichzeitige Produktion von Pristinamycin I und II durch einen
Stamm bringt zwei Nachteile mit sich. Aufgrund der synergistischen Wirkung beider
Substanzen wird das Wachstum des Produzenten-Stammes bereits bei geringen
Produktkonzentrationen = gehemmt. Dies behindert weitere MaBnahmen zur
Produktionssteigerung der Substanzen. Zudem verkompliziert sich durch die gleichzeitige
Produktion von Pristinamycin I und Pristinamycin II die Produkt-Aufreinigung. Daher gibt
es Bestrebungen, beide Pristinamycin-Komponenten separat zu produzieren (Meng et al.,
2017).

Durch Deletion zweier Pristinamycin-II-Biosynthese-Gene erstellten Meng et al. (2017)
einen S. pristinaespiralis-Stamm, der ausschlieBlich  Pristinamycin I  produziert.
Uberraschenderweise fiihrte die Deletion der Pristinamycin-II-Biosynthesegene zu einer um
etwa 20-40 % reduzierten Pristinamycin-I-Produktion (Meng et al., 2017). Meng et al.
(2017) vermuten deshalb, dass Pristinamycin II die Pristinamycin-I-Produktion beeinflusst.
Durch nachfolgende Deletion eines Repressor-Gens und durch das Hinzufligen einer
zusdtzlichen Kopie des Pristinamycin-I-Clusters konnte eine etwa zweifache Erhohung der
Pristinamycin-I-Produktion im Vergleich zum Parentalstamm erzielt werden (Meng et al.,
2017). Es wire interessant zu untersuchen, ob GIcNAc in S. pristinaespiralis einen
vergleichbaren Effekt auf die Streptogramin-Produktion hat wie in FH1286. Sollte dies
zutreffen, konnte mit vergleichsweise geringem Aufwand eine Verschiebung des
Produktionsverhéltnisses von Pristinamycin I und Pristinamycin II zugunsten von
Pristinamycin I erreicht werden. Dies konnte zu einer Optimierung der
Kultivierungsbedingungen fiir die industrielle Produktion von Pristinamycin I beitragen.
Anders als im Falle von FH1286 hatte die Supplementierung des Mediums mit GlcNAc in
zwei weiteren Viridogrisein-I-Produzenten (Streptomyces daghestanicus DSM40149 und
S. griseoviridis DSM40229) keinen positiven Einfluss auf die Viridogrisein-I-Biosynthese.
Insgesamt deuten die Ergebnisse dieses Projektes somit eher darauf hin, dass der positive
Effekt von GlcNAc auf die Viridogrisein-I-Produktion stammspezifisch und nicht
konserviert fiir die Substanzklasse ist.

In HAGO010252 (Streptomyces sp.) wurde die Produktion von Oxytetracyclin und
Desferrioxamin E durch GlcNAc-Zugabe positiv beeinflusst. Der positive Effekt von 20 mM

GlcNAc auf die Desferrioxamin-E- und Oxytetracyclin-Produktion wurde durch
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gleichzeitige Zugabe von Eisen(Ill)-citrat aufgehoben. Diese Ergebnisse deuteten darauf
hin, dass die Eisenkonzentration als eine Art An-/Aus-Schalter fiir die Oxytetracyclin- und
Desferrioxamin-E-Biosynthese fungiert und GlcNAc bei Unterschreitung eines Eisen-
Schwellenwertes eine Fein-Regulierung der Biosynthese auslost.

Gemail einer Literaturrecherche wurde bisher nicht beschrieben, dass die Produktion von
Oxytetracyclin durch GlcNAc oder Eisen beeinflusst wird. Zuvor wurde jedoch bereits von
Bechet und Blondeau (1998) beobachtet, dass die Produktion von Tetracyclin bei Vorliegen
hoher Eisenkonzentrationen gehemmt wird.

Dass hohe Eisenkonzentrationen im Medium zu einer Hemmung der Desferrioxamin-
Biosynthese fiihren, ist literaturbekannt. Der dahinterstehende molekulare Mechanismus
beruht zumindest teilweise auf der Wirkung von DmdR1, einem globalen Regulator des
Eisenhaushalts. DmdR1 bindet bei ausreichender Eisen-Versorgung unter anderem an den
Promotor des Desferrioxamin-Biosynthese-Operons desABCD und hemmt dadurch die
Desterrioxamin-Produktion (Flores & Martin, 2004; Tunca et al., 2007).

Eine Beeinflussung der Desferrioxamin-Produktion durch GlcNAc wurde bereits durch
Craig et al. (2012) beschrieben. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeiten
beobachteten Craig et al. (2012) in S. coelicolor jedoch einen komplett gegensatzlichen
Effekt von GlcNAc auf die Desferrioxamin-Produktion. Die Zugabe von GlcNAc fiihrte in
S. coelicolor nicht zu einer Erhdhung, sondern zu einer Verringerung der Desferrioxamin-
Produktion. Der molekulare Mechanismus des negativen Effektes von GlcNAc auf die
Desferrioxamin-Produktion in S. coelicolor konnte durch Craig et al. (2012) aufgeklart
werden. Hierbei zeigte sich, dass in S. coelicolor ein enges Zusammenspiel zwischen den
Einflussfaktoren GlcNAc und Eisen auf die Desferrioxamin-Biosynthese existiert. Der
globale Regulator DasR bindet in Abwesenheit von GlcNAc an die Promotorregion von
dmdR I und reprimiert dadurch die Transkription dieses Gens. Bindet der allosterische Faktor
GIcN-6-P an DasR, flihrt dies zur Verringerung der Bindungsaffinitit von DasR und dem
dmdR1-Promotor (Abbildung 33); dies resultiert in einer verstdrkten Transkription von
dmdR1 und einer damit einhergehenden Hemmung der Desferrioxamin-Biosynthese (Craig
et al.,2012). Die Anwesenheit von GlcNAc hat in S. coelicolor somit einen Einfluss darauf,
in welchem Malle der DmdR 1-Regulator synthetisiert wird. Wie hoch die Bindungsaffinitét
des DmdR1-Regulators zum Promotor des desABCD-Operons ist, ist wiederum abhéngig
von der Eisenkonzentration (Flores & Martin, 2004; Tunca et al., 2007).

Dass die Anwesenheit von GIcNAc in S. coelicolor und dem in diesem Projekt bearbeiteten

Stamm HAGO010252 gegensitzliche Effekte auf die Desferrioxamin-Produktion hatte, deutet
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darauf hin, dass der crosstalk zwischen GlcNAc und Eisen in beiden Stimmen voneinander
abweicht. Mdoglich wire auch, dass die gegensitzlichen Effekte von GlcNAc auf einen
unterschiedlichen Medienhintergrund zuriickzufiihren sind (vgl. Abschnitt 5.2).

Der im Rahmen dieses Projektes durchgefiihrte Screeningansatz zielte darauf ab, Stimme
mit erhohter Produktion antibakterieller Sekundidrmetabolite bei Kultivierung unter Zugabe
von GlcNAc zu identifizieren. Daher wurden nur solche Stimme weiterverfolgt, die eine
erhohte Extrakt-Aktivitdt nach Kultivierung in GlcNAc-haltigem Medium aufwiesen. Das
Datenset umfasste jedoch auch Stdmme, deren Extrakte nach Wachstum der Stimme unter
GlcNAc-Einfluss eine verringerte antibakterielle Aktivitdt hatten. Es ist daher durchaus
moglich, dass in einigen der 200 prozessierten Stimme unter den verwendeten
Kultivierungsbedingungen ein negativer Effekt von GlcNAc auf die Siderophor-Produktion
auftrat.

GlcNAc beeinflusste in HAG010252 die Biosynthese zweier Sekunddrmetabolite, deren
Produktion gleichzeitig auch durch niedrige Eisen-Konzentrationen begiinstigt wurde
(Desferrioxamin E und Oxytetracyclin). Die Eisenkonzentration im Medium ist ein
bekannter Einflussfaktor auf die Sekundarmetabolit-Produktion in Streptomyceten. Haufig
haben niedrige Eisen-Konzentrationen einen positiven Effekt auf die Sekundérmetabolit-
Produktion (Locatelli et al., 2016). Es wire interessant zu untersuchen, ob es ein allgemeiner
Trend in Streptomyceten ist, dass eine verstirkte Produktion spezifischer
Sekundédrmetabolite unter Eisen-Limitierung mit einer erhohten Produktion dieser
Sekundédrmetabolite in Anwesenheit von GIcNAc einhergeht. Sollte dies der Fall sein,
konnte eventuell darauf verzichtet werden, stark Eisen-limitierte Medien zur Anregung der
Produktion dieser Sekundidrmetabolite zu verwenden. Stattdessen konnten die Produzenten
in einem GlcNAc supplementiertem Komplexmedium wie ISP2 kultiviert werden. Dies hitte
den Vorteil, dass das Wachstum der Stamme nicht aufgrund von Eisenmangel-Bedingungen

herabgesetzt wird.



Diskussion 103

E*

GleN-6P

I

/O

Siderophore

Abbildung 33: Regulation der Siderophor-Biosynthese in S. coelicolor durch den Regulator DasR. In Abwesenheit
von GlcNAc bindet DasR als Repressor an die Promotorregion von dmdR1 und reprimiert dadurch die Transkription dieses
Gens. dmdR1 kodiert fiir einen Repressor der Desferrioxamin-Biosynthese. Ist GlcNAc vorhanden, wird als Abbau-
Zwischenprodukt GlcN-6P gebildet. GIcN-6P ist ein allosterischer Faktor des DasR-Regulators. Durch Bindung von GlcN-
6P an DasR wird die DasR-Promotor-Bindung aufgehoben. Das Regulator-Gen dmdR1 kann transkribiert werden. Dies
fiihrt zu einer Inhibition der Siderophor-Biosynthese (Craig et al., 2012).

Auch im Falle von HAG010024 wurde ein deutlicher Effekt von GlcNAc auf die Siderophor-
Produktion beobachtet. Somit wurden in diesem und dem vorherigen Projekt insgesamt drei
Streptomyces-Stimme mit erhohter Siderophor-Produktion detektiert (ST136450,
HAGO010252, HAG010024). Dies konnte darauf hindeuten, dass es sich hierbei um einen in
Streptomyceten weiter verbreiteten Effekt handelt.

Auffillig war, dass GlcNAc in HAGO010024 einen deutlich stirkeren Effekt auf die
Desferrioxamin-B-Produktion im Vergleich zur Desferrioxamin-E-Produktion hatte. In den
Extrakten GIlcNAc-supplementierter Kulturen war die relative Konzentration von
Desferrioxamin B bzw. Desferrioxamin E etwa 15-fach bzw. 1,9-fach erhoht. Ein moglicher
Grund hierfiir konnte in der Verfiigbarkeit von Acetyl-CoA und Succinyl-CoA liegen. Die
Biosynthese von Desferrioxamin B und E wurde in S. coelicolor aufgeklért. Die ersten
Schritte der Biosynthese von Desferrioxamin E und B sind die DesA-katalysierte
Decarboxylierung von L-Lysin zu Cadaverin und die DesB-vermittelte Hydroxylierung von
Cadaverin zu N-Hydroxycadaverin (Abbildung 34). Anschlieend erfolgt die Acylierung
von N-Hydroxycadaverin durch DesC. DesC ist durch eine gewisse Enzympromiskuitét fiir
die beiden Substrate Acetyl-CoA und Succinyl-CoA gekennzeichnet. Aus diesem Grund
katalysiert DesC die Synthese der Verbindungen N-Hydroxy-N-Acetylcadaverin (HAC)
sowie auch N-Hydroxy-N-Succinylcadaverin (HSC). DesD katalysiert die Verkniipfung von
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drei HSC-Molekiilen zu Desferrioxamin E bzw. die Verknilipfung von zwei HSC-Molekiilen
und einem HAC-Molekiil zu Desferrioxamin B (Barona-Gomez et al., 2004; Ronan et al.,
2018). Liegt in der Zelle deutlich mehr Acetyl-CoA als Succinyl-CoA vor, konnte dies dazu
filhren, dass HAC im Vergleich zu HSC bevorzugt gebildet wird. Dies konnte erkliren,
warum die Zugabe von GIcNAc die Desferrioxamin-B-Produktion deutlich stirker

beeinflusste als die Desferrioxamin-E-Produktion.

OH
[
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Abbildung 34: Biosynthese von Desferrioxamin B und E. Gezeichnet nach Ronan er al. (2018). DesA, DesB, DesC und
DesD sind Biosyntheseenzyme. PLP: Pyridoxalphosphat; FADH»: Flavin-Adenin-Dinucleotid (reduzierte Form); ATP:
Adenosintriphosphat; HSC: N-Hydroxy-N-succinylcadaverin; HAC: N-Hydroxy-N-acetylcadaverin.
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6 Ausblick

6.1 Anwendbarkeit der PacBio-SMRT-Technologie zur
Charakterisierung einer industriellen Stammsammlung anhand

von 16S-ITS-Sequenzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass mithilfe der PacBio-SMRT-Technologie 16S-
ITS-Sequenzen hoher Genauigkeit generiert werden konnen. 16S-ITS-Sequenzen
ermoglichten die Identifizierung von Stammen auf Genus-Ebene. In vielen Féllen konnten
Streptomyces-Stimme mithilfe von 16S-ITS-Sequenzen auch dann noch differenziert
werden, wenn sie anhand ihrer 16S-rDNA-Sequenzen nicht mehr unterscheidbar gewesen
wéren. Prinzipiell ist die 16S-ITS-Sequenzierung somit eine interessante Methode zur
Charakterisierung einer industriellen Stammsammlung.

Um dieses Verfahren routinemdfig einsetzen zu kdnnen, wire jedoch eine Optimierung der
Sequenzanzahl pro Probe notwendig. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuteten darauf hin, dass
die Sequenzanzahl pro Probe zu niedrig war (vgl. Abschnitt 4.1.3). Zwei Vorgehensweisen
zur Erh6hung der Sequenzanzahl pro Probe wiren denkbar. Zum einen konnte die Anzahl
an Proben, die gemeinsam in einer SMRT Cell sequenziert werden, verringert werden. Die
Gesamtanzahl an Sequenzen wiirde sich hierdurch auf weniger Proben verteilen und somit
zu einer Erhohung der Sequenzanzahl pro Probe fithren. Der Preis fiir die library-
Generierung und Sequenzierung mit einem PacBio RS-II-System (wie in dieser Studie
verwendet) liegt bei etwa 890 $ pro SMRT Cell'. Hieraus ergibt sich fiir 96 gepoolte 16S-
ITS-Proben ein Preis von etwa 9,27 $/Probe. Um beispielsweise die Anzahl an Sequenzen
pro Probe zu verdoppeln, miisste ein Preis von etwa 18,54 $/Probe kalkuliert werden.
Aufgrund der hohen Stammanzahl industrieller Stammsammlungen wére ein solcher Preis
als zu hoch einzustufen.

Eine giinstigere Alternative kdnnte die Sequenzierung von 16S-ITS-Amplifikaten mit dem
neu entwickelten PacBio Sequel-System darstellen. Das PacBio RS-II- und das Sequel-

System basieren auf derselben Sequenzierungstechnologie. Wéhrend sich eine SMRT Cell

'Diese Angaben beziehen sich auf die Kosten, die die Universitit Washington fiir die Durchfiihrung von
library-Erstellung und Sequenzierung fiir akademische Arbeitsgruppen berechnet
(https://pacbio.gs.washington.edu/, abgerufen am 25.11.18)
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in einem PacBio RS-II-System jedoch aus 150.000 Sequenziereinheiten zusammensetzt, ist
ein Sequel-System aus 1.000.000 Sequenziereinheiten aufgebaut. Hieraus ergibt sich, dass
die Sequenzanzahl, die von einer SMRT Cell generiert wird, im PacBio Sequel-System etwa
7-fach hoher ist als im PacBio RS-II-System (Ardui ef al., 2018). Der Preis fiir die library-
Generierung und Sequenzierung mit einem Sequel-System liegt bei etwa 1937 $ pro SMRT
Cell'. In der Theorie wiire somit ein Pooling von etwa 336 Proben méglich, um im Vergleich
zu dieser Studie die doppelte Anzahl an Sequenzen pro Probe zu generieren. In diesem Fall

lage der Preis fiir library-Generierung und Sequenzierung bei etwa 5,76 $/Probe.

6.2 FEinsatz von Signalmolekiilen zur Steigerung der Produktion von

Sekundarmetaboliten in Actinobakterien

In zwei Projekten dieser Arbeit wurde der Einfluss von GlcNAc auf die Sekundarmetabolit-
Produktion ausgewihlter Actinobakterien untersucht. Die Anwesenheit von GIcNAc im
Kultivierungsmedium hatte einen positiven Effekt auf die Viridogrisein-I-Produktion durch
FH1286 und die Oxytetracyclin-Produktion durch HAG010252. Weiterhin wurde in drei
Stdimmen (ST136450, HAG010252 und HAG010024) ein positiver Einfluss von GlcNAc
auf die Desferrioxamin-Produktion detektiert.

Vorrangiges Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von Sekunddrmetaboliten, deren
Produktion durch GlcNAc-Zugabe ins Medium beeinflusst wird. Ein Ziel nachfolgender
Projekte konnte es sein, den molekularen Mechanismus der Wirkung von GlcNAc auf die
Produktion der identifizierten Sekundirmetabolite aufzukldren. Eine solche Untersuchung
konnte neue  Erkenntnisse iiber die  GlcNAc-abhidngige Regulation  des
Sekundarmetabolismus von Streptomyceten liefern. Diese Erkenntnisse konnten fiir die
Planung weiterer industrieller Projekte zur GlcNAc-vermittelten Modulation der
Sekundirmetabolit-Produktion relevant sein.

Bevor zeitintensive Untersuchungen zum molekularen Mechanismus durchgefiihrt werden,
sollte ausgeschlossen werden, dass die beobachteten GlcNAc-Effekte auf einem Biomasse-
Effekt beruhen. Da GlcNAc von Streptomyceten als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
genutzt werden kann (Swiatek et al., 2012), wire es moglich, dass die GlIcNAc-Zugabe zum
Medium zu einer erhdhten Biomasse der Kulturen mit GlcNAc-Zugabe im Vergleich zu den
Kulturen ohne GIcNAc-Zugabe filihrte. Da alle Kulturen mit dem gleichen

Losungsmittelvolumen extrahiert wurden, konnte ein solcher Biomasse-Effekt fiir die
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beobachteten Effekte von GlcNAc auf die relative Konzentration der Sekunddrmetabolite in
den Extrakten verantwortlich sein.

Zur Aufklarung des molekularen Mechanismus konnte zunichst eine Genom-Sequenzierung
der Stamme durchgefiihrt werden. Auf Basis der Genominformationen wére die Ableitung
von Primern fiir die Durchfiihrung quantitativer PCRs mdéglich. Mithilfe quantitativer PCRs
konnte iiberpriift werden, ob die GlcNAc-vermittelte Produktions-Steigerung der oben
genannten Sekunddrmetabolite mit einer erhohten Transkription der entsprechenden
Biosynthese-Gene einhergeht.

Wenn dies zutrifft, wédre ein néchstmogliches Ziel die Identifizierung von
Transkriptionsregulatoren, auf die die erhohte Transkription der Biosynthese-Gene unter
GlcNAc-Einfluss zuriickzufiihren ist. Aufgrund des bekannten Einflusses des globalen
Regulators DasR auf die Sekundirmetabolit-Biosynthese von S. coelicolor (Craig et al.,
2012; Rigali et al., 2008) und S. erythraea (Liao et al., 2015) sollte als erster Ansatzpunkt
untersucht werden, ob DasR eine regulierende Funktion auf die Biosynthese der
identifizierten Sekundidrmetabolite hat. Hierzu konnte zundchst auf Basis der
Genominformationen abgeleitet werden, ob die Stimme das Potential haben, ein
Regulatorprotein mit hoher Sequenzihnlichkeit zu DasR aus S. coelicolor zu produzieren.
In S. coelicolor umfasst das DasR-Regulon Gene, die am Metabolismus und Transport von
GlcNAc sowie am Abbau von Chitin beteiligt sind (Colson et al., 2007; Joris et al., 2004;
Swiatek-Polatynska et al, 2015). Kann in silico eine DasR-Bindestelle in der
Promotorregion entsprechender Gene auch in ST136450, HAG010252 und HAG010024
detektiert werden, wire dies ein weiterer Hinweis dafiir, dass die Stimme einen DasR-
Regulator produzieren. Weiterhin sollte in silico tiberpriift werden, ob sich putative DasR-
Bindestellen in Promotor-Regionen von Genen befinden, die im Zusammenhang mit der
Biosynthese von Oxytetracyclin, Viridogrisein I bzw. Desferrioxaminen stehen konnten.
Sofern solche putativen Bindestellen in silico detektiert wurden, konnten electrophoretic
mobility shift assays durchgefiihrt werden, um die Bindestellen in vitro zu bestétigen.
Zudem konnten dasR-Knockout-Mutanten von ST136450, HAG010252 und HAG010024
erstellt werden. Durch UPLC-HR-MS-Messungen konnte eine relative Quantifizierung von
Oxytetracyclin, Viridogrisein I bzw. Desferrioxaminen in den Kulturextrakten der Mutanten
und der Wildtyp-Stimme erfolgen. Wenn der im Wildtyp beobachtete positive Effekt von
GlcNAc auf die Sekunddrmetabolit-Produktion durch den Knockout von dasR aufgehoben
wird, wire dies ein deutlicher Hinweis dafiir, dass DasR eine regulierende Funktion auf die

Biosynthese dieser Sekundarmetabolite hat.
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Waihrend in den Stammen ST136450, HAG010252 und HAG010024 unter GlcNAc-Einfluss
eine verstirkte Desferrioxamin-Produktion auftrat, beobachteten Craig et al. (2012) in
S. coelicolor und anderen Streptomyces spp. einen gegensétzlichen Effekt von GlcNAc auf
die Desferrioxamin-Produktion. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass dieses
gegensitzliche Ergebnis mit der Nutzung unterschiedlicher Medien zusammenhéngen
konnte. Craig et al. (2012) verwendeten fiir die Kultivierungen R2YE-Medium, fiir die
Kultivierung von ST136450 wurde ISP2-Medium eingesetzt.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, konnte getestet werden, ob GlcNAc auch dann einen
positiven Effekt auf die Siderophor-Produktion von ST136450 hat, wenn R2YE- statt ISP2-
Medium verwendet wird. Ebenso wére zu testen, ob GlcNAc auch dann einen negativen
Einfluss auf die Desferrioxamin-Produktion in S. coelicolor hat, wenn ISP2- statt R2YE-

Medium genutzt wird.

Bei der Planung eines zukiinftigen industriellen Arbeitsablaufes zur GlcNAc-vermittelten
Steigerung der Sekundidrmetabolit-Biosynthese sollte angestrebt werden, das Verhéltnis
zwischen der Anzahl detektierter GlcNAc-Effekte und hierzu bendtigter Ressourcen
(Arbeitszeit und Material) zu erhéhen. Um dies zu erreichen, kdnnte zum einen daran
gearbeitet werden, die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines GlcNAc-Effektes zu
steigern, zum anderen konnte eine verbesserte Detektion der GlcNAc-Effekte zielfiihrend
sein.

Es gibt mehrere Hinweise in der Literatur, dass der Einfluss von GlcNAc auf die
Sekundarmetabolit-Produktion medienabhédngig ist. So beobachteten Rigali er al. (2008),
dass GlcNAc in ndhrstoffarmem MM-Medium, nicht jedoch in ndhrstoffreichem R2YE-
Medium einen positiven Effekt auf die Actinorhodin- und Undecylprodigiosin-Produktion
hat. Weiterhin wurde berichtet, dass die DasR-Promotorbindung positiv durch eine hohe
Phosphatkonzentration beeinflusst wird. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine
Verbindung zwischen Phosphat-Nutzung und DasR bestehen konnte (Tenconi et al., 2015).
Auch die in dieser Arbeit detektierte Aufhebung des GlcNAc-Effektes auf die
Oxytetracyclin-Produktion durch Eisen(III)-citrat deutet darauf hin, dass die Wirkung von
GlcNAc durch Medien-Komponenten beeinflusst werden kann. Es konnte daher zielfithrend
sein, den Einfluss von GlcNAc in verschiedenen Medien zu testen. Denkbar wire
beispielsweise eine Variation der Phosphat- oder Eisen-Konzentration oder das Testen

verschiedener Kohlenstoffquellen.
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Rigali et al. (2008) beschrieben, dass GIcNAc in S. coelicolor nur in hoher Konzentration
(>5mM) einen Effekt auf die Produktion der Sekundidrmetabolite Actinorhodin und
Undecylprodigiosin hat. Eine dhnliche Tendenz konnte in dieser Arbeit auch fiir den
GlcNAc-Effekt auf die Viridogrisein-I-Produktion beobachtet werden: GlcNAc beeinflusste
die Viridogrisein-I-Produktion detektierbar nur bei Einsatz von 20 mM GIlcNAc, nicht
hingegen bei einer Konzentration von 2 mM. Auf der anderen Seite wurde in der Literatur
beschrieben, dass GlcNAc bereits bei einer deutlich geringeren Konzentration (50 pM) einen
positiven Effekt auf die Produktion von Actinosporinen durch Actinokineospora sp. hat
(Dashti et al., 2017). Durch Variation der GlcNAc-Konzentration kdnnte getestet werden,
ob GlcNAc je nach Konzentration die Biosynthese unterschiedlicher Sekundarmetabolite
beeinflusst.

Consensus-Bindestellen der DasR-Regulatoren von S. coelicolor und Saccharopolyspora
erythraea sind bekannt (Colson et al., 2007; Liao et al., 2014). Es konnte hilfreich sein,
dieses Wissen in die Stammauswahl einzubeziehen. Kriterium fiir die Auswahl eines
Stammes konnte sein, dass sich DasR-Bindestellen in bioinformatisch vorhergesagten
Sekundédrmetabolit-Biosyntheseclustern  befinden. Auf diese Weise konnte die
Wahrscheinlichkeit erhoht werden, dass GIcNAc einen Effekt auf den
Sekundarmetabolismus der ausgewéhlten Stimme zeigt. Zu beachten ist dabei, dass dieses
Vorgehen die Stammauswahl auf genomsequenzierte Stimme beschrinkt. Weiterhin muss
beriicksichtigt werden, dass die Consensus-Bindestelle des DasR-Regulators
moglicherweise in entfernter verwandten Genera von den bekannten Consensus-
Bindestellen abweicht.

Eine verbesserte Detektion auftretender GlcNAc-Effekte auf den Sekundirmetabolismus
konnte beispielsweise dadurch erreicht werden, dass alle Kultivierungen in Triplikaten
durchgefiihrt werden. Hiermit wiirde die Gefahr falschpositiver bzw. falschnegativer
Ergebnisse verringert werden. Ein Nachteil wiére jedoch, dass dieses Vorgehen die
Probenanzahl pro Stamm deutlich steigern wiirde.

GlcNAc kann von einigen Bakterien (z. B. Streptomyces spp.) als Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle genutzt werden. Wenn deutlicher zwischen Biomasse-Effekten und
spezifisch regulatorischen Effekten durch GlcNAc unterschieden werden soll, miissten eine
Biomassebestimmung der Kulturen und eine Normierung der Proben stattfinden. Eine solche
Unterscheidung wére dann sinnvoll, wenn in nachfolgenden Arbeiten die molekularen

Grundlagen der spezifischen GlcNAc-Effekte aufgeklart werden sollen.



Ausblick 110

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass GlcNAc in mehreren Stimmen einen positiven
Einfluss auf die Siderophor-Produktion hatte. Diese Beobachtung ist akademisch
interessant, hat jedoch fiir die Arbeitsgruppe keine direkte Relevanz. Die
wachstumshemmende  Aktivitit von  Siderophoren auf einige  bakterielle
Screeningorganismen basiert darauf, dass Siderophore im Medium vorhandene Eisen-lonen
abfangen. Um die Detektion von Siderophoren zukiinftig zu verhindern, kénnte den
Kulturextrakten vor der Aktivitits-Testung Eisen(Ill)-citrat zugefiigt werden. Alternativ
konnten die Screeningorganismen auf solche Stdmme beschriankt werden, die insensitiv
gegeniiber hiufig in Actinobakterien vorkommende Siderophore sind.

Eine weitere MaBnahme konnte die Ausweitung der analytischen Auswertung der
Kulturextrakte sein. Beispielsweise konnte anhand der UPLC-HR-MS-Daten jedes Stammes
eine PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt werden. Durch eine PCA konnte
abgeschitzt werden, ob sich das Metabolom des Stammes durch GlcNAc deutlich éndert.
Weiterhin konnte tiberpriift werden, welche Metabolite den grof3ten Einfluss auf die Varianz
zwischen den Proben mit und ohne GlcNAc haben. In Verbindung mit UPLC-HR-MS/MS-
Daten konnte analysiert werden, ob es sich hierbei um bekannte oder unbekannte
Verbindungen handelt.

In dieser Arbeit beschrinkte sich das Screeningfenster auf Sekundidrmetabolite mit
antibakterieller Aktivitdt. Mit einer Ausweitung des Screeningfensters wiirde die
Wahrscheinlichkeit steigen, dass in einem Stamm GlcNAc-Effekte auf die Produktion
bioaktiver Sekundirmetabolite detektiert werden konnen. So konnte es beispielsweise
sinnvoll sein, die Extrakte hinsichtlich einer antifungalen Bioaktivitéit zu testen. Chitin ist
Bestandteil der pilzlichen Zellwand und setzt sich aus GlcNAc-Monomeren zusammen
(Hoell et al. 2010). Moglicherweise signalisiert GlcNAc Bakterien, dass Pilze anwesend sind

und fiihrt zu einer Steigerung der Produktion antifungaler Substanzen.
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8 Anhang

8.1 Erliuterungen zu 16S-ITS-Sequenzdateien

Tabelle 11: Erliuterungen zu den 16S-ITS-Sequenzdateien, die in dem Projekt ,,Anwendbarkeit der PacBio-SMRT-
Technologie zur Charakterisierung einer industriellen Stammsammlung anhand von 16S-ITS-Sequenzen*
generiert wurden. Die Sequenzdateien der einzelnen Proben beginnen mit den angegebenen Probennummern. Stammnr.
(intern):  Arbeitsgruppen-interne  Stammnummer; Stammnr. (extern): Stammnummer in einer Gffentlichen
Stammsammlung; Stammbezeichnung: entspricht den Angaben der ATCC/DSMZ; identifizierte Genera: die 16S-rDNA-
Sequenzen wurden in silico aus den 16S-ITS-OTUs extrahiert und durch einen BLAST mit der
SILVA 123.1 SSUParc_tax-Datenbank abgeglichen. *: in diesen Proben befanden sich unter anderem 16S-ITS-OTUs,
die dem Genus Shewanella zugeordnet werden konnten. Shewanella 16S-ITS-OTUs wurden ebenfalls in der stark
aufkonzentrierten PCR-Negativkontrolle identifiziert. **: fiir diese Proben konnten keine 16S-ITS-OTUs generiert werden.
**%: gemdl der Analyse der 16S-ITS-OTUs handelte es sich bei diesen Kulturen nicht wie erwartet um Reinkulturen. ****:
gemdf der Analyse der 16S-ITS-OTUs handelte es sich bei diesen Kulturen um Co-Kulturen (das Vorkommen von Co-
Kulturen in den Umweltisolaten war erwartet worden).

S.tammnr. Stammnr. BTG BT Probennummer | identifizierte Genera
(intern) (extern) Herkunft
ccs.0 0,
- ATCC29888 | Actinosynnema mirum ccs.8 8, Actinosynnema
ccs.16 16
ccs.4 4,
. DSM40593 | Strept fulvissi ccs.12_12, Strept,
reptomyces fulvissimus ces.20 20, reptomyces
ccs.50 50
Streptomyces ccs.3_3,
- ATCC14511 eprony ces.13 13, Streptomyces
griseochromogenes -
ccs.21 21
ccs.6 6,
- DSM40355 | Streptomyces lincolnensis ccs.14 14, Streptomyces
ccs.22 22
Streptomyces
- * 9
DSM40652 | Streptomyces albus ces.7 7 Shewanella
Streptomyces
- * s
DSM40763 | Streptomyces albus ccs.15 15 Shewanella
- DSM40072 | Streptomyces olivaceus ccs.23 23 Streptomyces
ccs.24 24,
- ATCC15439 | Streptomyces venezuelae ccs.32 32, Streptomyces
ccs.40 40
- DSM40705 | Streptomyces fradiae ccs.25 25 Streptomyces
- ATCC10745 | Stretomyces fradiae ccs.26_26 Streptomyces
- ATCC21401 | Streptomyces fradiae ccs.27 27 Streptomyces
- ATCC31771 | Streptomyces antibioticus ccs.28 28 Streptomyces
- DSM40234 | Streptomyces antibioticus ccs.29_29 Streptomyces
- ATCC10382 | Streptomyces antibioticus ccs.30_30 Streptomyces
- DSM40211 Streptomyces olivoviridis ccs.33 33 Streptomyces
- DSM40028 | Streptomyces achromogenes ccs.34_34 Streptomyces
- DSM2790 Streptomyces aureofaciens ccs.35 35 Streptomyces
- ATCC10762 | Streptomyces aureofaciens ccs.36_36 Streptomyces
- DSM40233 | Streptomyces coelicolor ccs.37 37 Streptomyces
- DSM40554 | Streptomyces avellaneus ccs.38_38 Streptomyces
- DSM40017 | Streptomyces canus ccs.39 39 Streptomyces
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Tabelle 11: Fortsetzung.

(Sl::ltl;?:)n r (S;:::rmn;l r IS{t::;lﬁI:lr:)fizelchnung/ Probennummer | identifizierte Genera
- ATCCI12647 | Streptomyces canus ccs.41l_41 Streptomyces
- DSM40002 | Streptomyces chattanoogensis ccs.42 42 Streptomyces
- ATCC19673 | Streptomyces chattanoogensis ccs.43 43 Streptomyces
- DSM40665 | Streptomyces coelicolor ccs.45 45%* -
. Streptomyces
- * >
ATCC31649 | Streptomyces galilaeus ccs.46 46 Shewanella
- ATCC15395 | Streptomyces griseus ccs.47 47 Streptomyces
- DSM40675 | Streptomyces coelicolor ccs.48_48 Streptomyces
- DSM40679 | Streptomyces coelicolor ccs.49 49%* -
- ATCC21705 | Streptomyces hygroscopicus ccs.51 51 Streptomyces
. Streptomyces
- * >
ATCC27438 | Streptomyces hygroscopicus ccs.52 52 Shewanella
- DSM40187 | Streptomyces endus ccs.53 53 Streptomyces
- DSM40069 | Streptomyces lavendulae ccs.54_54 Streptomyces
- DSM40624 | Streptomyces coelicolor ccs.55 55%* -
- ATCC11924 | Streptomyces lavendulae ccs.56_56 Streptomyces
- DSM40681 Streptomyces coelicolor ccs.57 57 Streptomyces
- ATCC29781 | Streptomyces nojiriensis ccs.58_58 Streptomyces
C11.01,04,02 Al |- Termitennest ces.59_sowwws | Microbacterium,
- — — Sphingomonas
C11_01,04,02_C3 |- Termitennest ccs.60_60 Pseudosphingobacterium
C11_10,17,18 Al |- Termitennest ccs.61 61 Bacillus
C11 10,17,18 E2 |- Termitennest ccs.62 62 Bacillus
C11_10,17,18 H6 |- Termitennest ccs.63 63 Bacillus
B21_01_G7 - Termitennest ces.64_6arrnx | Afipia.
- - - Bacillus
B21 01 _HI0 - Termitennest ccs.65_65 Burkholderia
B21 01 H3 - Termitennest ccs.66_66 Pseudoxanthomonas
B21 01 HS - Termitennest ccs.67 67 Burkholderia
B21 14 F5 - Termitennest ccs.68 68 Nocardioides
B21 14 HI0 - Termitennest ccs.69_69 Sphingomonas
B21 14 F11 - Termitennest ccs.70_70 Nocardioides
B21 13 B2 - Termitennest ccs.71_TF1Hxx® Nocgrdzozdes,
- = - Sphingomonas
B21 13 C2 - Termitennest ccs.72 72 Nocardioides
B21 13 E2 - Termitennest ccs.73 73 Nocardioides
B21 13 G2 - Termitennest ccs.74_74 Gryllotalpicola
B21 13 H2 - Termitennest ccs. 75 75 Sphingomonas
B21 13 F4 - Termitennest cCs.76_T6%*** Gry{lolall? z§ala,
- = - Sphingosinicella
B21 13 HS - Termitennest ccs. 77 _TTHRHEE Sp hmgqm onas,
- = - Jatrophihabitans
B21 15 HI0 - Termitennest ccs.78 78 Pseudomonas
B21 15 BI10 - Termitennest ccs. 79 79 Bacillus
B21 13 H6 - Termitennest ccs.80 80 Sphingomonas
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Tabelle 11: Fortsetzung.

(S;a:;r:)n T (Set;:;rmn;l T IS_It::;:TI:)f(tezelchnung/ Probennummer | identifizierte Genera
B21_15_Gl1 - Termitennest ccs.81_81%* -
B21_15_H3 - Termitennest ccs.82_82%* -
B21_15_G4 - Termitennest ccs.83_83HH** Baqllus,
- - - Sphingomonas

B21 15 G9 - Termitennest ccs.84 84 Bacillus
MMI1_A2 - StiBwasser ccs.85 85 Bacillus
MMI1_A3 - Siilwasser ccs.86_86 Pseudomonas
MM1 _C3 - Stifwasser ccs.87_87 Aeromonas
MM1 D1 - Siifiwasser ccs.88 88 Flavobacterium
MMI1_D9 - Siilwasser ccs.89_89 Aeromonas
MMI1 _El1 - Stilwasser ccs.90 90 Aeromonas
MM1 _E3 - Siifiwasser ccs.91 91 Enterobacter
MMI1_F3 - StiBwasser ccs.92 92%* -
MMI1_F5 - Siilwasser ccs.93 93 Elizabethkingia
MMI1_G3 - Stifwasser ccs.94 94%* -

ces.l 1,
- ATCC27029 | Micromonospora aurantiaca ccs.9 9, ok

ccs.17 17

ccs.2 2,
- DSM10542 | Sanguibacter keddieii ccs.10_10, oAk

ccs.18 18

ccs.3 3%,
- DSM40053 | Streptomyces ambofaciens ces.11_11%, ok

ccs.19 19
- DSM40702 | Streptomyces olivaceus ccs.31 31 wokx
- DSM40481 Streptomyces galilaeus ccs.44 44 HoAk
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8.2 Bioinformatische Qualititsfilterung von PacBio circular

consensus sequences

8.2.1 wusearch 16S.sh

# bash script / commands

# Starting with a directory of demultiplexed fastq ccs2 files, default
filtering.

# Assumes install of:

# pbcore https://github.com/PacificBiosciences/pbcore

# usearch 8.1 http://www.drive5.com/usearch/download.html

# point variable to the usearch executable
export usearch=/usr/bin/usearch8.1.1861 i86linux32

# loop over the ccs2 fastqg file
for £ in *.fastqg
do

# parse each read for the presence of both forward and reverse adapter at
100% acc., and a size of 1400

./parseNoBarcode.py ${f} 0 forward.fa reverse.fa

# filter the resulting fastg for an expected error of 0.5

Susearch -fastqg filter ${f}.primers.fastg -fastaout
${f%.*}.primers.filter.fasta -fastg maxee 0.5

# calculate and dereplicate 100% identical sequences

Susearch -derep fulllength ${f%.*}.primers.filter.fasta -fastaout
${f%.*}.primers.filter.uniques.fasta -sizeout

# Cluster resulting sequences into OTUs 97%

Susearch -cluster otus ${f%.*}.primers.filter.uniques.fasta -otus
${f%.*}.97.0otus.fa -uparseout ${f%.*}.97.up -relabel OTU -minsize 2 -
otu_radius_pct 3

# 98%

Susearch -cluster otus ${f%.*}.primers.filter.uniques.fasta -otus
${f%.*}.98.0tus.fa -uparseout ${f%.*}.98.up -relabel OTU -minsize 2 -
otu_radius_pct 2

# 99%

Susearch -cluster otus ${f%.*}.primers.filter.uniques.fasta -otus
${f%.*}.99.0tus.fa -uparseout ${f%.*}.99.up -relabel OTU -minsize 2 -
otu_radius_pct 1

# Map unfiltered reads to OTUs at 97% threshold

Susearch -usearch global ${f} -db ${f%.*}.97.otus.fa -strand both -id 0.97
-otutabout ${£f%.*}.97.res

# 98%

Susearch -usearch_global ${f} -db ${f%.*}.98.otus.fa -strand both -id 0.98
-otutabout ${f%.*}.98.res

# 99%

Susearch -usearch global ${f} -db ${f%.*}.99.otus.fa -strand both -id 0.99
-otutabout ${£f%.*}.99.res
done
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8.2.2 ccsPrimer.py

#! /mnt/secondary/Smrtanalysis/current/smrtcmds/bin/smrtwrap
python

# Adapted from John Hartings ccsBarcode to look for primer
sequences in any orientation, then generate consistent
orientation of the

4 amplicon in the output

import pbbarcode.SWaligner as Aligner
from pbcore.ioc.FastalIO import *

from pbcore.ioc.Fastql0O import *

from collections import defaultdict
import numpy as np

def main(parser):
args = parser.parse_args()
aligner = Aligner.SWaligner ()

forwardPrimerFasta =
list (FastaReader (args.reversePrimerFasta))

reversePrimerFasta =
list (FastaReader (args.forwardPrimerFasta))

forwardPrimerSeqgs =
[ (forwardPrimer.sequence.upper (), rc{forwardPrimer.sequence.upper
(})) for forwardPrimer in forwardPrimerFasta]

reversePrimerSeqs =
[ {reversePrimer.sequence.upper (), rc(reversePrimer.sequence.upper
())} for reversePrimer in reversePrimerFasta]
# barcodelabels = [ rec.name.replace(' ','_"') for rec in
barcodeFasta ]

forwardScorer = aligner.makeScorer([x[0] for x in
forwardPrimerSeqs])

rcforwardScorer = aligner.makeScorer([x[1] for x in
forwardPrimerSegs])

reverseScorer = aligner.makeScorer([x[0] for x in
reversePrimerSegs])

rcreverseScorer = aligner.makeScorer([x[1] for x in
reversePrimerSegs])

n =
max (len(forwardPrimerSegs (0] [(0]),len(reversePrimerSeqgs([0] [0])) +

4

reader,writer,ext = (FastgReader,FastgWriter,'q"') if
args.ccsFastg.endswith('g') else (FastaReader,FastaWriter,'a'})

readEnds = np.array([[rec.sequence[:n],rec.sequence([-n:]]
for rec in reader(args.ccsFastg)])

sf = map(forwardScorer, readEnds[:,0])

maxsf = [np.amax(array) for array in sf]
sr = map (reverseScorer, readEnds(:,0])
maxsr = [np.amax(array) for array in sr]

s = [maxsf,maxsr]

ef = map(rcforwardScorer, readBEnds[:,1])

maxef = [np.amax(array) for array in ef]
er = map(rcreverseScorer, readEnds([:,1])
maxer = [np.amax({array) for array in er]

e = [maxef,maxer]
w = writer('%s/%s.fast%s' % (args.outDir,args.outFastg,ext))

for i,rec in enumerate (reader (args.ccsFastqg)):
if (len(rec.sequence) < 2600)&(len(rec.sequence) >
1400) :
if (s[0)[i] > s[1][i)) & (e[1l][i] > e[0][i]) &
(s[0)[i] »= args.minScore) & (e[l][i] >= args.minScore):
name = rec.name+"/Score="+str(s[0][i])+"-
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"+str(e[l][i])

elif

args.minScore) :

"+str(e[0][1])

if ext=="q":
newRecord = FastgRecord(name,
rec.sequence[n:-nj,
rec.quality[n:-n])
else:
newRecord = FastaRecord(name,
rec.segeunce[n:-nl)
w.writeRecord (newRecord)

(s{1])[i] »= args.minScore) & (e[0][1i] >=
name = rec.name+"/Score="+str(s(1)[i])+"-

if ext=='g':
newRecord = FastgRecord (name,
rec.sequence[n:-nj,
rec.quality[n:-n])
else:
newRecord = FastaRecord (name,
rec.segeunce[n:-n])
rcNewRecord = newRecord.reverseComplement ()
w.writeRecord (rcNewRecord)

w.close()
4 for i,rec in enumerate(reader (args.ccsFastg)):
¢ barcodePair =

[ (bestFrontBarcode [i],bestFrontScore[i]), (bestBackBarcode[i], bes

tBackScore[i])]
if not

if

W~ W WE dE WE W W W e

args.noSort:

barcodePair.sort (key=lambda v:v[0])
if np.all([s>=args.minScore for 1,s in barcodePair]):
barcode = '--'.join([p[0] for p in barcodePair])

writers.has_key (barcode):
w = writers[barcode])

else:

w = writer('%s/%s.fast%s' %

args.outDir, barcode, ext))

writers|[barcode] = w
#will the above fail for many barcode pairs?

(too many open files?)

# header = '{name} ({f},{b})"'.format (name=rec.name,
f=barcodePair[0] (1], b=barcocdePair(1][1])

# oRec = [header, rec.sequence]

# if ext=='q":

# oRec.append (rec.quality)

¥ w.writeRecord (*oRec)

def rc(seqg):

rcMap = dict (zip('AGTCagtcN-"', 'TCAGtcagN-"})
return ''.join([rcMap[b] for b in seq][::-1])

if _ name_ =="'

__main__':

import argparse

import os

parser = argparse.ArgumentParser (prog="ccsPrimer.py',
description="Generate primer filtered CCS data')

parser.add_argument ('forwardPrimerFasta',
metavar="forwardPrimerFasta', type=str,

help="fasta of forward primer')

parser.add_argument ('reversePrimerFasta',
metavar='reversePrimerFasta', type=str,

help='fasta of reverse primer')

parser.add_argument ('ccsFastq', metavar='ccsFastq',

type=sstr,

barcoded')

help='fastg of output sequences to be

parser.add_argument ('outFastqg', metavar='outFastq',

type=str,

help='fastg of output')

parser.add_argument ('-s,--minScore', dest="minScore',

default=0, type=

int,
help="minimum score (beoth ends). default 0'

parser.add_argument ('--outDir', dest='outDir', type=str,
default=os.getcwd(),

help='output directory. default cwd' )

parser.add_argument ('--noSort', dest='noSort',
action='store_true', default=False,

sort')

main(parser})

help='de not sort order in header. default



Anhang

CXXIX

8.2.3 forward.fa und reverse.fa

forward.fa:
>8F-Pac-PCR1_1

GCAGTCGAACATGTAGCTGACT CAGGT CACAGAGTTTGATCATGGCTCAG

>8F-Pac-PCR1_2

GCAGTCGAACATGTAGCTGACTCAGGT CACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

reverse.fa:

>23Sr-Pac-PCR1_1

TGGATCACTTGT GCAAGCATCACATCGTAGGGGTTCCCCCATTCAG
»23Sr-Pac-PCR1_2

TGGATCACTTGT GCAAGCATCACATCGTAGGGGTTGCCCCATTCAG
>235r-Pac-PCR1_3
TGGATCACTTGTGCAAGCATCACATCGTAGGGGTTTCCCCATTCAG
>23Sr-Pac-PCR1_4

TGGATCACTTGT GCAAGCATCACATCGTAGGGGTTCCCCCATTCGG
>235r-Pac-PCR1_5
TGGATCACTTGTGCAAGCATCACATCGTAGGGGTTGCCCCATTCGG
>23Sr-Pac-PCR1_6

TGGATCACTTGT GCAAGCATCACATCGTAGGGGTTTCCCCATTCGG
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8.3 UPLC-HR-MS-Analytik zu ST136450

“m;: ST136450 (+ 20 mM GIcNAc) XTRNOO74_A-D5_A1p_P1-A-5_ D1 235034

2: "-I |\, . _.' I'-. .'; g .'I \ N .'I ". |1 -

XTRNDOT4_A-06_A1p_P1-A-6_01_23504.0

wiob] ST136450 ()

Intens. |
B STI136450 () XTRNDO74_B-06_A1p PI-B-6 D1 235144

NN,

Intens. 4
s ST136450 (-) XTRNDOT4_C-D6_A1p_P1-G6_01_23525d

gil ISV \V A

Intens. ¥ A
E15] Medium (+20 mM GleNAc) XTRNOO74_A-09 Alp P1-A-9 01 23507.d
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Intens. {
o] Glevac GcNAc 50mg-L_A1p 5 01 234964

2] | | | | | \

T
0 1 2 3 4 5 &ie [min]

Abbildung 35: UPLC-HR-MS-Analyse von Kulturextrakten des Stammes ST136450 - Basispeak-
Chromatogramme. Der Stamm ST136450 wurde im fiinffachen Replikat auf Agarplatten kultiviert, die 20 mM GlcNAc
bzw. kein GlcNAc enthielten. Nach sechs Tagen Wachstum von ST136450 wurden die Agarplatten gefriergetrocknet und
mit Methanol extrahiert. Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt. Dargestellt sind die Basispeak-
Chromatogramme von jeweils drei Extrakt-Replikaten. ST136450 (+ 20 mM GlcNAc): ST136450 wurde auf Agarplatten
kultiviert, die GlcNAc enthielten; ST136450 (-): ST136450 wurde auf Agarplatten ohne GlcNAc kultiviert; Medium
(+ 20 mM GlcNAc): Medienkontrolle mit 20 mM GlcNAc. Die Basispeak-Chromatogramme der Extrakte in Anwesenheit
bzw. Abwesenheit von GlcNAc gewachsener Kulturen unterschieden sich deutlich.
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Abbildung 36: UPLC-HR-MS-Analyse von ST136450 (MeOH) Bucket 2 M. Der Stamm ST136450 wurde auf ISP2-
Medium kultiviert, welches keine Zusitze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die Kultivierung erfolgte
als fiinffaches Replikat. Nach sechstidgigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit Methanol.
Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten wurde eine
PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Hiermit sollten Buckets ausfindig gemacht werden, die nur oder in hoherer
Konzentration in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc)
vorkamen. Bucket 2 M: (3,65 min: m/z 723.4144 [M+H]") erfiillte dieses Kriterium. Dargestellt sind die Ergebnisse der
UPLC-HR-MS-Analyse dieses Buckets. (A): Extrahierte lonen-Chromatogramme (Summe aus m/z 723.4144 [M+H]" und
m/z 745.3963 [M+Na]") aller fiinf Methanol-Extrakt-Replikate. Die extrahierten Ionen-Chromatogramme wurden fiir die
relative Quantifizierung von Bucket 2 M eingesetzt (vgl. Abbildung 24, Tabelle 9). Dunkelgrau (vorne): ST136450
(+ GleNAc); schwarz (Mitte): ST136450 (- GleNAc); hellgrau (hinten): GlcNAc-haltige Medienkontrolle. (B): Ausschnitt
des Massenspektrums eines Methanol-Extrakt-Replikates von ST136450 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,7 min.
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Abbildung 37: UPLC-HR-MS-Analyse von ST136450 (MeOH)_Bucket 3_M. Der Stamm ST136450 wurde auf ISP2-
Medium kultiviert, welches keine Zusitze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die Kultivierung erfolgte
als fiinffaches Replikat. Nach sechstidgigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit Methanol.
Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten wurde eine
PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Hiermit sollten Buckets ausfindig gemacht werden, die nur oder in hoherer
Konzentration in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc)
vorkamen. Bucket 3_M: (3,64 min: m/z 885.4675 [M+H]") erfiillte dieses Kriterium. Dargestellt sind die Ergebnisse der
UPLC-HR-MS-Analyse dieses Buckets. (A): Extrahierte [onen-Chromatogramme (Summe aus m/z 885.4675 [M+H]" und
m/z 907.4494 [M+Na]") aller fiinf Methanol-Extrakt-Replikate. Die extrahierten Ionen-Chromatogramme wurden fiir die
relative Quantifizierung von Bucket 3 M eingesetzt (vgl. Abbildung 24, Tabelle 9). Dunkelgrau (vorne): ST136450
(+ GlecNAc); schwarz (Mitte): ST136450 (- GleNAc); hellgrau (hinten): GleNAc-haltige Medienkontrolle. (B): Ausschnitte
des Massenspektrums eines Methanol-Extrakt-Replikates von ST136450 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,6 min.
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Abbildung 38: UPLC-HR-MS-Analyse von ST136450 (MeOH)_Bucket 6_M. Der Stamm ST136450 wurde auf ISP2-
Medium kultiviert, welches keine Zusétze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die Kultivierung erfolgte
als flinffaches Replikat. Nach sechstigigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit Methanol.
Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten wurde eine
PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Hiermit sollten Buckets ausfindig gemacht werden, die nur oder in hoherer
Konzentration in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc)
vorkamen. Bucket 6 M: (3,50 min: m/z 871.4520 [M+H]") erfiillte dieses Kriterium. Dargestellt sind die Ergebnisse der
UPLC-HR-MS-Analyse dieses Buckets. (A): Extrahierte lonen-Chromatogramme (Summe aus m/z 871.4520 [M+H]" und
m/z 893.4339 [M+Na]") aller fiinf Methanol-Extrakt-Replikate. Die extrahierten Ionen-Chromatogramme wurden fiir die
relative Quantifizierung von Bucket 6 M eingesetzt (vgl. Abbildung 24, Tabelle 9). Dunkelgrau (vorne): ST136450
(+ GlcNAc); schwarz (Mitte): ST136450 (- GlcNAc); hellgrau (hinten): GlcNAc-haltige Medienkontrolle. (B): Ausschnitt
des Massenspektrums eines Methanol-Extrakt-Replikates von ST136450 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,4 min
bzw. 3,5 min.
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Abbildung 39: UPLC-HR-MS-Analyse von ST136450 (MeOH)_ Bucket 7_M. Der Stamm ST136450 wurde auf ISP2-
Medium kultiviert, welches keine Zusitze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die Kultivierung erfolgte
als flinffaches Replikat. Nach sechstigigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit Methanol.
Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten wurde eine
PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Hiermit sollten Buckets ausfindig gemacht werden, die nur oder in hoherer
Konzentration in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc)
vorkamen. Bucket 7 M: (2,52 min: m/z 571.3037 [M+H]") erfiillte dieses Kriterium. Dargestellt sind die Ergebnisse der
UPLC-HR-MS-Analyse dieses Buckets. (A): Extrahierte Ionen-Chromatogramme (Summe aus m/z 571.3037 [M+H]" und
m/z 593.2856 [M+Na]") aller fiinf Methanol-Extrakt-Replikate. Die extrahierten Tonen-Chromatogramme wurden fiir die
relative Quantifizierung von Bucket 7 M eingesetzt (Abbildung 24, Tabelle 9). Dunkelgrau (vorne): ST136450
(+ GlcNAc); schwarz (Mitte): ST136450 (- GlcNAc); hellgrau (hinten): GlcNAc-haltige Medienkontrolle. (B): Ausschnitt
des Massenspektrums eines Methanol-Extrakt-Replikates von ST136450 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 2,5 min.
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Abbildung 40: UPLC-HR-MS-Analyse von ST136450 (MeOH)_Bucket 8 M. Der Stamm ST136450 wurde auf ISP2-
Medium kultiviert, welches keine Zusitze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlcNAc (+ GlcNAc) enthielt. Die Kultivierung erfolgte
als flinffaches Replikat. Nach sechstigigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit Methanol.
Es wurden UPLC-HR-MS-Messungen der Extrakte durchgefiihrt. Ausgehend von den UPLC-HR-MS-Daten wurde eine
PCA-basierte Metabolomanalyse durchgefiihrt. Hiermit sollten Buckets ausfindig gemacht werden, die nur oder in hoherer
Konzentration in den Extrakten von ST136450 (+ GlcNAc) im Vergleich zu den Extrakten von ST136450 (- GlcNAc)
vorkamen. Bucket 8 M: (4,40 min: m/z 587.3407 [M+H]") erfiillte dieses Kriterium. Dargestellt sind die Ergebnisse der
UPLC-HR-MS-Analyse dieses Buckets. (A): Extrahierte Ionen-Chromatogramme (Summe aus m/z 587.3407 [M+H]" und
m/z 609.3226 [M+Na]") aller fiinf Methanol-Extrakt-Replikate. Die extrahierten Ionen-Chromatogramme wurden fiir die
relative Quantifizierung von Bucket 8 M eingesetzt (vgl. Abbildung 24, Tabelle 9). Dunkelgrau (vorne): ST136450
(+ GlcNAc); schwarz (Mitte): ST136450 (- GlcNAc); hellgrau (hinten): GlcNAc-haltige Medienkontrolle. (B): Ausschnitt
des Massenspektrums eines Methanol-Extrakt-Replikates von ST136450 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 4,4 min.
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Abbildung 41: UPLC-HR-MS-Analyse von ST136450 (MeOH) Desferrioxamin B. Der Stamm ST136450 wurde auf
ISP2-Medium kultiviert, welches keine Zusitze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GlecNAc (+ GleNAc) enthielt. Die Kultivierung
erfolgte als fiinffaches Replikat. Nach sechstidgigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit
Methanol. Zur Detektion von Desferrioxamin B (7/Ztheoretisch 561.3606 [M+H]") wurden die Extrakte durch UPLC-HR-MS
analysiert. (A): Extrahierte Ionen-Chromatogramme (Summe aus m/z 561.3606 [M+H]" und m/z 583.3425 [M+Na]") aller
finf Methanol-Extrakt-Replikate. (B): Ausschnitt des Massenspektrums eines Methanol-Extrakt-Replikates von
ST136450 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,7 min. (C): Da in (A) eine Ubersittigung des Massendetektors auftrat,
wurden die Chromatogramme aus (C) zur relativen Quantifizierung von Desferrioxamin B herangezogen (vgl. Abbildung
24). Dargestellt sind die extrahierten lonen-Chromatogramme von m/z 562.3636 (zweitgroBter Isotopenpeak von [M+H]).
Probenzuordnung in (A) und (C): Dunkelgrau (vorne): ST136450 (+ GlcNAc); schwarz (Mitte): ST136450 (- GlcNAc);
hellgrau (hinten): GleNAc-haltige Medienkontrolle.
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Abbildung 41: Fortsetzung.
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Abbildung 42: UPLC-HR-MS-Analyse von ST136450 (MeOH) Desferrioxamine 547. Der Stamm ST136450 wurde
auf ISP2-Medium kultiviert, welches keine Zusétze (- GlcNAc) bzw. 20 mM GleNAc (+ GleNAc) enthielt. Die Kultivierung
erfolgte als fiinffaches Replikat. Nach sechstidgigem Wachstum des Stammes erfolgte eine Extraktion der Kulturen mit
Methanol. Zur Detektion aller Desferrioxamine mit m/zmeoretisch 547.3450 [M+H]" wurden die Extrakte durch UPLC-HR-
MS analysiert. (A): Extrahierte Tonen-Chromatogramme (Summe aus m/z 547.3450 [M+H]" und m/z 569.3269 [M+Na]")
aller fiinf Methanol-Extrakt-Replikate. Gemél der Analyse in Abbildung 21 resultierten die beiden detektierten Peaks aus
der Anwesenheit eines Gemisches von mindestens drei verschiedenen Desferrioxamin-Ai-Isomeren. Auf Basis der
extrahierten Ionen-Chromatogramme wurde eine relative Quantifizierung des Substanzgemisches vorgenommen (Summe
der Peakflachen von Peak 1 und Peak 2) (vgl. Abbildung 24, Tabelle 9). Dunkelgrau (vorne): ST136450 (+ GlcNAc);
schwarz (Mitte): ST136450 (- GlcNAc); hellgrau (hinten): GlcNAc-haltige Medienkontrolle. (B): Ausschnitt des
Massenspektrums eines Methanol-Extrakt-Replikates von ST136450 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,4 min bzw.
3,6 min.
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8.4 UPLC-HR-MS/(MS)-Analytik zu FH1286, DSM40229 und
DSM40149
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Abbildung 43: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von FH1286-Kulturextrakten — Identifizierung von Viridogrisein I. Zur
Identifizierung von Viridogrisein I (m/ztneoretisch 879.4611 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt von FH1286 (+ 20 mM
GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)/(B)/(D). (A): Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei m/z 879.4611. (B):
MS/MS-Fragmentierungsmuster ~einer Substanz mit m/z 879.4625 [M+H]*, RT=132min. (C): MS/MS-
Fragmentierungsmuster von Viridogrisein I (Reinsubstanz) (m/z 879.463 [M+H]") (entnommen aus der hausinternen
UPLC-HR-MS/MS-Datenbank). (D): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 879.4608 [M+H]*, RT =
13,7 min. Das Fragmentierungsmuster in (B) zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem Fragmentierungsmuster in
(C). Somit handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich um Viridogrisein I. Anmerkung: In
der hausinternen UPLC-HR-MS/MS-Datenbank wurde fiir Viridogrisein I (Reinsubstanz) unter gleichen Messbedingungen
eine Retentionszeit von 11,24 min angegeben. Abweichend hiervon betrug die Retentionszeit der im Kulturextrakt von
FH1286 als Viridogrisein I identifizierten Verbindung 13,2 min. Mitgefithrte UPLC-HR-MS/MS-Messungen einer
Referenzsubstanz (Qualitdtskontrolle) zeigten, dass die Retentionszeitverschiebung auf kurzzeitige technische Probleme
zuriickzufiihren war. Die MS/MS-Fragmentierungsmuster in (C) und (D) waren sehr &hnlich, jedoch nicht identisch. Dies
deutete darauf hin, dass es sich bei der in (D) analysierten Verbindung um ein Viridogrisein-I-Isomer handeln konnte. Der
Peak in (A) mit einer Retentionszeit von 13 min steht nicht im Zusammenhang mit Viridogrisein 1.
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Abbildung 44: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von FH1286-Kulturextrakten — Identifizierung von Griseoviridin. Zur
Identifizierung von Griseoviridin (m/zteoretisch 478.1651 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt von FH1286 (+ 20 mM
GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert. (A): Extrahiertes lonen-Chromatogramm bei m/z 478.1642. (B): MS/MS-
Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 478.1651 [M+H]", RT = 5,6 min. (C): UPLC-HR-MS/MS-Analyse von
Griseoviridin (Reinsubstanz). Dargestellt ist das MS/MS-Fragmentierungsmuster von Griseoviridin (m/z 478.164 [M+H]")
(entnommen aus der hausinternen UPLC-HR-MS/MS-Datenbank). Das Fragmentierungsmuster in (B) zeigte eine sehr
hohe Ubereinstimmung mit dem Fragmentierungsmuster in (C). Somit handelte es sich bei der in (B) analysierten
Verbindung sehr wahrscheinlich um Griseoviridin.
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Abbildung 45: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von DSM40149-Kulturextrakten — Identifizierung von Viridogrisein I.
Zur Identifizierung von Viridogrisein I (1m/zineoretisch 879.4611 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt von DSM40149
(+20 mM GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)/(B)/(D). (A): Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei
m/z 879.4611. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 879.4619 [M+H]*, RT = 11,3 min. (C):
MS/MS-Fragmentierungsmuster von Viridogrisein I (m/z 879.463 [M+H]") (Reinsubstanz) (entnommen aus der
hausinternen UPLC-HR-MS/MS-Datenbank). (D): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 879.4618
[M+H]", RT = 11,7 min. Das Fragmentierungsmuster in (B) zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem
Fragmentierungsmuster in (C). Somit handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich um
Viridogrisein 1. Die MS/MS-Fragmentierungsmuster in (D) und (C) waren ebenfalls sehr dhnlich. Es traten lediglich
Abweichungen beziiglich des Intensitétsverhidltnisses einzelner Fragmente auf. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei der
in (D) analysierten Verbindung um ein Viridogrisein-I-Isomer handelte.
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Abbildung 46: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von DSM40229-Kulturextrakten — Identifizierung von Viridogrisein I.
Zur Identifizierung von Viridogrisein I (1m/ziheoretisch 879.4611 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt von DSM40229
(+20 mM GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)/(B)/(D). (A): Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei
m/z 879.4611. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 879.4611 [M+H]*, RT = 11,3 min. (C):
MS/MS-Fragmentierungsmuster von Viridogrisein I (m/z 879.463 [M+H]") (Reinsubstanz) (entnommen aus der
hausinternen UPLC-HR-MS/MS-Datenbank). (D): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 879.4610
[M+H]", RT = 11,6 min. Das Fragmentierungsmuster in (B) zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem
Fragmentierungsmuster in (C). Somit handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich um
Viridogrisein 1. Die MS/MS-Fragmentierungsmuster in (D) und (C) waren ebenfalls sehr dhnlich. Es traten lediglich
Abweichungen beziiglich des Intensititsverhiltnisses einzelner Fragmente auf. Dies deutete darauf hin, dass es sich bei
der in (D) analysierten Verbindung um ein Viridogrisein-I-Isomer handelte.
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Abbildung 47: UPLC-HR-MS-Analyse der Methanol-Extrakte von FH1286 (+ GlcNAc) und FH1286 (- GlcNAc).
Der Stamm FH1286 wurde in Medium kultiviert, welches 20 mM GlcNAc bzw. kein GlcNAc enthielt. Die Kultivierung
erfolgte im Triplikat. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Es folgte eine UPLC-HR-MS-
Analyse der Extrakte zur Detektion von Viridogrisein I (m/zteoretisch 879.4611 [M+H]"). (A): Extrahierte Ionen-
Chromatogramme (Summe aus m/z 879.4611 [M+H]" und m/z 901.4430 [M+Na]*) der Methanol-Extrakte von FH1286
(+ GlcNAc) (dunkelgrau), von FH1286 (- GlcNAc) (schwarz) und der GlcNAc-haltigen Medienkontrolle (hellgrau). *
kennzeichnet Viridogrisein I. In den Extrakten der Medienkontrollen war kein Viridogrisein I detektierbar. Die extrahierten
Ionen-Chromatogramme wurden fiir die relative Quantifizierung von Viridogrisein I eingesetzt (vgl. Abbildung 28). (B):
Ausschnitt des Massenspektrums eines Methanol-Extraktes von FH1286 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 11,3 min.
(C): UV-Spektrum bei einer Retentionszeit von 11,3 min.
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Abbildung 48: Detektion von Viridogrisein I und Griseoviridin in Kulturextrakten von FH1286, DSM40149 und
DSM40229. Die Stimme FH1286, DSM40149 und DSM40229 wurden im Triplikat in ISP2-Medium kultiviert, das mit
verschiedenen Kohlenstoff-Quellen supplementiert wurde. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol
extrahiert. Zur Detektion von Viridogrisein I (m/ztheoretisch 879.4611 [M+H]") und Griseoviridin (#/Ztheoretisch
478.1642 [M+H]") wurde eine UPLC-HR-MS-Analyse der Extrakte durchgefiihrt. (A): Detektion von Griseoviridin in den
Extrakten von FH1286. Dargestellt sind die extrahierten Ionen-Chromatogramme bei m/z 478.1642 [M+H]" und
m/z 500.1462 [M+Na]*. Die extrahierten Ionen-Chromatogramme wurden fiir die relative Quantifizierung von
Griseoviridin eingesetzt (vgl. Abbildung 29). (B)/(E)/(G): Detektion von Viridogrisein I in den Extrakten von FH1286 (B),
DSM40149 (E) bzw. DSM40229 (G). Dargestellt sind die extrahierten Ionen-Chromatogramme bei m/z 879.4611 [M+H]*
und m/z 901.4430 [M+Na]". Die extrahierten Ionen-Chromatogramme wurden fiir die relative Quantifizierung von
Viridogrisein I eingesetzt (vgl. Abbildung 29). (C)/(F)/(H): Detektion von Viridogrisein I in einem Extrakt von FH1286
(+20 mM GleNAc) (C), DSM40149 (+ 20 mM GlcNAc) (F) bzw. DSM40229 (+ 20 mM GlcNAc) (H). Dargestellt sind
Ausschnitte eines Massenspektrums. (D): Detektion von Griseoviridin in einem Extrakt von FH1286 (+ 20 mM GlcNAc).
Dargestellt sind Ausschnitte eines Massenspektrums. Die einzelnen Farben geben an, welche Zusdtze das
Kultivierungsmedium enthielt: blau: ISP2 ohne Zusétze; griin: ISP2 + 20 mM GlcNAc; rot: ISP2 + 2 mM GlcNAc; orange:
ISP2 + 20 mM Glucose; grau: Medienkontrolle (ISP2 + 20 mM GlcNAc). *: Viridogrisein I, **: Griseoviridin. Die
Viridogrisein-I-Produktion wurde in FH1286, nicht aber in DSM40149 und DSM40229 durch Zugabe von 20 mM GlcNAc
positiv beeinflusst.
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Abbildung 48: Fortsetzung.
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Abbildung 49: UPLC-HR-MS-Analyse von Kulturextrakten des Stammes FH1286 — Basispeak-Chromatogramme.
Der Stamm FH1286 wurde im dreifachen Replikat in Medium kultiviert, das 20 mM GlcNAc bzw. kein GlcNAc enthielt.
Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Die Extrakte wurden durch UPLC-HR-MS analysiert.
Dargestellt sind die Basispeak-Chromatogramme von jeweils drei Extrakt-Replikaten. FH1286 (+ 20 mM GlcNAc):
FH1286 wurde in Medium kultiviert, das 20 mM GlcNAc enthielt; FH1286 (-): Der Stamm wurde in Medium ohne GlcNAc
kultiviert; Medium (+ 20 mM GlcNAc): Medienkontrolle mit 20 mM GlcNAc.
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8.5 UPLC-HR-MS/(MS)-Analytik zu HAG010252
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Abbildung 50: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von HAG010252-Kulturextrakten — Identifizierung von Oxytetracyclin.
Zur Identifizierung von Oxytetracyclin (m/Ztheoretisch 461.1555 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt von HAG010252
(+20mM GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert (A)-(B). (A): Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei
m/z 461.1555. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 461.1551 [M+H]", RT = 2,8 min. (C): UPLC-
HR-MS/MS-Analyse von Oxytetracyclin (Reinsubstanz) (entnommen aus der hausinternen UPLC-HR-MS/MS-
Datenbank). Dargestellt ist das MS/MS-Fragmentierungsmuster von Oxytetracyclin (m/z 461.156 [M+H]"). Das
Fragmentierungsmuster von (B) zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem Fragmentierungsmuster von (C). Somit
handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich um Oxytetracyclin.
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Abbildung 51: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von HAGO010252-Kulturextrakten - Identifizierung von
Desferrioxamin E. Zur Identifizierung von Desferrioxamin E (1m/zteoretisch 601.3556 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt
von HAGO010252 (+ 20 mM GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert. (A): Extrahiertes Ionen-Chromatogramm bei
m/z 601.3556. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 601.3556 [M+H]", RT = 4,3 min. (C): UPLC-
HR-MS/MS-Analyse von Desferrioxamin E (Reinsubstanz) (entnommen aus der hausinternen UPLC-HR-MS/MS-
Datenbank). Dargestellt ist das MS/MS-Fragmentierungsmuster von Desferrioxamin E (m/z 601.357 [M+H]"). Das
Fragmentierungsmuster von (B) zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem Fragmentierungsmuster von (C). Somit
handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich um Desferrioxamin E.
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Abbildung 52: UPLC-HR-MS-Analyse der Methanol-Extrakte von HAG010252 (+ GlcNAc) und HAG010252
(- GleNAc). Der Stamm HAG010252 wurde in Medium kultiviert, welches 20 mM GlcNAc bzw. kein GlcNAc enthielt.
Die Kultivierung erfolgte im Triplikat. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Es folgte eine
UPLC-HR-MS-Analyse der Extrakte zur Detektion von Oxytetracyclin (#/Ztheoretisch 461.1560 [M+H]"). (A): Summe der
extrahierten Ionen-Chromatogramme von m/z 461.1560 [M+H]" und m/z 483.1380 [M+Na]" in den Extrakten von
HAGO010252 (+ GlecNAc) (dunkelgrau), von HAG010252 (- GlcNAc) (schwarz) und der GlcNAc-haltigen Medienkontrolle
(hellgrau). * kennzeichnet  Oxytetracyclin, ** ein potentielles Oxytetracyclin-Isomer. (B): Ausschnitt des
Massenspektrums eines Methanol-Extraktes von HAG010252 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,5 min. (C): UV-
Spektrum eines Methanol-Extraktes von HAG010252 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,5 min. (D): Bei den
extrahierten lonen-Chromatogrammen aus (A) deutete die Form einiger Peaks auf das Erreichen der Detektorsattigung hin.
Daher wurden zur relativen Quantifizierung von Oxytetracyclin in den Proben HAG010252 (+ GlcNAc) und HAG010252
(- GleNAc) extrahierte Tonen-Chromatogramme des zweitgroBten Isotopenpeaks von [M+H]" eingesetzt (m/z 462.1587)
(vgl. Abbildung 30). Die extrahierten Ionen-Chromatogramme in (D) haben dieselbe Farbzuordnung wie in (A). Die
relative Oxytetracyclin-Konzentration war in den Extrakten von HAG010252 (+ GlcNAc) héher als in den Extrakten von
HAGO010252 (- GlcNAc). Das potentielle Oxytetracyclin-Isomer wurde nur in den Extrakten von HAG010252 (+ GlcNAc),
nicht aber in den Extrakten von HAG010252 (- GlcNAc) detektiert. In den Extrakten der Medienkontrollen wurde kein
Oxytetracyclin und kein potentielles Oxytetracyclin-Isomer detektiert.
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Abbildung 52: Fortsetzung.
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Abbildung 53: Einfluss von Eisen(IlI)-citrat und Glucose auf die Produktion von Desferrioxamin E und
Oxytetracyclin in HAG010252. Der Stamm HAGO010252 wurde jeweils im Triplikat in ISP2-Medium mit verschiedenen
Zusitzen kultiviert. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert. Zur relativen Quantifizierung von
Desferrioxamin E (m/z 601.3556 [M+H]") und Oxytetracyclin (m/z 461.1555 [M+H]*) wurden UPLC-HR-MS-Messungen
der Extrakte durchgefiihrt. (A): Detektion von Oxytetracyclin. Dargestellt ist die Summe der extrahierten Ionen-
Chromatogramme bei m/z 461.1555 [M+H]" und m/z 483.1374 [M+Na]" (jeweils Molekiilionenpeak). (B): Detektion von
Desferrioxamin E. Dargestellt ist die Summe der extrahierten Ionen-Chromatogramme bei m/z 601.3556 [M+H]" und
m/z 623.3375 [M+Na]* (jeweils Molekiilionenpeak). (C): Detektion von Oxytetracyclin. Dargestellt ist ein Ausschnitt des
Massenspektrums eines Methanol-Extraktes von HAG010252 (kultiviert in ISP2-Medium ohne Zusétze). Da in einigen
Proben des Datensets Anzeichen einer Detektorsittigung erkennbar waren (vgl. Abbildung 54 (A)/(B)), wurde die relative
Quantifizierung der Verbindungen auf Basis der extrahierten Tonen-Chromatogramme bei m/z [M+H]" (Isotopenpeak mit
zweithochster Intensitét) durchgefiihrt (D)/(E). (D): Detektion von Oxytetracyclin. Dargestellt sind die extrahierten lonen-
Chromatogramme bei m/z 462.1587 [M+H]* (Isotopenpeak mit zweithochster Intensitit). (E): Detektion von
Desferrioxamin E. Dargestellt sind die extrahierten Ionen-Chromatogramme bei m/z 602.3585 [M+H]* (Isotopenpeak mit
zweithochster Intensitdt). Verwendete Kultivierungsmedien: rot: ISP2 ohne Zusétze; dunkelblau: ISP2 + 0,03 mg/mL
Eisen(III)-citrat; lila: ISP2 + 0,06 mg/mL Eisen(IlI)-citrat; schwarz: ISP2 + 0,12 mg/mL Eisen(IIl)-citrat; griin: ISP2 +
20 mM Glucose; grau: Medienkontrollen (ISP2 + 0,12 mg/mL Eisen(Ill)-citrat bzw. ISP2 + 20 mM Glucose); *:
Oxytetracyclin. Desferrioxamin E konnte in keiner der Proben detektiert werden. Die Zugabe von Eisen(II)-citrat zum
Medium fiihrte zu einer Abnahme der relativen Oxytetracyclin-Konzentration im Vergleich zu den unsupplementierten
Proben. Die Zugabe von 20 mM Glucose zum Medium hatte einen schwach positiven Effekt auf die relative Oxytetracyclin-
Konzentration im Vergleich zu den unsupplementierten Proben.
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Abbildung 53: Fortsetzung.



Anhang CLIV

( ) Inters. ( ) Inters.
X108 x107
xkx
0.8
06
04
024
o
430 440 4.50Time [nin]
D09 Of 483, .02 —
*XTH\M D10 A1p P1010 01 34&?3\& EIC(461 1&'5 483\1374)1&(‘2+NI le — :310 A1p F'HZHO 01 34633 EIC(&N 3%6 623337511002 +All VB
— XTR\D932 D11 A1p P1-D11_01_4634d: C(461 1555 483.137440.02 +All N& D11 34634.d: EIC (601.3556; 623.3375)20.02 +All VB
XTR\D932 E05 Afp P1-E5 01_34638.0: EIC (461.1555; 483.1374)0.02 +All B P1E5701734638d EIC (601.3556; 623.3375):0.02 +All MB
XTR\DSE2 E06 A1p P1E6 01_34630d EIC(4G1 1% 4831374p0.02+All NB P1-£6 01_34639.d: EIC (601.3556; 623.3375):0.02 +All MB
XTRNDS32 E07 Alp_P1-E7 01 34640.d: EIC(461. 1566 483.1374p0.02 +All NB P1-E7 0134640 EIC (601.3556; 623.33750.02 +All VB
—— XTR\D932 D12 Atp P1-D12 01_34635.d: EIC (461.1555; 483.1374):0.02 +All NS P1-D12 01_34635.d: EIC (601.3556; 623.337510.02 +All N
— XTR\0932 E03 Alp P1-E3 01_34636.d: EIC (461 15&, 4&11374 @ +All V& K d EIC (601.3556; 623; 02 +AlIl N&
—— XTRAND932 E-04 Atp P1-E4 01 34637.d EIC (461.1! 13741+0.02 +All N P1-E4 01_34637.d EIC (601.3556; 623.3375):0.02 +All MB
I—— XTRND932_F10_ Alp P24~10 01_34654.d EIC(461. 1% 4&11374)ﬁ1(2 +All B P2--10 01_34654.d: EIC (601.3556; 623.33750.02 +All N
|— XTRNDSE2 F11_Alp_P2F11_01_34667.ct EIC(461. 1566 483.1374)40.02 +All NB P2--11_01_34667.c: EIC (601.3556; 623.3375+0.02 +All N
—— XTRN0G32 12 /£ A1p P2:R12 01_34688.d: EIC (461.1555; 483.1374)0.02 +All NS F12 Alp P212 01_34668.d EIC (601.3556; 623.3375):0.02 +All MB
XTR\D9B2 GO3 Alp_ P2G3 01 34670.0: EIC (461.1555; 483.137410.02 +All B P2:G3 01_34670.d: EIC (601.3656; 623.3375)40.02 +All NB
XTR\D932 GO4 Alp_P2-G4 01_34671.0: EIC(461.1555; 483.1374)0.02 +All B p_P2G4 01_34671.ct EIC (601.3656; 623,.33751+0.02 +All NB
XTR\D932 GO5 Alp | PQ-Gﬁ 01 ma EIC(461 15$ 483.1374p0.02 +All V& -(3570173@211 EIC(601.3556; 623.3375)40.02 +All NB
— XTRND932 GO6 Alp P2- EIC(461.1585; 483.13741+0.02 +All N& 5 01_8 .t EIC (601.3556; 623.3375)+0.02 +All VB
[— XTRN0932 GO7 Afp F P2-G7 01 34674(:’( EI (467 1 1% 4831374p0.02+All NB -G7701734674d EIC (601.3556; 623.3375):0.02 +All MB
|— XTRNDS32 GOS8 Alp P2G8 01 EIC(461.1585; 483.13741+0.02 +All \& G8 01_34675.dt EIC (601.3556; 623.3375:0.02 +All MB
XTR\D9E2 HO9 / A1 ) P2HY 01 34@4(1 EIC(461. 15& 4831374p0.02+All NB ) | H9 01_34684.d EIC (601.3556; 623.3375):0.02 +All MB
XTENIG71 r:n7 AIn P2y (\1 ’¥)1’¥1r1 FI{‘IARI 1565 483 1. AM{'DAJ-\H AS XTF!\I’R717~.(] A1n PGy 7017’1'“’&” FIC. 3556 623 P AILMNS

Abbildung 54: Einfluss von GlcNAc und Eisen(I1I)-citrat auf die Produktion von Desferrioxamin E, Oxytetracyclin
und ein potentielles Oxytetracyclin-Isomer in HAG010252. Der Stamm HAGO010252 wurde jeweils im Triplikat in
ISP2-Medium mit verschiedenen Zusitzen kultiviert. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol extrahiert.
Zur relativen Quantifizierung von Desferrioxamin E (1m/zZtheoretisch 601.3556 [M+H]"), Oxytetracyclin (m/ztheoretisch 461.1555
[M+H]") und einem potentiellen Oxytetracyclin-Isomer (m/z 461.1555 [M+H]") wurden UPLC-HR-MS-Messungen der
Extrakte durchgefiihrt. (A): Detektion von Oxytetracyclin (*) und einem potentiellen Oxytetracyclin-Isomer (**).
Dargestellt ist die Summe der extrahierten Ionen-Chromatogramme bei m/z 461.1555 [M+H]" und m/z 483.1374 [M+Na]*
(jeweils Molekiilionenpeak). (B): Detektion von Desferrioxamin E (***). Dargestellt ist die Summe der extrahierten lonen-
Chromatogramme bei m/z 601.3556 [M+H]" und m/z 623.3375 [M+Na]" (jeweils Molekiilionenpeak). (C): Detektion von
Oxytetracyclin. Dargestellt ist ein Ausschnitt des Massenspektrums eines Methanol-Extraktes von HAG010252 (+ 20 mM
GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,3 min. (D): Detektion eines potentiellen Oxytetracyclin-Isomers. Dargestellt ist ein
Ausschnitt des Massenspektrums eines Methanol-Extraktes von HAG010252 (+ 20 mM GlcNAc) bei einer Retentionszeit
von 3,2 min. (E): Detektion von Desferrioxamin E. Dargestellt ist ein Ausschnitt des Massenspektrums eines Methanol-
Extraktes von HAG010252 (+ 20 mM GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 4,4 min. Da in (A) und (B) Anzeichen einer
Detektorsittigung erkennbar waren, wurde die relative Quantifizierung der Verbindungen auf Basis der extrahierten Ionen-
Chromatogramme bei m/z [M+H]" (Isotopenpeak mit zweithdchster Intensitét) durchgefiihrt (F)/(G). (F): Detektion von
Oxytetracyclin. Dargestellt sind die extrahierten Ionen-Chromatogramme bei m/z 462.1587 [M+H]" (Isotopenpeak mit
zweithochster Intensitit). (G): Detektion von Desferrioxamin E. Dargestellt sind die extrahierten Ionen-Chromatogramme
bei m/z 602.3585 [M+H]* (Isotopenpeak mit zweithochster Intensitit). Verwendete Kultivierungsmedien: rot: ISP2 ohne
Zusétze; hellblau: ISP2 + 2 mM GlcNAc; griin: ISP2 + 20 mM GlcNAc; dunkelblau: ISP2 + 20 mM GlecNAc + 0,03 mg/mL
Eisen(Ill)-citrat; lila: ISP2 + 20 mM GlcNAc + 0,06 mg/mL Eisen(IIl)-citrat; schwarz: ISP2 + 20 mM GIcNAc +
0,12 mg/mL Eisen(Ill)-citrat; grau: Medienkontrollen (ISP2 + 0,12 mg/mL Eisen(IIl)-citrat bzw. ISP2 + 20 mM
GlcNAc).*: Oxytetracyclin, **: potentielles Oxytetracyclin-Isomer; ***: Desferrioxamin E. Die Zugabe von 20 mM
GlcNAc zum Medium hatte einen positiven Effekt auf die Produktion des potentiellen Oxytetracyclin-Isomers sowie auf
die Produktion von Oxytetracyclin und Desferrioxamin E. Durch Zugabe von Eisen(III)-citrat wurde der positive Effekt
von GlcNAc auf die Produktion der drei Substanzen teilweise oder vollstidndig aufgehoben.
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—— XTANISB2 QB Alp P1-E3 01 34636, EIC462 158740.02 4l NS —— XTANISB2 QB Alp P1-E3 01 34636t EICE0235850.02 +All NS
XTRND9G2 E-04 Afp P14 01 34637. EICA62 1587:0.02-+All VS — XTRNDSB2 E04 Alp P1-E4 01 34637.dt EICE02.358540.02 +All NS
XTRN09G2 F10 Alp P2F10 0T 34654t EICAER 158740.02 +All NS |— XTRNDS3 10 Afp P10 0T 346540 EICE02.355:0.02 +All NS
|— XTRNDS3 11 Afp P21 01 34667.0: EIC462 1567:0.02 +All NS XTRND9G2 F-11_Afp P21 01 34667.dt EICE0R 35850.02 +All NS
— > 12 Alp_P2F12.01_34668.d EIC462 1587002 +All N& — > 12 Alp_P2F12.01_34668.d EIC6023585:0.02 +All V&
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XTNDG2 GO4 Afp P2.G 014671t EICAE2 15872002 +Al VB XTRND9G2 GO4 Afp P2G4 01 34671. EIC6023585:0.02-+All VS
XTRND9G2 GO5 Afp P2G5 01 346720 EIC462 1557:0.02-+All NS XTRND932 GO5 Afp P2G5 ( 01 362 ECRHEE0C Al VB
|— XTRNDS3 GO Afp P2G6 01 34673 EIC462 15674002+l V& — XTANSE Gos AT T
|— XTRNDS3 GO7 Afp_P2G7 01_34674.d: EIC462 1587:002 +All V& — > GO7 Alp | K
|— XTRNDS32 GO Afp_P2G8 01_34675.d: EIC462 15674002+l NG |— XTANDS32 GOB A K
5 H09 Alp P2H9 01 34684t EICA62 1567:0.02-+All VS 0| > P2HY 01

34634.0 EIf
XTENIGZ{_GO7 Al P2.G7 01_ 301390+ FICAR2 1587000 Sl NS, XTENIGZ{_GO7 Al P2G7 01_ 301390 FICA0R 3585000 +All

Abbildung 54: Fortsetzung.
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Abbildung 55: UPLC-HR-MS-Analyse von Kulturextrakten des Stammes HAG010252 — Basispeak-
Chromatogramme. Der Stamm HAGO010252 wurde im dreifachen Replikat in acht verschiedenen Medien
kultiviert. Grundbestandteil aller Medien war ISP2. Die Medien unterschieden sich durch Supplemente
(Eisen(IIT)-citrat; GleNAc; Glucose). Nach sieben Tagen Wachstum von HAG010252 wurden die Kulturen
gefriergetrocknet und mit Methanol extrahiert. Die Extrakte wurden durch UPLC-HR-MS analysiert.
Dargestellt sind die Basispeak-Chromatogramme von jeweils einem Extrakt-Replikat. HAG010252 (-):
HAGO010252 wurde in ISP2 ohne Zusitze kultiviert.



Anhang CLVII

8.6 UPLC-HR-MS/(MS)-Analytik zu HAG010024
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Abbildung 56: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von HAG010024-Kulturextrakten - Identifizierung von

Desferrioxamin B. Zur Identifizierung von Desferrioxamin B (1m/Ztheoretisch 561.3606 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt
von HAGO010024 (+20mM GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert ((A)-(B)). (A): Extrahiertes Ionen-
Chromatogramm bei m/z 561.3606. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 561.3602 [M+H]*, RT =
3,4 min. (C): UPLC-HR-MS/MS-Analyse von kommerziellem Desferrioxamin B (entnommen aus der hausinternen UPLC-
HR-MS/MS-Datenbank).  Dargestellt ist das = MS/MS-Fragementierungsmuster ~ von  Desferrioxamin B
(m/z 561.361 [M+H]"). Das Fragmentierungsmuster von (B) zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem
Fragmentierungsmuster von (C). Somit handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich um
Desferrioxamin B.
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Abbildung 57: UPLC-HR-MS/MS-Analyse von HAG010024-Kulturextrakten - Identifizierung von

Desferrioxamin E. Zur Identifizierung von Desferrioxamin E (1m/zeoretisch 601.3556 [M+H]") wurde ein Methanol-Extrakt
von HAG010024 (+ 20 mM GlcNAc) durch UPLC-HR-MS/MS analysiert. (A): Extrahiertes lonen-Chromatogramm bei
m/z 601.3556. (B): MS/MS-Fragmentierungsmuster einer Substanz mit m/z 601.3557 [M+H]", RT = 4,6 min. (C): UPLC-
HR-MS/MS-Analyse von Desferrioxamin E (Reinsubstanz) (entnommen aus der hausinternen UPLC-HR-MS/MS-
Datenbank). Dargestellt ist das MS/MS-Fragmentierungsmuster von Desferrioxamin E (m/z 601.357 [M+H]"). Das
Fragmentierungsmuster von (B) zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung mit dem Fragmentierungsmuster von (C). Somit
handelte es sich bei der in (B) analysierten Verbindung sehr wahrscheinlich um Desferrioxamin E.
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Abbildung 58: UPLC-HR-MS-Analyse der Methanol-Extrakte von HAG010024 (+ GlcNAc) und HAG010024
(- GlcNAc) — Desferrioxamin E. Der Stamm HAG010024 wurde in Medium kultiviert, welches 20 mM GIlcNAc bzw.
kein GlcNAc enthielt. Die Kultivierung erfolgte im Triplikat. Nach sieben Tagen Kultivierungsdauer wurden die Kulturen
gefriergetrocknet und mit Methanol extrahiert. Es folgte eine UPLC-HR-MS-Analyse der Extrakte zur Detektion von
Desferrioxamin = E (m/zhcoretisch  601.3556  [M+H]*). (A): Extrahierte Ionen-Chromatogramme (Summe aus
m/z 601.3556 [M+H]" und m/z 623.3375 [M+Na]") in den Extrakten von HAG010024 (+ GlcNAc) (dunkelgrau), von
HAGO010024 (- GlcNAc) (schwarz) und der GlcNAc-haltigen Medienkontrolle (hellgrau). (B): Ausschnitt des
Massenspektrums eines Methanol-Extraktes von HAG010024 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 4,4 min. (C): UV-
Spektrum bei einer Retentionszeit von 4,4 min. (D): Bei den extrahierten lonen-Chromatogrammen aus (A) deutete die
Form einiger Peaks auf das Erreichen der Detektorsittigung hin. Daher wurden zur relativen Quantifizierung von
Desferrioxamin E in den Proben HAG010024 (+ GlcNAc) und HAG010024 (- GlcNAc) die UV-Chromatogramme beim
Absorptionsmaximum von Desferrioxamin E (211 nm) herangezogen. Die UV-Chromatogramme in (D) haben dieselbe
Farbzuordnung wie in (A). Die Desferrioxamin-E-Konzentration war in den Extrakten von HAG010024 (+ GlcNAc) im
Vergleich zu den Extrakten von HAGO010024 (- GIcNAc) leicht erhoht. In den Medienkontrollen wurde kein
Desferrioxamin E detektiert.
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Abbildung 58: Fortsetzung.
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Abbildung 59: UPLC-HR-MS-Analyse der Methanol-Extrakte von HAG010024 (+ GlcNAc) und HAG010024
(- GIlcNAc) — Desferrioxamin B. Der Stamm HAG010024 wurde in Medium kultiviert, welches 20 mM GlcNAc bzw.
kein GlcNAc enthielt. Die Kultivierung erfolgte im Triplikat. Die gefriergetrockneten Kulturen wurden mit Methanol
extrahiert. Es folgte eine UPLC-HR-MS-Analyse der Extrakte zur Detektion von Desferrioxamin B
(m/ztheoretisch 561.3606 [M+H]"). (A): Extrahierte Ionen-Chromatogramme (Summe aus m/z 561.3606 [M+H]" und
m/z 583.3426 [M+Na]") in den Extrakten von HAG010024 (+ GIcNAc) (dunkelgrau), von HAG010024 (- GlcNAc)
(schwarz) und der GlcNAc-haltigen Medienkontrolle (hellgrau). (B): Ausschnitt des Massenspektrums eines Methanol-
Extraktes von HAG010024 (+ GlcNAc) bei einer Retentionszeit von 3,4 min. (C): UV-Spektrum bei einer Retentionszeit
von 3,4 min. Die Desferrioxamin-B-Konzentration war in den Extrakten von HAG010024 (+ GlcNAc) hoher als in den
Extrakten von HAG010024 (- GlcNAc). In den Medienkontrollen wurde kein Desferrioxamin B detektiert.



Anhang CLXII

8.7 Bioaktivitiat von Kulturextrakten der Stimme FH1286,
HAG010024 und HAG010252

Tabelle 12: Antibakterielle Aktivitit von Kulturextrakten der Stimme FH1286, HAG010024 und HAG010252. Die
Staimme FH1286, HAG010024 und HAG010252 wurden im Triplikat in Medium mit/ohne GlcNAc kultiviert. Nach
einwdchiger Inkubation wurden die Kulturen gefriergetrocknet und mit Methanol extrahiert. Gezeigt sind die durch einen
BacTiter-Glo™-Test (durchgefiihrt mit M. smegmatis ATCC607) bzw. MTT-Test (durchgefiihrt mit allen anderen
Screeningorganismen) ermittelten antibakteriellen Aktivitdten der Extrakte. Als Screeningorganismen wurden E. coli
ATCC35218 (Ecol), E. coli ATCC35218 in M9-Medium (Ecol M9), P. aeruginosa ATCC27853 (Paer), S. aureus
ATCC25923 (Saur) sowie M. smegmatis ATCC607 (Msme) eingesetzt. Drei verschiedene Extraktvolumina (V1 =1 uL;
V2 =0,5 uL und V3 = 0,25 uL) wurden in den Bioaktivitits-Tests eingesetzt. Die Aktivitdten aller drei Replikate sind
einzeln aufgefiihrt. Dunkelgriin: Wachstumshemmung > 80 %; hellgriin: Wachstumshemmung > 65 % und < 80 %. Die
Extrakte der GlcNAc-supplementierten Kulturen wiesen im Vergleich zu den jeweiligen Extrakten der unsupplementierten
Kulturen eine erhohte Aktivitdt gegen S. aureus ATCC25923/M. smegmatis ATCC607 (im Falle von FH1286), gegen
M. smegmatis ATCC607 (im Falle von HAG010024) oder P. aeruginosa ATCC27853 (im Falle von HAG010252) auf.

Stamm- GlcNAc- | Repli- Ecol Ecol M9 Paer Saur Msme
bezeichnung | Zugabe kat |Vl V2 V3 |vl V2 V3 |Vl V2 V3 V3 V2 V3
FH1286 nein 1

FH1286 nein 2

FH1286 nein 3

FH1286 ja 1

FH1286 ja 2

FH1286 ja 3

HAG010024 nein 1

HAG010024 nein 2

HAG010024 | nein 3

HAGO010024 |]ja 1

HAGO010024 |]ja 2

HAGO010024 |]ja 3

HAGO010252 | nein 1

HAG010252 | nein 2

HAGO010252 nein 3

HAGO010252 |]ja 1

HAG010252 |ja 2

HAGO010252 |]ja 3
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8.8 BOX-Fingerprints
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Abbildung 60: BOX-Fingerprints zur Stammauswahl. Fiir ein Kultivierungsprojekt sollten Actinobakterien aus der
internen Stammsammlung eingesetzt werden. Um Kapazititen einzusparen, wurde vor Beginn dieses Projektes iiberpriift,
ob sich unter den 209 ausgewdhlten Bakterien Stammgruppen mit identischen oder sehr nah verwandten Stdimmen
befinden. Aus jeder dieser Stammgruppen sollte nur ein Stamm fiir das Kultivierungsprojekt eingesetzt werden. Um
Stammgruppen mit nah verwandten/identischen Stdmmen zu identifizieren, wurden BOX-Fingerprints durchgefiihrt.
Mithilfe des Programms GelCompar II wurden die Fingerprints anhand ihrer Ahnlichkeit geclustert. Insgesamt wurden
sieben Stammgruppen mit identischen/nah verwandten Stimmen identifiziert (rote Umrandung). Neun Stimme, die mit
einem ,,** gekennzeichnet sind, wurden auf Basis &hnlicher Fingerprints aussortiert. Im Falle von 68 Stimmen hatten die
Fingerprints eine sehr schwache Intensitét oder bestanden aus einzelnen Banden. Jene Fingerprints wurden als nicht
auswertbar gewertet. (A): Ubersicht aller Fingerprints. (B)/(C)/(D): Ausschnitte von (A). Die Stammbezeichnungen sind
angegeben.
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8.9 Strukturen und vorhergesagte MS/MS-Fragmentierungsmuster

Desferrioxamin B
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Abbildung 61: Strukturen und vorhergesagte MS/MS-Fragmente von Desferrioxamin B sowie der Desferrioxamin-
Ai-Isomere Desferrioxamin A; [001], Desferrioxamin A1 [010] und Desferrioxamin A1 [100]. Dargestellt sind jene
MS/MS-Fragmente, die auf Basis wahrscheinlicher Bindungsbriiche vorhergesagt wurden. (A): Desferrioxamin B, (B):
Desferrioxamin A1 [001], (C): Desferrioxamin A1 [010], (D): Desferrioxamin A [100]. Die Zeichnungen wurden aus Telfer

et al. (2016) entnommen.
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Abbildung 62: Struktur des von Sekurova et al. (2016) beschriebenen Fructosyl-Glykoderivats von
Desferrioxamin B.
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