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1. ZUSAMMENFASSUNG

1. Zusammenfassung

Zweidrittel aller handelsiblichen Antibiotika werden von Gram-positiven
myzelbildenden Bodenbakterien der Gattung Streptomyces produziert. Streptomyces
coelicolor A3(2) ist der Modellorganismus, bei dem die physiologische und die damit
einhergehende morphologische Differenzierung weitgehend aufgeklart wurde. Uber
die Dynamik der Zellwandzusammensetzung, insbesondere die der
Zellwandglykopolymere wahrend des Differenzierungsprozesses ist jedoch noch
wenig bekannt.

In dieser Arbeit wurden die Zellwandglykopolymere von vegetativem Myzel und
Sporen mit photometrischen Assays, HPLC-MS Analysen und hochauflésender PAGE
analysiert und der Gehalt an Polydiglycosylphosphat (PDP) und Kdn-
Teichulosonsaure quantifiziert. Es zeigte sich, dass Myzelwande (35 %) einen héheren
Gehalt an Zellwandglykopolymeren besitzen als Sporenwande (20 %). Dabei war in
den Zellwandglykopolymeren aus Myzelwanden sowohl der Phosphatgehalt (54 %) als
auch der Kdn-Gehalt (29 %) gegenlber den Sporenwanden erhdht.

Ein Vergleich des Bandenmusters partiell hydrolysierter Zellwandglykopolymere ergab
gravierende Unterschiede zwischen den Polymeren aus Sporenwanden und
vegetativen Myzelwanden. Nach Gelelution konnten die Polymerfragmente aus
vegetativen Myzelwénden durch HPLC-MS als PDP identifiziert werden, wohingegen
die Fragmente aus Sporenwanden ein phosphatfreies Zellwandglykopolymer,
madglicherweise eine bisher nicht identifizierte Teichuronsaure, darstellen.

Weiterhin  wurde die Zellwandglykopolymer-Zusammensetzung verschiedener
mutmaBlicher  Zellwandglykopolymer-Synthese-Genmutanten  untersucht.  Die
terminale Transferase Mutante ASC02578, und die vorhergesagten CDP-
Glycerol:Glycerophosphat Glycerophosphotransferase Mutanten ASC02589-2590
und ASC0O2997 zeigten keine signifikante Beeintrachtigung der PDP- oder Kdn-
Synthese. Dagegen wies die Exopolysaccharid-Phosphotransferase Mutante
ASC0O2594 einen reduzierten PDP-Gehalt auf. Dieser Defekt korrelierte mit einem
drastischen Wachstumsdefekt, der sich in einer reduzierten GrdBe der Kolonien
aufgrund aberranter Verzweigungen der Hyphen auBerte.



2. EINLEITUNG

2. Einleitung

2.1 Streptomyces coelicolor

Streptomyceten gehdéren zu den im Boden lebenden filamentartigen Aktinobakterien.
Diese kolonisieren feuchte Substrate. Sie sind Gram-positiv und besitzen einen hohen
GC-Gehalt in ihrer DNA (Claessen et al. 2002; McCormick und Flardh 2012).
Zweidrittel aller handelstblichen wichtigen Antibiotika und eine groBBe Vielfalt an
Sekundarmetaboliten werden von Streptomyceten produziert (Santos-Beneit und
Martin 2013).

Streptomyceten verfligen Uber einen einzigartigen und komplexen Lebenszyklus. Die
physiologische und morphologische Differenzierung in unterschiedliche Zelltypen lauft
mit Hilfe einer koordinierten Entwicklung ab. Darunter z&hlt das Wachstum des Myzels
und die interzellulare Kommunikation.

Die vegetative Wachstumsphase beginnt mit einer ruhenden Spore (Abbildung 1). Bei
geeigneten Umweltbedingungen beginnt die Spore anzuschwellen. Es kommt zum
Auswachsen von einem oder mehreren Keimschlauchen, die sich zu Hyphen
entwickeln (McCormick und Flardh 2012). Die Hyphen bestehen aus verbundenen
Kompartimenten, welche durch Querwéande getrennt sind (Flardh und Buttner 2009).
Folgend entsteht durch Spitzenwachstum ein verzweigtes Myzel aus Multi-
Nukleotiden-Hyphen, welches der Suche nach verfligbaren Nahrstoffen dient
(McCormick und Flardh 2012; Claessen et al. 2002; Elliot et al. 2003). Das Myzelium
gleicht eher einem filamentartigen Pilz als anderen einzelzelligen Bakterien
(McCormick und Flardh 2012).

Initiiert durch partielle Nahrstofflimitation wéachst ein spezieller Typ von Hyphen
(Luftmyzel) aus der wassrigen Umgebung in die Luft. In den unverzweigten Lufthyphen
wird das Chromosom repliziert und in den Hyphen verteilt (Chromosomensegregation).
Dabei kommt es zur Kondensation und Trennung von Chromosomen sowie zum
Einziehen von Querwéanden. Dies geschieht synchron und hoch koordiniert (Noens et
al. 2005). Wahrend das vegetative Myzel ausschlieBlich durch apikales
Spitzenwachstum gebildet wird, dhnelt die Differenzierung der klassischen Zellteilung
anderer Bakterien.



2. EINLEITUNG

Durch das multiple Einziehen von bis zu 100 Querwéanden bilden sich aus den
Luftmyzel-Ketten Sporen aus, welche Uber ein einziges Chromosom verfligen und
durch Verdickung der Sporenhille zu pigmentierten Sporen reifen, die dann durch
Autolyse der Querwéande freigesetzt werden (Claessen et al. 2002).

,..--'-""-——_____-‘.‘ . -
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segregation 4
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Streptomyceten (Barka et al.
2016, modifiziert). Die Abbildung zeigt den gesamten Lebenszyklus von Streptomyceten, beginnend
mit einer freien Spore (rechts unten), aus welcher sich ein vegetatives Myzel (links unten) bildet und
dies schlieBlich zu einem Luftmyzel (links oben) mit anschlieBender Sporenreifung (rechts oben) fihrt.

Zudem verfligen die Sporen Uber eine hydrophobe Oberflache (siehe unten) und
enthalten in ihrer Membran Hopanoide. Sie schiitzen die Sporen vor Sauerstoff und
Wasserverlust (Poralla et al. 2000). Dies tragt zur Stressresistenz der Sporen bei, die
es Streptomyceten ermdglichen, Phasen des Nahrstoffmangels zu Gberstehen und
sich zu verteilen (Elliot et al. 2003).

Bei der morphologischen Entwicklung von Streptomyceten spielt der programmierte
Zelltod (PCD) eine wichtige Rolle. Wahrend der Ausbildung des Luftmyzel sterben
Teile des vegetativen Myzels ab. Somit kann das Luftmyzel mit N&hrstoffen versorgt
werden. Sobald die Sporenbildung initiiert wird, sterben ebenfalls nicht sporulierende
Bereiche des Luftmyzels ab (Miguélez et al. 1999).
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Waéhrend die vegetativen Hyphen von Streptomyceten, die in wassriger Umgebung ein

Substratmyzel ausbilden, hydrophil sind, werden die Lufthyphen mit einer
hydrophoben Umwelt konfrontiert (McCormick und Flardh 2012). Streptomyceten
besitzen die Fahigkeit, die Oberflachenschicht des filamentésen Myzels an die sich
andernde Umwelt anzupassen. Durch die Ausbildung einer hydrophoben Luftstruktur
beim Luftmyzel ist es ihnen mdglich, sich in einer hydrophoben Umgebung aufzuhalten
(Abbildung 2) (Elliot et al. 2003). Diese hydrophobe Luftstruktur, auch Rodletschicht
genannt, lasst sich auf dem Luftmyzel und auf den Sporen von Streptomyceten

wiederfinden (Claessen et al. 2002; Wildermuth et al. 1971).

Wachstum im Medium |

Luft

Medium

2N
Wz

W= i

Verringerung der Oberflachenspannung
Luft

Medium

@® — ChpA/ChpB/ChpC als Monomere ” ChpA/ChpB/ChpC als Komplex
® ChpE/ChpH als Monomere § ChpE/ChpH als Komplex
ChpD/ChpF/ChpG als Monomere ChpD/ChpF/ChpG als Komplex
o RdIA/RdIB als Monomere e RdIA/RdIB als Komplex

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ausbildung einer Rodletschicht (Claessen et al.
2003, modifiziert). Dargestellt ist das Wachstum einer aus dem Medium in die Luft herauswachsenden
Medium-Luft-Schnittstelle

senken

Hyphe. Beim Durchbrechen der Chaplinproteine  die

Oberflachenspannung und ummanteln anschlieBend zusammen mit Rodlet-Proteinen die in die Luft

wachsende Lufthyphe.

Die hydrophobe Rodletschicht wird aus den zwei homologen Proteinen RdIA und RdIB
gebildet. Die rdl Gene werden beim wachsenden Luftmyzel exprimiert, jedoch nicht in
Sporen (Claessen et al. 2002). Des Weiteren gibt es acht Chaplinproteine, welche
amyloidahnliche Fibrillen formen. Diese senken die Wasseroberflachenspannung und

erlauben es der Hyphe in die Luft zu wachsen (Claessen et al. 2003).
4
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Die Schicht aus Fibrillen bleibt bei der nachfolgenden Differenzierung der Lufthyphen
in den Sporen erhalten, sodass die Sporen im Vergleich zum vegetativen
Substratmyzel ein kompakteres und organsierteres Muster aus Fibrillen besitzen
(Abbildung 3) (Del Sol et al. 2007).

Abbildung 3: Oberflachenstruktur der Sporen von Streptomyceten (unveréffentlicht; S. Sigle, F.
Oesterhelt und G. Muth; Mikrobiologie/ Biotechnologie, Universitdt Tibingen). Mit Hilfe eines
Rasterkraftmikroskops (englisch: atomic force microscope) ist es mdglich die Rodletschicht auf einer

Sporenkette von Streptomyces sp. sichtbar zu machen.

Auch Pilze weisen auf Lufthyphen und Sporen eine Rodletschicht auf. Diese setzt sich,
anders als es bei Streptomyceten der Fall ist, aus Hydrophobinen zusammen. Hierbei
handelt es sich um cysteinreiche Proteine (Claessen et al. 2002; Wosten et al. 1993).
In Pilzen, sowie in Streptomyceten, tragt die Rodletschicht einen wesentlichen Teil zur
hydrophoben Oberflache bei (Claessen et al. 2002). Dies flhrt dazu, dass Luftmyzel
und Sporen Uber eine wasserabweisende Hillle verfiigen (Claessen et al. 2004; Fisher
und Richmond 1970). Ein daraus resultierender Vorteil ist, dass Lufthyphen nicht
verklumpen und die Verbreitung der Sporen Gber die Luft gewéhrleistet ist (Gebbink,
M. F. B. G. et al. 2005). Des Weiteren schitzt die Rodletschicht vor Dehydration (Faria
et al. 2009).

In einem Experiment wurde nachgewiesen, dass die beiden Proteine RdIA und RdIB,
welche an der Formation der Rodletschicht beteiligt sind, ebenfalls die Bindung an
hydrophoben Oberflachen unterstiitzen. Dies ermdéglicht Streptomyceten ein invasives
Wachstum z.B. auf Holz. Pathogenen Streptomyceten, wie Streptomyces scabies, wird

dadurch die Anheftung an einen Wirt erleichtert (Claessen et al. 2002).
5
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2.2 Die Zellwand von Gram-positiven Bakterien

Zellwande Gram-positiver Bakterien sind dynamisch variable und flexible Strukturen,
welche die darunterliegende zytoplasmatische Membran schitzen. Sie widerstehen
dem Turgor, erhalten die Zellform und ermdglichen den Transport von Material in und
aus der Zelle. Des Weiteren sind Zellwande beteiligt am Zellwachstum, bei der
Zellteilung und Genom-Segregation, sowie an Interaktionen mit anderen Zellen und
der Umwelt (Archibald et al. 1993).

Gram-positive sowie Gram-negative Bakterien besitzen ein Peptidoglykan (PG), auch
Murein genannt, welches sich in der chemischen Struktur &hnelt. Es besteht aus
Wiederholungen von Disaccharidpeptiden, welche durch glykosidische Bindungen
einen linearen Glykanstrang ergeben. Mehrere dieser Glykanstrange sind Uber die
Peptidstamme an den Disachariden zu einem Netzwerk verknupft (Silhavy et al. 2010;
Nanninga 1998).

Gram-negative Bakterien kénnen eine oder einige Schichten PG besitzen, welches
wenige Nanometer dick ist (Abbildung 4 A). Das PG ist zudem von einer
AuBenmembran umgeben, welche Lipopolysaccharide enthalt. Das PG Gram-
positiver Bakterien dagegen besteht aus mehreren Schichten und ist wesentlich dicker
(Abbildung 4 B). Die Dicke kann 30-100 nm betragen. Gram-positive Bakterien
besitzen zudem keine AuBenmembran (Silhavy et al. 2010).

A Gram-negative Bakterien B Gram-positive Bakterien

Lipopolysaccharide | Teichonsaure
I Lipoteichonsaure
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zellwand von Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien (Brown et al. 2015, modifiziert). A: Gram-negative Bakterien besitzen eine AuBenmembran
und verfligen Uber eine oder wenige Schichten PG. B: Gram-positive Bakterien besitzen mehrere
Schichten PG an dem Teichonsduren verankert sein kénnen. Lipoteichonsduren sind an die

Zellmembran gebunden.
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Des Weiteren sind Gram-positive Bakterien im Besitz sehr variabler schitzender
Oberflachenstrukturen, welche einer AuBenmembran ahnlich sind. Hierbei kann es
sich um eine weitere Schicht aus kapsuldren Polysacchariden oder Protein-
Anordnungen (S-Schicht) handeln (Weidenmaier und Peschel 2008). Typische
Strukturen bei Gram-positiven Bakterien sind vor allem zusétzliche Glykopolymere.
Diese gehoéren zur Zellwand und sind entweder an das PG oder an die Membranlipide
verankert (Ward 1981).

Wandteichonsauren sind an die N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) des Peptidoglykans
Uber Phosphodiesterbindungen gekoppelt. Lipoteichonsauren sind in die Membran
eingebettet und Uber Glycolipide an die Zellmembran verankert (Silhavy et al. 2010).
In  Gram-positiven Bakterien kénnen polyanionische Polysaccharide und
Teichonsauren 60 % des Gewichts der Zellwand ausmachen (Weidenmaier und
Peschel 2008; Hancock 1997).

2.3 Das Peptidoglykan und seine Biosynthese

Die Biosynthese des Peptidoglykans findet mittels diverser Enzymreaktionen in
verschiedenen Zellkompartimenten statt (Abbildung 5). Im Zytoplasma werden
zunachst die Nukleotid-Vorstufen synthetisiert. Auf der Innenseite der
zytoplasmatischen Membran findet anschlieBend die Synthese der lipidgebundenen
Zwischenprodukte statt. AbschlieBend verlauft die Polymerisation auf der Au3enseite
der Zellmembran (Nanninga 1998).

Der erste Schritt der Biosynthese des PG ist die Umwandlung von Fruktose-6-
Phosphat in UDP-GIcNAc. Dies geschieht mittels der drei Enzyme GImS (Glucosamin-
6-Phosphat-Synthase), GImM (Phosphoglucosamin-Mutase) und GiImU. GImU st ein
bifunktionelles Enzym, welches die letzten beiden Schritte mit Glucosamin-1-
Phosphat-Acetyltransferase und N-Acetylglucosamin-1-Phosphat-Uridyltransferase

ausflhrt (Barreteau et al. 2008).
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Aus UDP-GIcNAc entsteht UDP-MurNAc mit Hilfe von MurA und MurB (Abbildung 5).
Danach wird der Peptidstamm des PG durch vier Mur Ligasen (MurC, D, E and F)
schrittweise zusammengebaut. L-Alanin wird mittels MurC und D-Glutaminsaure
mittels MurD angeheftet. An der dritten Position wird eine Di-Aminosaure hinzugeflgt.
Hierbei kann es sich bei Gram-negativen Bakterien um Meso-Diaminopimelinsaure (m-

DAP) oder um L-Lysin bei Gram-positiven Bakterien handeln.

Lipid Il
Flippase

Peptidoglykan

...................................................

Zellmembran

Zytoplasma

AslA

D-Ala-D-Ala

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Peptidoglykansynthese (Chapot-Chartier und
Kulakauskas 2014, modifiziert). Die Nukleotid-Vorstufen werden im Zytoplasma synthetisiert. Bei Gram-
negativen Bakterien wird an der dritten Position Meso-Diaminopimelinsdure (m-DAP) und bei Gram-
positiven Bakterien L-Lysin eingebaut (Kumar et al. 2022). AnschlieBend wird die Nukleotid-Vorstufe an
den Membranakzeptor Undecaprenylphosphat, welcher in der Zellmembran verankert ist (gebogene
graue Linien), gebunden. Dadurch entsteht Lipid I. Durch das Anheften von GlcNac entsteht Lipid Il
(Bouhss et al. 2008). Nach der darauffolgenden Modifikation des Peptidstammes, erfolgt die Translokation
des Zellwandbausteins auf die andere Seite der Zellmembran mit Hilfe von Lipid Il-Flippasen. Bei E.coli
tbernimmt dies MurdJ. In Gram-positiven Bakterien ist das Enzym YtgP weitverbreitet. B. subtilis verfigt
Uber Amj (Sham et al. 2014; Meeske et al. 2015; Kumar et al. 2022).
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Das Ende des Peptidstamms bildet ein Dipeptid D-Ala-D-Ala, welches mittels MurF
angeheftet wird (Chapot-Chartier und Kulakauskas 2014; Barreteau et al. 2008; Brown
et al. 1995; Kumar et al. 2022).

MraY (Phospho-N-Acetylmuramoyl-Pentapeptid-Transferase) katalysiert die Transfer-
Reaktion. Das MurNAc-Pentapeptid wird von der zytoplasmatischen Vorstufe UDP-
MurNAc-Pentapeptid zu dem Membranakzeptor Undecaprenylphosphat (Css-P)
transferiert. Dadurch entsteht Lipid I, auch Undecaprenyl-Pyrophosphoryl-MurNAc-
Pentapeptid genannt. AnschlieBend katalysiert die Transferase MurG (UDP-N-
Acetylglucosamin-N-Acetylmuramyl-(Pentapeptid) Pyrophosphoryl-Undecaprenol  N-
Acetylglucosamin-Transferase) den Transfer eines GIcNAc von UDP-GIcNAc zu Lipid
I. Daraus ergibt sich Lipid I, auch bekannt als Undecaprenyl-Pyrophosphoryl-MurNAc-
(Pentapeptid)-GIlcNAc. Dies ist das Substrat fur die Polymerisationsreaktion (Bouhss
et al. 2008; Mengin-Lecreulx et al. 1991). Bevor die Translokation der Lipid-
verankerten PG-Vorstufe auf die AuBenseite der zytoplasmatischen Membran startet,
wird der Peptidstamm modifiziert. AslA (Aspartat-Ligase) heftet ein D-Asp an die dritte
Aminosaure (L-Lys oder m-DAP) des Peptidstammes (Chapot-Chartier und
Kulakauskas 2014). L-Lys kommt z.B. in L. Lactis (Chapot-Chartier und Kulakauskas
2014) und m-DAP in E. coli oder B. subtilis (Vollmer et al. 2008; Unsleber 2017) vor.
In Streptomyces coelicolor wurde als dritte Aminosaure LL-DAP identifiziert (Andayani
et al. 2015; van der Aart et al. 2018). Mit Hilfe einer Asparagin-Synthase (AsnH) erfolgt
noch eine Aminierung von D-Asp (Chapot-Chartier und Kulakauskas 2014).
AnschlieBend erfolgt die Translokation. Bei E. coli, sowie in weiteren Gram-negativen
Bakterien, Ubernimmt dies die Lipid II-Flippase Murd. In Gram-positiven Bakterien ist
das Enzym YitgP weitverbreitet und fungiert als Lipid Il-Flippase. B. subtilis verflgt
dagegen Uber Amj, welches ebenfalls eine Lipid lI-Flippase Aktivitat aufweist (Sham et
al. 2014; Ruiz 2009; Meeske et al. 2015; Kumar et al. 2022). Die neuen
Zellwandbausteine werden anschlieBend mit Hilfe von SEDS Proteinen (Shape
Elongation Division and Sporulation) in das bereits bestehende Netzwerk eingebaut.
Zu der Familie der SEDS zahlen die beiden Peptidoglykan-Glycosyltransferasen RodA
und FtsW, welche mit den beiden Transpeptidasen PBP2 bzw. Fisl (Klasse B
Penicillin-bindende Proteine) zusammen agieren.
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Der Komplex RodA-bPBP (Elongasom) kommt wéhrend des Zellwachstums zum
Einsatz, wahrend FtsW-bPBP (Divisom) bei der Zellteilung eine Rolle spielt (Abbildung
6). Die SEDS-bPBP Paare sind ebenfalls mit einem Aktinprotein verbunden (FtsA bzw.
MreB) (Welsh et al. 2019; Li et al. 2021; Kumar et al. 2022).

Peptidoglykan

X

oo
D

Cooc

Periplasmatischer
Raum

Zellmembran Lipid Il

Zytoplasma
yor RodA-bPBP Komplex FtsW-bPBP Komplex

Abbildung 6: RodA-bPBP Komplex (Elongasom) und FtsW-bPBP Komplex (Divisom) (Welsh et
al. 2019, modifiziert; Li et al. 2021). Die beiden Peptidoglykan-Glycosyltransferasen RodA und FtsW
gehdren zu den SEDS Proteinen. Sie bilden zusammen mit PBP2 (RodA) und mit Ftsl (FtsW) einen
Komplex. PBP2 und Ftsl sind Transpeptidasen und gehdren zu den Penicillin-bindenden Proteinen der
Klasse B (bPBP). Mit Hilfe der beiden Komplexe werden Zellwandbausteine in das bestehende
Peptidoglykan wéhrend des Zellwachstums (Elongasom) und der Zellteilung (Divisom) eingebaut.

AbschlieBend wird bei der Transglycosylierung eine 1->4 glykosidische Bindung
gebildet, wahrend die Quervernetzung zwischen den Glykanstrangen Uber eine
Transpeptidation erfolgt (Sauvage et al. 2008; Brumfitt et al. 1958). Bei der
Transpeptidation kommt es zur Verknlipfung zweier Peptiduntereinheiten, welche an
die Polysaccharidketten gebunden sind (Meeske et al. 2016). Die Aminogruppe von
m-DAP oder L-Lys an der Position 3 verbindet sich mit der Carboxylgruppe von D-Ala
an der Position 4 einer anderen benachbarten Peptiduntereinheit (Schleifer und
Kandler 1972; Vollmer und Bertsche 2008).
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2.4 Zellwandglykopolymere

2.4.1 Wandteichonsauren

Zu den Teichonsauren zahlen die membranverankerten Lipoteichonsauren, sowie die
an das Peptidoglykan geknupften Wandteichonsguren (WTA) (Brown et al. 2013;
Schleifer und Kandler 1972). In den Zellwanden von S. aureus und B. subtilis machen
Wandteichonsauren 40-60 % der Masse aus. Bei L. arabinosus sind es mehr als 60 %.
Daraus kann man schlieBen, dass Wandteichonsauren das wesentliche Polymer in
den Zellwanden dieser Bakterien sind (Armstrong et al. 1958). Schon zwischen
Stammen der gleichen Spezies kann die Struktur von Wandteichons&uren variieren.
B. subtilis 168 verfiig Uber ein Glycerolphosphatpolymer (GroP), wahrend B. subtilis
W23 ein Ribitolphosphatpolymer (RboP) besitzt (Qian et al. 2006). In B. subtilis W23
gibt es zwei Ribitolteichonsauren: Polyribitolphosphat und Glycosylpolyribitolphosphat
(Bertram et al. 1981).

Anfanglich wurden Polymere aus Ribitolphosphateinheiten, welche Uber
Phosphatdiestergruppen verknipft sind, als Teichonsauren bezeichnet. Der Name
Teichonsauren kommt aus dem Griechischen (= Wand), und galt fir Polymere mit und
ohne Substituten (Armstrong et al. 1958). Folgend wurden ebenfalls Organismen mit
einer anderen Art von Teichonsduren entdeckt (Tabelle 1). Anstatt einer
Ribitolphosphatkette, verfligen diese Uber eine Kette aus Glycerolphosphat.
Darauffolgend wurde die Nomenklatur erweitert und umfasst alle in Abbildung 7
abgebildeten Polymere der Typen 1, 2 und 3 (Armstrong et al. 1959).

L. arabinosus und B. subtilis besitzen Wandteichonsauren mit einer
Ribitolphosphatkette sowie Alanin- und Glycosylresten (Abbildung 7 A). In diesen
Organismen wurden keine Polymere mit Glycerolphosphat nachgewiesen. S. aureus
(Oxford und Duncan) sowie Streptococcus faecalis besitzen Wandteichonsduren mit
Ribitolphosphat, welche Alanin und N-Acetylglucosamin als Reste tragen (Abbildung
7 B). Sie verfligen jedoch ebenso Uber Polymere mit Glycerolphosphat (Tabelle 1). L.
casei dagegen hat keine Wandteichonsauren mit Ribitolphosphat, dafir jedoch
Wandteichonsauren mit Glycerolphosphat und Alaninresten (Abbildung 7 C).
(Armstrong et al. 1959; Armstrong et al. 1958).
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Tabelle 1: Verteilung von Ribitol- und Glycerolresten in verschiedenen Bakterien (Armstrong et
al. 1958).

Typ des Polymers
Glycerol Ribitol
Lactobacillus arabinosus 17-5 - +
L. casei (A.T.C. 7469) + -
L. delbrtickii (N.C.1.B. 8608) + -
L. bulgaricus (N.C.1.B. 76) + -
Staphylococcus aureus H Spuren +
Staph. aureus (Duncan) Spuren +
Staph. aureus (Oxford) + +
Staph. citreus + -
Staph. albus (N.C.T.C. 7944) + -
Bacillus subtilis (vegetative Form) - +
Escherichia coli (Typ B) Spuren -
Corynebacterium xerosis + -
Streptococcus faecalis (A.T.C. 9790) + +
A ’ 1 B ‘ 1 C i
| Alanyl-Glycosy-Ribitol | Alanyk-N-Acetylglucosaminyl-Ribitol ANARFgICar
O——P—O0H O——P——0OH O—P—0H
il J, —n

Abbildung 7: Mégliche Strukturen von Wandteichonsduren (Armstrong et al. 1959). A:
Ribitolphosphatkette mit Alanin- und Glucoseresten. B: Ribitolphosphatkette mit Alanin- und N-
Acetylglucosaminresten. C: Glycerolphosphatkette mit Alaninresten.

Neben verschiedenen Arten von Teichonsduren koénnen Bakterien auch
Exopolysaccharide produzieren, von denen einige Alditolreste und Phosphodiester
aufweisen. Dadurch wird eine Klassifizierung von Wandteichonsduren erschwert (van
der Es et al. 2017).

12
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2001 stellten Naumova et al. ebenfalls eine Klassifizierung fir Wandteichonsauren auf
und listeten vier Klassen von WTA Typen auf (Abbildung 8).

WTA Typ | umfasst alle Poly(Polyolphosphate). Als Polyol dienen Glycerol, Mannitol,
Ribitol, Arabitol oder Erythritol. Die Polyole sind Uber Phosphodiesterbindungen
miteinander verknipft (z.B.: Poly(Ribitolphosphat) oder Poly(Mannitolphosphat)) und
kdnnen ebenfalls O-d-Alanyl, O-I-Lysyl oder O-Acetyl enthalten. Das hierzu zahlende

Poly(Glycerolphosphat) ist die am haufigsten vorkommende Teichonséuren in
Zellwanden.

poly(polyol phosphate) poly(glycosylpolyol phosphate)

Typ Il Typ IV

0

poly(glycosyl-1-phosphate-polyol phosphate) poly(glycosylpolyol phosphate-polyol phosphate)

Abbildung 8: Klassifizierung von Wandteichonséuren nach Naumova et al. (2001) (van der Es et
al. 2017). Darstellung der einzelnen Einheiten der vier WTA Typen.

Bei WTA Typ Il handelt es sich um Polymere aus Poly(Glycosylpolyolphosphat), bei
denen sich die Hauptkette aus einem bestimmtem Polyol (Glycerin oder Ribitol) und
einem  Zucker zusammensetzt. Die Einheiten sind ebenfalls  Gber
Phosphodiesterbindungen verknUpft.

WTA Typ Il besteht aus Glycosyl-1-Phosphaten und sich wiederholenden Einheiten
von Typ I.

Typ IV kann sich dagegen aus Glycosyl-1-Phosphaten und sich wiederholenden
Einheiten von Typ | oder Typ Il zusammensetzen (Naumova et al. 2001; van der Es et
al. 2017).

13
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Glykosylierte Wandteichonséauren sind Uber die Zellwand verteilt zu finden (Ward
1981). Dies konnte Bauer et al. (1974) anhand der Wandteichonsauren von
Streptococcus faecalis nachweisen. Diese Polymere sind zum Teil mit a-D-
Glucopyranosyl-Resten substituiert, welche spezifisch an Phytohemagglutinin
Concanavalin A binden. Als Marker fir Wandteichons&uren dienten mit Quecksilber
gelabeltes Concanavalin A und Concanavalin A beschichtetes kolloidales Gold.
AnschlieBend wurde mit Hilfe eines Elektronenmikroskops die homogene Verteilung
der Wandteichonsauren Uber die Zellwand sichtbar gemacht (Bauer et al. 1974).

2.4.2 Die Biosynthese von Wandteichonsauren in B. subtilis

Die meisten Zellwandglykopolymere weisen ahnliche Biosynthesewege auf. Diese
beinhalten den Zusammenbau eines Polymers an dem universalen Isoprenoid-Lipid-
Carrier Bactoprenol. Vorstufen dieser Polymere sind nukleotidaktivierte Zucker, so wie
Uridin-Diphosphat-Glucose oder Cytosin-Diphosphat-Ribitol. Diese
nukleotidaktivierten Zucker werden zu Bactoprenol transferiert. Dies geschieht an der
Innenseite der zytoplasmatischen Membran. Zugeordnete Flippasen bringen das
Polymer anschlieBend auf die AuBenseite, wo es dann letztendlich zur Akzeptor-Seite
vom PG oder Glycolipiden transferiert wird (Weidenmaier und Peschel 2008).

TagO ist eine N-Acetylglucosaminyl-1-P-Transferase und spielt eine Rolle bei der
Synthese von anionischen Polymeren und Teichonsduren von B. subtilis. TagO
vermittelt den ersten Schritt bei der Biosynthese von WTA. Es katalysiert die Bildung
von Undecaprenyl-PP-GIcNAc, indem es UDP-GIcNAc an das membrangebundene
Undecaprenylphosphat bindet (Abbildung 9). In phosphatlimitiertem Medium wird tagO
auch mehrere Stunden exprimiert. Dies bedeutet, dass es ebenfalls bei der Synthese
von Teichuronsauren (siehe unten) involviert ist, welche unter Phosphatmangel
gebildet werden (Soldo et al. 2002; Janczura et al. 1961).

14
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Peptidoglykan

Zellmembran
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Biosynthese von Wandteichonsauren (Chapot-
Chartier und Kulakauskas 2014, modifiziert). Wandteichonsauren (Polymere) werden an der
Innenseite der zytoplasmatischen Membran synthetisiert und sind Gber den universalen Isoprenoid-
Lipid-Carrier Bactoprenol an die Zellmembran verankert. AnschlieBend werden die Polymere Uber
Flippasen auf die AuBenseite gebracht und mit dem Peptidoglykan verknipft (Weidenmaier und Peschel
2008).

TagA katalysiert die Ubertragung eines ManNAc (N-Acetylmannosamin) von UDP auf
die Hydroxylgruppe an der Position C-4 von GIcNAc-PP. Dadurch entsteht das
Disaccharid ManNAc-B-(1,4)-GIlcNAc (Ginsberg et al. 2006).

Die CDP-Glycerol:N-Acetyl-B-D-Mannosaminyl-1,4-N-Acetyl-D-Glucosaminyldiphos-
phoundecaprenyl Glycerophosphotransferase TagB katalysiert den Transfer eines
Glycerol-Phosphats von CDP-Glycerol auf die Hydroxylgruppe an der Position C-4 von
ManNAc von dem Akzeptormolekil Undecaprenyl-Pyrophosphoryl-Disaccharid. Dabei
handelt es sich um einen membrangebundenen Akzeptor (Bhavsar et al. 2005).

Bei TagF handelt es sich um eine CDP-Glycerol:Glycerophosphat
Glycerophosphotransferase. Diese katalysiert die Polymerisation einer Diester-
verknupften Polyolphosphat-Kette (Pooley et al. 1992). In B. subtilis polymerisiert TagF
die Polyglycerolphosphat-Kette von Teichonsauren (Schertzer und Brown 2003).
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TagE ist eine WTA-Glycosyltransferase in B. subtilis 168. Diese katalysiert die
Reaktion einer a-Glucose von einer UDP-Glucose an die C-2 Position eines Glycerols
im Ruckgrat des Polyglyerolphosphat-Polymers (Allison et al. 2011).

TagGH ist ein transmembranes Exportsystem von B. subtilis 168. Es wurde als
typisches Zweikomponenten ABC-MSD System deklariert, aufgrund der
Sequenzéahnlichkeit zu anderen bekannten Exportsystemen und der Organisation des
Operons (Lazarevic und Karamata 1995).

Die LCP Proteine TagTUV katalysieren den letzten Schritt bei der Biosynthese (Kawai
et al. 2011). Sie verknUpfen unter Freisetzung des Undecaprenylphosphat Carriers die
Teichonsauren und Teichuronsduren an den N-Acteylmuraminsaure-Rest (MurNACc)
des PG Uber Phosphodiesterverknipfungen.

Es besteht ferner die Hypothese, dass es sich bei TagD, um das Strukturgen von Gro-
PCT handelt (nicht in Abbildung 9 abgebildet). Dieses Enzym ist spezifisch fur die
Synthese von poly(GroP), dem hauptsachlichen anionischen Zellwandpolymer von B.
subtilis (Pooley et al. 1991).

Teichonsauren sowie Teichuronsduren (siehe unten) werden nur an Glykopeptidketten
verknupft, welche zur selben Zeit wie die Polymere selbst synthetisiert werden. Der
Anteil von Teichonsauren und Teichuronsauren in der Zellwand kann somit in Zellen
anhand neu synthetisierter Glykopeptidketten reguliert werden. Dies wurde von Mauck
und Glaser (1972) in einem Experiment nachgewiesen. Hierbei wurden
Glykopeptidketten mit radioaktivem ['4C] Glycosamin oder [*H] Glycosamin markiert.
['#C] Glycosamin wurde B. subtilis wahrend der logarithmischen Wachstumsphase,
jedoch nicht wahrend der stationaren Phase, zugefittert. Der wahrend der stationaren
Phase entstehende Phosphatmangel fihrt zur Synthese von Teichuronsauren.
Glykopeptidketten, welche an die neu synthetisierten Teichuronsauren verknUpft
waren, wurden isoliert und enthielten somit kein ['#C] Glycosamin. Bei einem weiteren
Experiment hatte B. subtilis in phosphatarmen Medium nur Zugang zu [°H]
Glycosamin. Nach der Ubertragung in phosphatreiches Medium wurde zusatzlich [4C]
Glycosamin zugeflttert. Nach der Inkubation konnte anschlieBend in den
Glykopeptidketten, welche an die neu synthetisierten Teichonsauren verknlpft waren,
[4C] Glycosamin nachgewiesen werden (Mauck und Glaser 1972).
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2.4.3 Teichuronsauren

Teichuronsduren sind Mucopolysaccharide, die mit Aminozuckern und neutralen
Monosacchariden zu einem Polymer Uber glykosidische Bindungen verknipft sind
(Abbildung 10). Im Gegensatz zu Wandteichonsauren besitzen Teichuronsauren kein
Phosphat. Daflir enthalten sie eine Uronsaure als unentbehrliche Komponente (Diaz-
Mauriio und Perkins 1974; Janczura et al. 1961). Reste wie Aminosduren oder

Glycerolphosphat kénnen an das Polymer verknlpft sein (Yoneyama et al. 1984).

Die sich wiederholenden Einheiten von Teichuronsauren koénnen aus linearen
Disacchariden oder aus vier und mehr Monosaccharide in einer Einheit bestehen
(Tul'skaya et al. 2011a).

A - -

4 ManNAcUA&D-glucose 1z

=40

B ‘D-GlcUAﬂD-GlcUA Fl3 GalNAc 14 GalNAc'

n

Abbildung 10: Mégliche Strukturen von Teichuronsduren (Ward 1981). A: Teichuronsaure von

Micrococcus luteus. B: Teichuronsaure von Bacillus licheniformis.

Teichuronsduren kénnen ebenfalls als Ersatz in die Zellwand von Organismen
eingebaut werden, welche nicht Gber Wandteichonsduren verfligen. Da es sich bei der
Zellwand um ein dynamisches Konstrukt handelt, kann sie als Reaktion auf
Veréanderungen in der Umwelt ihre chemische Zusammensetzung andern (Ellwood
und Tempest 1969). Einige Bakterien bauen Teichuronsduren unter Phosphatmangel
in die Zellwand ein (Ellwood und Tempest 1967). Somit kommt es unter geringem
Phosphatgehalt nicht mehr zur Synthese von Teichonsauren. In diesem Fall werden
als Ersatz dagegen Teichuronsauren synthetisiert (Janczura et al. 1961; Ellwood und
Tempest 1967; Ellwood 1970). Grundsatzlich kdénnen Teichonsauren durch

Teichuronsauren ersetzt werden und umgekehrt (Ellwood und Tempest 1969).
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Die Funktion von Teichuronsauren ist der von Teichonséuren sehr ahnlich (Bhavsar et
al. 2004).

2.4.4 Teichulosonsauren

2009 brachte Yuriy A. Knirel den Begriff Teichulosonsauren ein, um Glykopolymere
mit der Komponente Ald-2-Ulosonsaure in Zellwanden von Gram-positiven Bakterien
zu bezeichnen (Knirel 2009).

Teichulosonsauren enthalten Kdn-Reste. Die Oligomere sind aus a-(2->4) verknipften
Kdn-Resten zusammengesetzt und besitzen am reduzierten Ende ein 3-Kdn. An der
Position O-9 kénnen die Kdn-Einheiten alternativ mit Galactopyranose oder 3-O-
Methylgalactopyranose verkniipft sein (Shashkov et al. 2002b).

Kdn ist die Abklrzung fur 2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-Nononic Acid und
ist ein Mitglied der Sialinsaure-Familie. Es wurde erstmalig 1986 beschrieben und in
Regenbogenforelleneiern nachgewiesen (Nadano et al. 1986). In Gram-negativen
Bakterien und in Pflanzen wurde Kdo (2-Keto-3-Deoxy-D-Manno-Octulosonic Acid)
gefunden (Angata und Varki 2002).

Kdn kommt als N-Acetylneuraminsaure (NeuSAc) in Vertebraten, in hdheren
Invertebraten und in einigen Bakterien, darunter auch Gram-negative Bakterien, vor.
Es kann in Glykolipiden, Glykoproteinen und in kapsularen Polysacchariden
vorkommen (Angata und Varki 2002; Inoue und Kitajima 2006; Shashkov et al. 2012).
Die ursprungliche Definition fur Sialinsaure war ,Neuraminsaure® (5-Amino-3,5-
Dideoxy-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulosonic Acid, Abk.: Neu) und dessen Derivate
(Angata und Varki 2002). Diese Definition wurde erweitert als 3-Deoxy-D-Glycero-D-
Galacto-2-Nonulosonic Acid (oder 2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-Nononic
Acid, Abk.: Kdn) gefunden wurde. Diese Verbindung tragt eine Hydroxylgruppe
anstelle einer Aminogruppe an der C-5 Position (Inoue und Kitajima 2006).
Sialinsauren sind in der Lage, mit anderen Zellen und Umweltfaktoren zu interagieren
(Angata und Varki 2002). Sie befinden sich ebenfalls in den Zellwanden von
Eukaryoten und sind Teil des Immunsystems (Vimr et al. 2004). Viele Bakterien, die
Sialinsduren produzieren, verursachen schwere Erkrankungen in Menschen und

domestizierten Tieren. Es besteht die Vermutung, dass Sialinsduren in der Zellwand
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von Bakterien diese vor dem Immunsystem des Wirtes schitzen, indem sie nicht

erkannt und somit auch nicht attackiert werden (Angata und Varki 2002).

Die Gegenwart von Kdn beinhaltenden Komponenten auf der Zellwandoberflache
spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Pathogenese. Die phytopathogene
Adhasion zur Wirtspflanze wird bevorzugt bei der Initialisierung der Infektion (Tul'skaya
et al. 2011a; Shashkov et al. 2002a). Das fur den Kartoffelschorf verantwortliche
Streptomyces sp. VKM Ac-2124 besitzt eine Teichulosonsaure mit dem Rulckgrat 3-
Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-non-2-Ulosonic  Acid (Kdn) als Monosaccharid-
Bestandteil (Shashkov et al. 2002a). Des Weiteren besitzen Teichulosonsduren wie
Teichuronsduren anionische Eigenschaften und spielen eine vergleichbare Rolle bei
den lebensnotwendigen Aktivitaten (Tul'skaya et al. 2011a).

Teichulosonsauren kénnen statt Kdn auch Uber Pse-Reste verflgen.
Teichulosonsauren mit Pse-Resten kommen z.B. in Reprasentanten der Gattung
Kribbella vor (Tul'skaya et al. 2011a; Tul'skaya et al. 2011b).

2.4.5 Polydiglycosylphosphat und Kdn-beinhaltende Teichulosonsaure

In der Gattung Streptomyces wurde eine Vielzahl diverser anionischer Polymere in der
Zellwand nachgewiesen bzw. deren Strukturen aufgeklart (Shashkov et al. 2012).

Im Folgenden werden vier Beispiele genannt:

1) In Streptomyces coelicolor M145 konnte eine Kdn-beinhaltende
Teichulosonsaure und ein phosphathaltiges Polymer in Myzelwanden
nachgewiesen werden. Beide Polymere wurde 2012 von Shashkov et al.
beschrieben. Bei der Kdn-Teichulosonsaure handelt es sich um ein
Heteropolymer mit einer ungewdhnlichen Struktur, welches das
hauptsachliche Glykopolymer von S. coelicolor darstellen soll (Abbildung
11). Das Monomer der Kdn-Teichulosonsaure besteht aus Galaktose und
einem Kdn-Zucker (2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-Nononic Acid).
An der Position C4 kann der Kdn-Zucker mit einem Wasserstoff, einer
Methylgruppe oder einem Acetylglycosamin subsituiert sein. Uber
glykosidische Bindungen kdnnen mehrere Einheiten miteinander verknupft
werden (Shashkov et al. 2012).
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HO

R=H, CH,, GIcNAc

Abbildung 11: Schematische Darstellung eines Monomers der Kdn-beinhaltenden
Teichulosonséaure (angelehnt an: Shashkov et al. 2012). Das Disaccharid besteht aus Galaktose
und einem Kdn-Zucker (2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-Nononic Acid). Der Kdn-Zucker kann
an der Position C4 mit den Resten -H, -CHs oder -GlcNAc substituiert sein.

Mit Hilfe von Genome-Mining und Knockout-Mutanten war es mdglich, die fur
die Biosynthese von Teichulosonsauren notwendigen Gene sco4870-sco4882
zu ermitteln. Mutanten mit einzelnen Knockouts in den Genen sco4879,
5c04880 oder sco4881 sind nicht mehr in der Lage das Kdn-beinhaltende
Polymer zu produzieren. In diesen Mutanten akkumuliert sich das
phosphathaltige Polymer Polydiglycosylphosphat (PDP) in der Zellwand
(Ostash et al. 2014).

@) 0 ’
HO H i
HO&\ o °
HO !

AcHN B

Abbildung 12: Schematische Darstellung eines Polydiglycosylphosphat-Monomers
(angelehnt an: Shashkov et al. 2012). Das Disaccharid besteht aus Galaktose sowie aus N-
Acetylglycosamin und ist gekniipft an ein Phosphat. Uber Phosphodiesterbindungen kdnnen bis zu
19 Einheiten [n] verknlpft sein (Shashkov et al. 2012).
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Bei dem phosphatbeinhaltenden Polymer handelt es sich um
Polydiglycosylphosphat (PDP). Die Monomere von PDP setzen sich zusammen
aus einem Disacharid, bestehend aus Galaktose und N-Acetylglycosamin,
sowie aus einem Phosphat (Abbildung 12). Sie sind Uber
Phosphodiesterbindungen miteinander verknipft (Shashkov et al. 2012). Die

Gene flr die Biosynthese von Polydiglycosylphosphat sind bisher unbekannt.

2) Streptomyces sp. VKM Ac-2534, der Verursacher von Kartoffelschorf,
besitzt zwei anionische Kohlenhydrat beinhaltende Polymere. Das
hauptsachliche Polymer ist eine Teichuronsaure mit der sich
wiederholenden Disaccharideinheit: ->4)-B-D-ManpNAc3NAcyA-(1->3)- a-
D-GalpNAc-(1->, wobei es sich bei Acy um einen Rest von Essigsaure oder
L-Glutaminsaure handelt. Das andere Polymer ist eine Teichonsaure mit der
sich wiederholenden Einheit: 1,5-Poly(Ribitol-Phosphat) (Tul'skaya et al.
2007).

3) Streptomyces thermoviolaceus subsp. thermoviolaceus VKM Ac-1857 ist im
Besitzt mehrerer Polymere mit unterschiedlichen Strukturen in der Zellwand.
Die hier vorhandene Teichonsaure besitzt die sich wiederholende Einheit: -
1,3-Poly(Glycerol-Phosphat). Das Disaccharide-1-Phosphat-Polymer
weist folgende sich wiederholende Einheit auf: -6)-a-Galp-(1—6)-a-
GlcpNAc-P-. Des Weiteren ist ein Polysaccharid ohne Phosphat vorhanden
mit der sich wiederholenden Einheit: —6)-a-GalpNAc-(1—3)-B-GalpNAc-
(1— (Kozlova et al. 2006).

4) Streptomyces sp. VKM Ac-2124 besitzt drei anionische Glykopolymere. Die
anwesende Teichuronsdure besitzt die sich wiederholenden Einheit: —6)-a-
D-Glcp-(1—4)-B-D-ManpNAc3NAcA-(1—. Zudem besitzt Streptomyces
sp. VKM Ac-2124 ein B-glykosyliertes Polymer mit der sich wiederholenden
Einheit:  3-Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-non-2-Ulopyranosonic  Acid
(Kdn) und ein weiteres mit: 1,5-Poly(Ribitol-Phosphat) (Shashkov et al.
2002a).
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2.5 Die Funktionen von Wandteichonsauren

2.5.1 Wandteichonsauren fithren zu einer negativ geladenen Zelloberflache
Wandteichonsauren sowie Lipoteichonsguren errichten ein Kontinuum aus
anionischen Ladungen an der Oberflache Gram-positiver Bakterien. Die negative
Ladung der Zellwédnde ist in > 90 % der Studien auf die Gegenwart von
Phosphorsaureresten von Teichonsauren zurtckzufihren. Beispiele hierfir waren
Poly(Polyolphosphat), Poly(Glycosylpolyolphosphat) und Poly(Glycosyl-1-Phosphat).
Das Kontinuum von negativen Ladungen hat eine essenzielle Bedeutung fur Gram-
positive Bakterien. Bakterien, welche unter phosphatlimitierenden Bedingungen
wachsen oder denen entsprechende Biosynthesegene fehlen, sind nicht in der Lage,
WTA auszubilden. Diese produzieren stattdessen andere polyanionische Polymere,
wie z.B. Teichuronsauren mit Carboxylgruppen oder Teichulosonsauren, die durch ihre
Ald-2-Ulosonséaure zur negativen Ladung beitragen (Silhavy et al. 2010; Tul'skaya et
al. 2011a). Auch der Besitz saurer Seitenketten, wie Glycerol, Phosphat, organische
Sauren (Bsp. Brenztraubensaure und Bernsteinsaure) oder Sulfat fihren ebenfalls zu
einer negativen Ladung in der Zellwand (Schéaffer und Messner 2005).

Die Anwesenheit groBer elektronegativ geladener Molekile kdnnte einen
bedeutenden Einfluss auf die Permeabilitdt der Zellwand besitzen und somit auch auf
den Export anderen Makromolekile, wie Proteine, aus der Zelle (Janczura et al. 1961).

2.5.2 Wandteichonsauren als Phosphatreserve

Verschiedene Studien in der Vergangenheit zeigten, dass unter Phosphatmangel
Zellwande von B. subtilis einen geringeren Anteil an phosphathaltigen Teichonsauren
aufweisen als Zellen, welche Zugang zu Phosphat besitzen. Grund daflr ist, dass unter
Phosphatmangel die Synthese phosphathaltiger Teichonsauren eingestellt wird und
stattdessen das alternative phosphatfreie anionische Polymer Teichuronsaure
synthetisiert wird (Janczura et al. 1961; Ellwood und Tempest 1969; Rosenberger
1976; Glaser und Loewy 1979).

1979 zeigte Grant in einer Studie, dass phosphathaltige Wandteichonsauren bei
Mangel von anorganischem Phosphat auch als Phosphatreserve dienen kénnen. Dies
sei notwendig, um essenzielle Bestandteile, wie DNA, zu synthetisieren. Um dies
nachzuweisen, wurde zunachst PL-Medium mit limitiertem anorganischem Phosphat
mit B. subtilis 168 angeimpft. AnschlieBend wurde eine Wachstumskurve anhand der
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Absorption (A600) erstellt. Das Ergebnis war eine biphasische Wachstumskurve.
Zunachst zeigte sich eine erste rasante exponentielle Wachstumsphase, welche
nachdem vollstandigen Verbrauch des anorganischen Phosphats aus dem Medium
abrupt endete. Nach einer kurzen Verzégerung kam es zu einer zweiten langsameren
Wachstumsphase, welche fir 3-4 Stunden anhielt. Diese ging anschlieBend in eine
stationdre Phase Uber. Ein Vergleich zwischen der ersten und zweiten
Wachstumsphase zeigte, dass Zellwénde in der zweiten Wachstumsphase deutlich
weniger Phosphat enthielten. Die phosphathaltigen Teichonsauren aus den
Zellwanden wurde auch nicht ans Medium abgegeben. Analysen ergaben, dass das
tatséchlich im Medium vorkommende Phosphat geringer war als die erwartete Menge,
welche durch die Abgabe von Teichonsauren sich im Medium hétte befinden sollen.
Diese Diskrepanz lasst darauf schlie3en, dass das Phosphat aus den Teichonsauren
direkt wieder von den Zellen aufgenommen wird. Bei einem weiteren Versuch wurden
Teichonsauren zu einer Kultur ohne Phosphat hinzugegeben. Auch dies stimulierte
das Wachstum der Zellen (Grant 1979).

2.5.3 Wandteichonsauren als Bindungsstelle fir Phagen

1971 beobachteten Archibald and Coapes, dass in Bacillus subtilis W23 die
Bindungsfahigkeit des Phagen SP50 exponentiell anstieg, proportional zur
vorhandenen Menge an Wandteichonsauren in der Zellwand. Eine Bindung des
Phagen wurde unter Phosphatmangel nicht beobachtet, da es hier anstelle von
Teichonsauren zur Produktion von Teichuronsauren kommt (Archibald und Coapes
1971, 1976; Ellwood und Tempest 1969). Die Schlussfolgerung daraus lautete, dass
der Rezeptor fir den Phagen SP50 aus Teichonsauren und Peptidoglykan besteht
(Archibald und Coapes 1976).

2.5.4 Wandteichonsauren binden Mg?*-lonen

Zur Aktivierung membrangebundener Enzyme und fUr weitere essenzielle Funktionen
ist es fir Zellen von Vorteil, eine hohe Konzentration an bivalenten Kationen nahe der
Membran zu besitzen (Coleman 1969; Pal et al. 1990). Enzyme, welche an der
Synthese vom PG und Teichons&uren beteiligt sind, bendtigen zur Aktivierung hohe
Mengen an Magnesium (Chin et al. 1966; Brooks und Baddiley J. 1969). Solche Mg?*-
lonen kénnen durch die Bindung an die Phosphatgruppen von Teichonsauren

angereichert werden (Heptinstall et al. 1970; Pal et al. 1990).
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Dank der Phosphatgruppen in Teichonsaduren und der Carboxylgruppen in
Teichuronsauren sind die Zellwandpolymere in der Lage Mg?+-lonen zu binden. Diese
Eigenschaft ist bei beiden Polymeren &hnlich. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass unter bestimmten Nahrstoffbedingungen, Teichuronsauren die
Funktionen von Teichonsauren ersetzen konnen.

Im isolierten Zustand zeigen beide Polymere jedoch eine geringere Bindungsfahigkeit
beziiglich Mg?+-lonen als vergleichsweise zu zellwandgebundenen Polymeren. Eine
mogliche Erklarung hierflr ist, dass zellwandgebundene Teichonsduren und
Teichuronséduren Mg?*-lonen bivalent, in sogenannten anionischen Zentren, binden.
Dies fuhrt zu einer héheren Affinitat. Des Weiteren binden Teichonsduren im isolierten
Zustand mehr Mg?+-lonen als vergleichsweise Teichuronsauren. Dies bedeutet, dass
das Phosphat in den isolierten Teichonsauren Uber eine bessere Bindefahigkeit fur
Mg?*-lonen verfligt als die Carboxylgruppe von Teichuronsauren (Heckels et al. 1977).
Monovalente lonen wie Na* werden dagegen mit einer geringeren Effizienz an

Teichonsauren gebunden als bivalente lonen wie Mg?* (Pal et al. 1990).

2.5.5 Wandteichonsauren unterstitzen die Faltungsrate bei sekretierten
Proteinen

1999 postulierten Chambert und Petit-Glatron in ihrem Paper, dass
Wandteichonsauren als Kofaktor in die Faltung sekretierter Proteine involviert sind. In
den durchgefihrten Versuchen wurde Polyphosphat (PolyP) als Model verwendet, um
die Eigenschaften von Teichonsduren nachzubilden. Da Ca?* als ein mdglicher
Kofaktor bei der Faltung von Proteinen agiert, wurden die Versuche mit und ohne
Calcium durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Faltungsrate von
Levansucrase in Anwesenheit von PolyP steigt. Dies konnte in und ohne die
Gegenwart von Calcium nachgewiesen werden. Bei a-Amylase zeigte sich dagegen
keine Steigerung der Faltungsrate. Eine mégliche Hypothese dafiir war, dass PolyP
das freie Calcium aufgrund seiner Affinitdt bindet und somit a-Amylase in einem
ungefalteten Stadium fortbesteht. Dies konnte durch die Zugabe einer hohen
Konzentration an Calcium bewiesen werden (Chambert und Petit-Glatron 1999).
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2.5.6 Wandteichonsauren bei der nasalen Kolonisierung

Far Staphylococcus aureus spielen die in der Zellwand verankerten
Wandteichonsauren bei der nasalen Kolonisierung eine wesentliche Rolle
(Weidenmaier et al. 2004). Diese bestehen aus sich wiederholenden Ribitolphosphat-
Einheiten, welche mit N-Acetylglycosamin und D-Alanin modifiziert sind (Baddiley et
al. 1962). Weidenmaier et. al. (2004) zeigten in einer Studie die essenzielle Bedeutung
dieser Wandteichonsauren fir S. aureus. Hierfir wurde das tagO-Homolog in S.
aureus SA113 inaktiviert (Weidenmaier et al. 2004). Das Enzym TagO katalysiert den
ersten Schritt der WTA Synthese, indem es UDP-GIcNAc an das membrangebundene
Carrier-Lipid bindet (Soldo et al. 2002). Die Mutante AftagO von S. aureus verfugt Gber
keine Wandteichonsauren mehr. Zwischen Wildtyp und der AtagO Mutante gab es in
Hinblick auf die in der Zellwand verankerten Proteine jedoch keine Differenz. Dies
impliziert, dass die Abwesenheit von Wandteichonséuren in S. aureus SA113 AtagO
keinen wesentlichen Einfluss auf die Oberflachenmolekiile besitzt. AnschlieBend
wurden Baumwollratten (Sigmodon hispidus) mit dem Wildtyp und der AtagO Mutante
beimpft. Nach 7 Tagen waren nur Baumwollratten, welche den Wildtyp erhalten haben,
mit S. aureus infiziert. Dies zeigt, dass Wandteichons&uren die Interaktion mit nasalen
Epithelzellen vermitteln und ein Defizit zu einer rasanten Eliminierung der Bakterien
fihrt (Weidenmaier et al. 2004).

2.5.7 Wandteichonsauren als Schutz

Wandteichonsauren schitzen S. aureus vor den antimikrobiellen Fettsduren der
menschlichen Haut (Kohler et al. 2009). Zudem hindern sie Lysozym daran, an das
Peptidoglykan zu binden und tragen somit zur Lysozym-Resistenz bei (Bera et al.
2007).
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2.6 Putative Zellwandglykopolymer-Biosynthesegene in
Streptomyces coelicolor

In Streptomyces coelicolor wurden vier Gencluster identifiziert, welche eine putative
Rolle bei der Biosynthese von Zellwandglykopolymeren spielen (Abbildung 13).
Interessanterweise ist Cluster | (SC0O2578-2594) nur ca. 20 kb vom mre-Gencluster
(SC0O2607-2611) lokalisiert, welches die Hauptkomponenten des Streptomyces Spore
Wall Synthesizing Complex (SSSC) kodiert. Mehrere Proteine, welche von Cluster |
und Cluster Il kodiert werden, weisen Sequenzéhnlichkeiten zu B. subtilis Proteinen
(TagF, TagV, TagG/TagH) auf, die an der Synthese von glycerolhaltigen
Wandteichonsauren beteiligt sind, bzw. auf Proteinebene mit Komponenten des SSSC
interagieren (Kleinschnitz et al. 2011b).

| @0 (KT e w4 e
L o B JesERmial Bl g
Il GoT) ) mp mmp m) ) ) <3
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|:> ABC-Transporter ‘ Glycosyltransferase - Glycerophosphotransferase

‘ NeuAB |::> Amidase - Put. terminale Transferase
- Sialyltransferase |::> Peptidase - GalE, UDP-Glucose 4-Epimerase

‘:> Orf - Kapsulare Polysaccharid Phosphotransferase

Abbildung 13: Schematische Darstellung der vier Gencluster, welche eine putative Rolle bei der
Biosynthese von Zellwandglykopolymeren spielen (Sigle et al. 2015, modifiziert).
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Die Inaktivierung des TagV-Homologs SC0O2578 (PdtA) (Sigle et al. 2016b), SCO2584
(Kleinschnitz et al. 2011b), der mutmaBlichen Polysaccharidphosphotransferasen
SC02592 und SC0O2594 (Santos-Beneit et al. 2014; Vollmer et al. 2019) sowie des
TagF-Homologs SC0O2997 (Kleinschnitz et al. 2011b) flhrte zu einer beeintrachtigen
Sporulation.

Cluster Il besteht aus einer Ansammlung von putativen terminalen Transferasen, die
Ahnlichkeiten zu TagUV besitzen und vermutlich Zuckerpolymere Uber
Phosphodiesterbindungen kovalent mit dem Mureinsaure-Rest des Peptidoglykans
verknupfen.

Cluster IV kodiert Gene fir die Synthese der Neuraminsaureuntereinheit der
Teichulosonséaure. Eine Inaktivierung von SC0O4879, SC0O4890 und SCO4881 fihrte
dazu, dass S. coelicolor M145 das Teichulosonsaure-Zellwandglykopolymer nicht

mehr synthetisieren konnte (Ostash et al. 2014).

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits Mutanten von SC0O2997 (Kleinschnitz et
al. 2011b), SC0O2578 (Sigle et al. 2016b) und SCO2594 (Santos-Beneit et al. 2014)
erzeugt und teilweise charakterisiert.

Im dieser Doktorarbeit werden die Auswirkung der Geninaktivierungen der putativen
Zellwandglykopolymer-Gene SC02997, SC0O2578, SC0O2589-2590 und SC0O2594
bzw. der jeweiligen Komplementationskonstrukte analysiert.

2.6.1 SC0O2997

Aufgrund seiner GréBe und seiner Sequenzahnlichkeit wurde SCO2997 als eines von
sechs TagF-Homologen in S. coelicolor identifiziert (Tabelle 2).

SCO02997 besitzt neben der fir TagF Proteine charakteristischen
Glycerophosphotransferase-Domane auch eine N-terminale Glycosyltransferase-
Doméane, welche vermutlich eine Rolle bei der Polymerisation eines
Zellwandglykopolymers spielt (Abbildung 14). DarlGber hinaus entspricht die
Lokalisation von SC02997 direkt neben den tagG/tagH-ahnlichen ABC-Transporter
Genen SC0O2995 und SC0O2996 der genetischen Organisation von B. subtilis und S.
aureus (Kleinschnitz et al. 2011b).
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Tabelle 2: TagF-ahnliche Proteine in S. coelicolor A3(2) M145: Die Pfam-Domanen wurden mit Hilfe

von Smart (http:/smart.embl-heidelberg.de/) vorhergesagt. Zum Vergleich ist ebenfalls die

Domanenarchitektur von TagF und TagB von B. subtilis angegeben.

Glycos_transf_2 Domane Glyphos_transf Doméne

Score

Score Position

Name GroBe (aa) Position

348-713

6.8 e-136

SC0O2589 005-171

SC0O2590 1197 006-173 1.5e-35 827-1192 2.1e-113

SCO2981 765 009-181 1.0e-37 358-720 22e-121

SC0O2982 736 005-181 5.0e-20 343-708 29e-135

SC0O2983 745 005-169 1.6 e-34 342-717 8.8 e-120

SC02997 746 014-154 8.9e-07 348-718 41e-135
TagF 746 - - 369-744 4.6e-144
TagB 381 - - 018-378 2.1e-107

Pfam Pfam
Glycos_transf 2 Glyphos_transf

SC02998

SC02996

SC02994-SC0O2995

Abbildung 14: Genetische Umgebung von SC02997 und schematische Darstellung der
vorhergesagten PFAM-Doménen (SMART-embl). SC0O2997 liegt im Genom zwischen den TagGH-
ahnlichen ABC-Transporter Genen SC02995 sowie SC02996 und dem Glycosyltiransferase Gen
SC02998. SC02997  verfugt UOber eine  Glycosyltransferase-  sowie  Uber  eine
Glycerophosphotransferase-Doméne.
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2. EINLEITUNG

2011 wurde von Kleinschnitz et al. die Inaktivierung und die Charakterisierung von
SC02997 sowie die Herstellung einer Deletionsmutante beschrieben. Das Gen ist
zwar nicht essenziell fiir das Uberleben von Streptomyces coelicolor, die Inaktivierung
fOhrte jedoch zu einem verzégerten Wachstum und beeintrachtigte die Sporulation. Im
Vergleich zu den regelmaBig geformten Sporen des Wildtyps M145 wiesen die Sporen
der Mutante eine gréBere Variation ihre Sporenlange betreffend auf (Abbildung 15).
Zudem wies die Mutante Abweichungen und Veranderungen in der Dicke der Zellwand
auf. Die genetische Komplementation mit dem in die chromosomale Attachment Site
des Aktinophagen ®C31 integrierten Plasmids pSET2997 konnte die unregelmaBige
SporengréBe nur teilweise komplementieren (Kleinschnitz et al. 2011b).

ASC0O2997

Abbildung 15: SporengréBe beim Wildtyp M145 und bei der Mutante ASC02997 von
Streptomyces coelicolor (Kleinschnitz et al. 2011b). Die Mutante ASC02997 verflgt Uber
unregelmaBige Sporen, welche sich von denen des Wildtyps M145 deutlich unterscheiden (MaBstab =

10 pm).

2.6.2 SCO2578

Die Polydiglycosyltransferase PdtA (SCO2578) gehért zur LytR-CpsA-Psr (LCP)
Familie (Abbildung 16) von TagV-ahnlichen Glykopolymertransferasen (Sigle et al.
2016b). Neben PdtA gibt es noch 10 zusétzliche LCP-Homologe. Sieben Gene
(SCO3042-3048) davon bilden ein Cluster aus tagT, tagU oder tagV-ahnlichen
Transferase Genen.
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Pfam Pfam
LytR_cpsA_psr LytR-C

Transmembrane

% SC02576 <%02577 L 5C02579 @_@

Abbildung 16: Genetische Umgebung von SC02578 (pdtA) und schematische Darstellung der
vorhergesagten Protein-Doméanen (SMART-embl). SCO2578 verfigt Uber eine transmembrane
Region (blau) sowie Uber zwei LytR-Cps-Psr-Doménen, von denen eine am C-Terminus sitzt.

SC0O2578 wurde beim Screening einer genomischen Bibliothek als Interaktionspartner
der SSSC-Proteine MreC, MreD und Sfr (RodA) identifiziert. Des Weiteren interagiert
SC02578 auch mit RodZ und dem Penicillin-binde Proteinen PBP2, Ftsl und
SCO03580. Aufgrund dieser Interaktionen liegt es nahe, dass SC0O2578 ebenfalls an
der Synthese der Sporenhille beteiligt ist (Kleinschnitz et al. 2011a).

Zur Inaktivierung von pdtA (SC0O2578) wurde der gesamte Kodierbereich durch die
Hexanukleotidsequenz GGATCC ersetzt. Die pdftA Mutante (ASC0O2578) bildete
irregulare Sporenketten (Abbildung 17) aus, bei denen haufig die Integritat der
Sporenhille beeintrachtigt war. Im LIVE/DEAD Assay waren 34 % der Sporen
abgestorben und die Uberlebenden Sporen wiesen beim Auskeimen eine erhdhte
Sensitivitdt gegenidber Salzstress auf. Darlber hinaus war im vegetativen
Substratmyzel das apikale Spitzenwachstums sowie die Verzweigung des Myzels
beeintrachtigt. Diese Defekte korrelierten mit einem verringerten Phosphat- und
Hexosamingehalt in der Sporenwand, was auf eine Reduktion von
Polydiglycosylphosphat in der Sporenwand hindeutete.

Die Defekte der pdtA Mutante (ASCOZ2578) lieBen sich mit einem Plasmid
komplementieren, welches PdtA mit zwei zusatzlichen Aminosauren (RS) am C-
Terminus kodierte (pRMpdtAc bzw. pRM2578c) (Sigle et al. 2016b).
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Abbildung 17: Phanotyp von Myzel und Sporen im Wildtyp M145 und in der Mutante ASC0O2578
von Streptomyces coelicolor. A: Im Vergleich zum Wildtyp M145 verfligen die Myzelhyphen der
Mutante ASCO2578 (ber aberrante Verzweigungen (MaBstab = 5 pm, Sigle et al. 2016). B: Die
Sporenketten der Mutante ASC0O2578 (MaBstab = 5um, unverdffentlicht; Steffen Sigle und Glinther Muth;
Mikrobiologie/ Biotechnologie, Universitét Tlbingen) sind nicht nur unregelmaBig, sie keimen auch friiher
aus als die Sporen des Wildtyps M145 (MaBstab = 10 um, Kleinschnitz et al. 2011b).

2.6.3 SC02589-90

Die genomische Organisation legt nahe, dass SCO02589 und SCO2590 ein
Zellwandglykopolymer polymerisieren, welches dann durch SC0O2578 an das
Peptidoglykan angeheftet wird. Die beiden putativen Glycerophosphotransferase
Gene SC0O2589 und SC0O2590 befinden sich in Cluster | und verfligen zusatzlich
jeweils Uber eine N-terminale Glycosyltransferase-Domane (Abbildung 18).
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Pfam Pfam Pfam Pfam
Glyco_transf_2_2 Glyphos_transf Glyco_transf_2_2 Glyphos_transf
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SC02588 :

Abbildung 18: Genetische Umgebung von SC02589 und SC0O2590 und schematische Darstellung
der vorhergesagten PFAM-Doménen (SMART-embl). SCO2589 sowie SC0O2590 verfligt jeweils tGber

eine Glycosyltransferase- sowie Uber eine Glycerophosphotransferase-Domane.

SC02590

SC02589

In der Literatur wurden die beiden Gene SC0O2589 und SC0O2590 oder entsprechende
Mutanten noch nicht beschrieben und charakterisiert. Bei der in dieser Arbeit
angewendeten Mutante ASC02589-90 wurde der gesamte Kodierbereich von
SCO02589 und SCO2590 durch homologe Rekombination deletiert und durch die
Sequenz GGATCC ersetzt (unverdffentlicht; Latus und Muth; Mikrobiologie/
Biotechnologie, Universitdt Tubingen). Zur genetischen Komplementation wurde
SC02589 bzw. SCO2590 in pSET152 kloniert und in die chromosomale Attachment
Site des Aktinophagen PhiC31 inseriert (unveréffentlicht; Latus und Muth;
Mikrobiologie/ Biotechnologie, Universitat Tabingen).

2.6.4 SCO2594

Die Mutante SC0O2594::TnpHL734 wurde im Rahmen einer Transposon-Mutagenese
von S. coelicolor M145 aufgrund einer veranderten Koloniemorphologie isoliert
(Schmid 2019; Vollmer et al. 2019). In der Mutante wurde das Gen SC0O2594 durch
die Insertion des pHL734 Mini-Transposon an Position 2.809040 unterbrochen
(Abbildung 19). SC0O2594 bildet zusammen mit SCO2593 und SC0O2592 ein Operon.
Der Promotor befindet sich vor dem Gen SCO2594. Dariber hinaus besitzen die Gene
SC02594 und SCO2593 Uberlappende Start- und Stopcodons (...GAC TGATG
AAA...) und weisen somit eine translationale Kopplung auf. Obwohl das Mini-
Transposon in der Orientierung inseriert ist, dass der aac Promotor downstream
liegende Gene ablesen kdnnte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Insertion
des Transposons einen polaren Effekt hat und die Expression von SC0O2593 und
SC02592 beeintrachtigt.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Operons der Gene SC02592, SC02593 und
SC02594. Der gemeinsame Promotor befindet sich vor dem Gen SC02594, welches durch das
Transposon pHL734 unterbrochen wird.

Laut BLAST handelt es sich bei SCO02594 und SCO02592 um putative
Exopolysaccharid-Phosphotransferasen von  Streptomyces  coelicolor M145.
SC02594 sowie SCO02592 wirden somit Uber die molekulare Funktion einer
Phosphotransferase verfigen und waéaren in der Lage, den Transfer von
phosphathaltigen Gruppen an das Peptidoglykan zu katalysieren. Dadurch wirden
SCO02592 und SCO2594 eine wesentliche Rolle bei der Biosynthese von

Zellwandglykopolymeren spielen.

SC0O2594 und SCO2592 sind im Besitz von vier Stealth-Doménen, die charakteristisch
sind flr Polysaccharid-Phosphotransferasen, welche an der Synthese von
Exopolysaccharid-Schleimkapseln beteiligt sind. Die Stealth-Doménen verfligen Uber
vier CR-Regionen und sind Teil einer Proteinfamilie, welche von Bakterien bis zu
héheren Eukaryoten konserviert ist. Die ersten Familienmitglieder wurden in Mikroben
entdeckt. Sie erméglichen es Pathogenen, dem angeborenen Immunsystem des
Wirtes zu entkommen. Mikrobielle Stealth Proteine sind ebenfalls bei der Biosynthese
von Exopolysacchariden involviert. Es besteht die Hypothese, dass Stealth Proteine
als Hexose-1-Phosphoryltransferase agieren kénnen (Sperisen et al. 2005).

SCO2592 besitzt zusatzlich auch eine PFAM Glycosyliransferase-Doméne. Da
SCO02593 keine Sequenzéhnlichkeit zu einem bekannten Protein aufweist, lasst sich
die molekulare Funktion von SC0O2593 bei der Zellwandglykopolymer-Synthese nicht

vorhersagen.
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Zur genetischen Komplementation wurde das Genfragment von SC0O2594 in den
integrativen Vektor pSET190e (Abbildung 20) mit Hilfe der Restriktionsenzyme Ndel
und EcoRI kloniert (unveroéffentlicht; Latus et al.; Mikrobiologie/ Biotechnologie,
Universitat Tabingen).

A
Bezeichnung Primer Sequenz Fragmente
UpP_2594Nde TGCGCATATGTTCGAGCCGTTCTGAG 2050bp
Up2594Nde TGCGCATATGCGAAATCCTGAAG 1800 bp
Rev2594E GCACGGAATTCATCAGTCGTCTGC
B
Nhel
Bglll
SgrAl .
Aatll oniT
‘ aphll
att
pSET190e
6293 bps °" .
’;".E;Z"\Apau
P soan Koot
Kpnl
Sacl
Rdat EcoRI
EcoRV
Notl
Sacll
BamHI
Xbal
C

Ndel Hindlll Xbal BamHI Kpnl EcoRI

GGACATATGAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGATAT

CGCGCGCGGCCGCGGATCCTCTAGAGTCG

Abbildung 20: Genetische Komplementation von SC02594::TnpHL734 mit SC02594 in pSET190e. A:
Verwendete Forward und Reverse Primer. B: Verwendetes Plasmid pSET190e. C: Zielfragment in
PSET190e.
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3. Material und Methoden

3.1 Bakterienstamme

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm

Eigenschaften

Referenzen

Streptomyces

S. coelicolor M145

prototroph, SCP1-, SCP2-

(Kieser et al. 1982)

ASCO2997

SC02997-Deletionsmutante von
M145

(Kleinschnitz et al. 2011Db)

ASCO2997::pSET2997

ASCO02997 komplementiert mit
pSET2997

(Kleinschnitz et al. 2011b)

ASCO2578

SC02578 (pdtA)-Deletionsmutante
von M145

(Sigle et al. 2016b)

ASCO2578::pRM2578¢c

ASCO2578 (ApdtA) komplementiert
mit pRM2578c (pRMpdtAc)

(Sigle et al. 2016b)

ASCO02589-90

SC02589-90-Deletionsmutante von
M145

(unveréffentlicht; Latus und
Muth, TUbingen)

ASCO02589-90::.pSET2589-90

ASCO02589-90 komplementiert mit
pSET2589-90

(unveréffentlicht; Latus und
Muth, TUbingen)

SCO02594::TnpHL734

Transposon-Mutagenese bei
SC02594 von M145

(unverdffentlicht; Latus und
Muth, Tibingen)

SCO02594::TnpHL734
(+pSET2594)

SC02594::TnpHL734
komplementiert mit pPSET2594

(unverdffentlicht; Latus und
Muth, Tubingen)

3.2 Flussigmedien und Agar

Tabelle 4: Verwendete Fliissigmedien und Agar

Bestandteil Menge
Malzextrakt 10 g/L
HA-Medium (pH 7,3) Hefeextrakt 4 g/L
Glucose 4 g/L
Mannitol 209/L
Soja-Mannit-Agar Sojamilch fettreduziert 20¢g/L
Agar-Agar 17g/L
LB-Agar LB Broth mit Agar 35¢9/L
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3.3 Puffer und Lésungen

Tabelle 5: Zellwandisolation (Schaberle et al. 2011)

3. MATERIAL UND METHODEN

Lésungen Konzentration
Tris/HCL (pH 7,0) 50 mM
SDS 4 %
NaCl 1M
Tris/ HCL (pH 7,5) 100 mM

+ MgSO4 * 7H20 20 mM

+ DNase 10 pg/ml

+ RNase 50 pg/mi

+ CaClz 10 mM

+ Trypsin 100 pg/mi
SDS 10 %
LiCl 8M
EDTA 100 mM (pH 7,0)
Aceton p.A. 99,89 %

Tabelle 6: Hayashi-Assay (Hayashi 1975)

Lésungen Konzentration
NaH2PO4 * H20 0,7 M (pH 7,2)
Methylenblau 0,5 %

AnschlieBend erfolgt die Zugabe von Chloroform, welches sich in Gegenwart von SDS

blau farbt.

Tabelle 7: Hydrolyse (Sigle et al. 2016a)

Lésungen Konzentration
HCL 50 mM
NaOH 1M
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Tabelle 8: Phosphat-Assay (Chen et al. 1956)

Lésungen Konzentration
Perchlorséaure 70-72 %
Ammonium-Molybdat 1,25 %
L-Ascorbinsaure 5 %

Die  Ammonium-Molybdat-Lésung

und die L-Ascorbinsdure-Lésung mussen

lichtgeschutzt im Kihlschrank aufbewahrt werden und dirfen nicht &lter als 2 Wochen

sein.

Tabelle 9: Hexosamin-Assay (Smith und Gilkerson 1979)

Lésungen Konzentration
HCL 1M
Natriumnitrit 2,5%
Ammoniumamidosulfonat 12,5 %
MBTH 0,25 %
Eisen(lll)-chlorid 0,5 %

Tabelle 10: Kdn-Assay (Matsuno und Suzuki 2008)

Lésungen Konzentration
Natriumperiodat 10 mM
Natriumthiosulfat 50 mM
Ammoniumacetat 4 M (pH 7,5)

Acetoacetanilid

100 mM in EtOH

Der Test ist sehr sensitiv.

Daher sollten alle Ldsungen

in  unbenutzten

Zentrifugenrdhrchen frisch angesetzt werden. Des Weiteren sollten die Lésungen vor

dem Gebrauch im Eisbad gekihlt werden.
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Tabelle 11: Lésungen zum Ansetzen eines Fix- und Lauf-Polyacrylamid-Gels (20 % Gel)

Menge fir Lauf-Gel | Menge fir Fix-Gel

Lésungen Konzentration

(x 2) (x 0,25)
Acrylamid (37, 5:1) 30 % 93,2 ml 11,65 ml
3xTBE-Buffer (pH 8,26) 23,4 ml 2,93 ml
+ Tris 0,6 M
+ Borséure 0,6 M
+ EDTA 6 mM
ddH:0 / 23,4 ml 2,93 ml
APS 10 % 560 pl 140 pl
TEMED / 56 pl 7u

APS und TEMED starten die Polymerisation des Gels und sollten vorausschauend erst

kurz vor dem Beflillen der Gel-Apparatur hinzugefligt werden.

Tabelle 12: Lésungen fiir die Silbernitratfarbung (Blum et al. 1987; Heckels et al. 1977)

Lésungen Bestandteil Menge/ Konzentration
MeOH 50 %
Fix AcOH 12 %
HCOH 0,5ml 37 %/ L
Wash mit Ethanol EtOH 50 %
Pretreat (Vorbehandlung) NazS203 * 5 H20 0,29/L
Impregnate (Impréagnieren) AGNOs 2oL
HCOH 0,75 ml 37 %/ L
Na2COs 60 g/ L
Develop (Entwickeln) HCOH 0,5ml 37 %/ L
Na2S203 * 5 H20 4 mg/ L
Stop MeOH 50 %
AcOH 12 %
Wash mit Methanol MeOH 50 %

Vor der Farbung mit Silbernitrat wird das Polyacrylamid-Gel Uber Nacht in ein

Farbebad mit Alcianblau (1 mg/ ml in ddH20) gelegt.
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Tabelle 13: Buffer fiir die HPLC-Analysen

3. MATERIAL UND METHODEN

Lésungen Bestandteil Konzentration
HCOH 0,1 %

Buffer A Ammoniumformiat 0,05 %
ddH20 99,85 %

Buffer B Acetonitil 5 %

3.4 Chemikalien und andere Materialien

Tabelle 14: Chemikalien und Materialien

Chemikalien Anbieter
Acetoacetanilid Merck
Aceton p.a. Sigma Aldrich
Acetonitil Merck

AcOH Roth
Acrylamid Roth
Agar-Agar Roth

AgNOs Roth
Alcianblau 8 GX Merck
Ammoniumacetat Merck
Ammoniumamidosulfonat Merck
Ammoniumformiat Merck
Ammonium-Molybdat Sigma Aldrich
Ammoniumpersulfat (APS) Serva
Borsaure Merck
Bromphenolblau Riedel-de Haén
CaClz Merck
Chloroform Roth

EDTA (Triplex Ill) Merck
Eisen(lll)-chlorid Roth

EtOH Roth

Gene Frame (65 pl) Thermo Fisher
Glasperlen (& 0,1-0,5 mm) Roth

Glucose Sigma Aldrich
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Chemikalien Anbieter
Glyzerin Roth
HCL Sigma Aldrich
HCOH Roth
Hefeextrakt Oxoid
L-Ascorbinsaure Applichem
LB Broth mit Agar Sigma Aldrich
LiCl Sigma Aldrich
Malzextrakt Oxoid
Mannitol Merck
MBTH Merck
MeOH Roth
Methylenblau Merck
MgSO, * 7H20 Merck
Na>COs Merck
Na2S203 * 5 H20 Sigma Aldrich
NaCl Riedel-de Haén
NaH2PO4 * H20 Roth
NaOH Merck
Natriumnitrit Roth
Natriumperiodat Merck
Perchlorséure Roth
SDS Serva
Sojamilch fettreduziert Hensel
TEMED Roth
Trizma Base Sigma Aldrich
Vancomycin-Plattchen (5 ug) Oxoid
Wattepads dm

Tabelle 15: Enzyme
Enzym Anbieter
DNase Sigma Aldrich
RNase Sigma Aldrich
Trypsin Oxoid
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3.5 Methoden

3.5.1 Gewinnung von Sporen

Um fir Zellwandglykopolymer-Analysen gentigend Sporen von S. coelicolor zu
gewinnen, sind 100-120 MS-Agar-Platten notwendig. Je MS-Agar-Platte werden 5 pl
einer 108 Sporensuspension ausgestrichen und fiir acht Tage bei 29 °C inkubiert.
AnschlieBend werden die Sporen geerntet. Auf jede Platte werden jeweils 4 ml ddH20
gegossen. Darauffolgend wird jede Platte einzeln mit einem gefalteten sterilen
Wattepad abgeschwemmt. Pro Platte wird jeweils ein neues Wattepad verwendet.
Nach dem Abschwemmen wird die Suspension von den Platten durch das jeweils
verwendete Wattepad mit einer 5 ml Spritze gesogen und in ein 50 ml Falconréhrchen
Uberfihrt. Dieses muss wéahrend der Sporenernte auf Eis stehen damit die Sporen
nicht auskeimen. Volle Falconréhrchen werden fir 10 min bei 5000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet, welches Zellen samt
Zellwande enthalt, wird weiter verwendet oder nach der Sporenernte bei -18 °C zur

Aufbewahrung eingefroren.

3.5.2 Gewinnung von Myzel

Das Myzel von S. coelicolor wird aus 2 L HA-Medium gewonnen. Das Medium wird auf
10 x 500 ml Erlenmeyerkolben verteilt, welche anschlieBend mit 200 ml HA-Medium
beflillt werden. 5 pl einer 108 Sporensuspension werden jedem Erlenmeyerkolben
hinzugefugt. Die Erlenmeyerkolben werden fir drei Tage bei 600 rpm und 29 °C
inkubiert. AnschlieBend wird das im HA-Medium gewachsene Myzel durch
Zentrifugation gewonnen. Dafir wird das Medium samt Myzel auf 50 ml
Falconréhrchen verteilt und 10 min bei 5000 rpm (25 °C) abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen. Das Pellet, welches Zellen samt Zellwénde enthalt, wird
weiter verwendet oder nach der Myzelernte bei -18 °C zur Aufbewahrung eingefroren.
Far die weitere Verarbeitung zur Zellwandisolation sollte jedes Falconré6hrchen um die
5 ml Myzel enthalten.
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3.5.3 Isolieren von Zellwanden

Die Zellwande der Sporen sowie des Myzels von S. coelicolor werden mit Hilfe
ausgewahlter Reagenzien und Zentrifugation isoliert (Schaberle et al. 2011). Hierfir
werden 5 ml Zellen von Sporen oder von Myzel in 30 ml 50 mM Tris/HCL pH 7,0
resuspendiert. Danach wird die Zellsuspension tropfchenweise zu 120 ml kochender
4 %iger SDS-L6sung hinzugegeben. Diese muss auf einem Magnetriihrer standig
geruhrt werden. Die restliche Zellsuspension in den Falconréhrchen muss wahrend
dieses Arbeitsschrittes auf Eis gestellt werden. Das Hinzufligen der Zellsuspension zur
SDS-Ldsung dauert 30 bis 40 Minuten. AnschlieBend wird 15 min weitergekocht.
Wahrend dieser Zeit muss die SDS-Lésung heif3 bleiben. Sie darf jedoch nicht
Uberschaumen. Nach dem Kochen wird die Losung auf Raumtemperatur abgekunhlt
und in 50 ml Falconréhrchen Gberfihrt. Es wird bei 13 000 g fir 10 min (25 °C)
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird darauffolgend zweimal mit
jeweils 40 ml 1 M NaCl 15 min bei 13 000 g (25 °C) nach dem Waschen pelletiert.
Folgend wird mit zweifach destilliertem Wasser gewaschen bis kein SDS mehr
vorhanden ist. Hierbei wird das Pellet mit 40 ml warmen ddH20 flir 20 min bei 13 000 g
(25 °C) zentrifugiert. Dies kann bis zu 15 Waschschritte benétigen. Mit dem Hayashi-
Assay (3.5.4.) ist es mdglich nachzuweisen, ob SDS noch vorhanden ist.
Sofern kein SDS mehr im Praparat vorhanden ist, wird das Pellet in 2-4 ml ddH20
gelést und in 5 ml PreCellys-GefaBe Uberfihrt. Glasperlen (Durchmesser von 0,1-
0,5 mm) werden zur Suspension hinzugefigt. Die Glasperlen sollten ca. 1/3 der
Lésung ausmachen, dabei sollte die Lésung viskos bleiben, sodass die Glasperlen die
Zellbestandteile zerschlagen kénnen. Das verwendete Programm der PreCellys
schlie3t bei 6800 rpm fir 30 sec die Zellbestandteile auf. Das Programm wird funf Mal
mit jeweils 5 min Pause dazwischen durchgefuhrt. In der Pause missen die Proben
auf Eis gestellt werden.
Nach dem Aufschluss mit der PreCellys missen die Glasperlen entfernt werden. Dabei
wird die Lésung aus Glasperlen und den aufgeschlossenen Zellbestandteilen in ein 50
ml Falconréhrchen UGberfihrt und bis 20 ml mit ddH20 aufgefillt. Damit sich die
Glasperlen absetzten wird das Falconréhrchen fir 3 sec auf 700 rpm beschleunigt.
AnschlieBend wird die obere Schicht der Lésung ohne die Glasperlen abgenommen.
Dieser Schritt sollte drei Mal durchgefiihrt werden um mdglichst viele Zellbestandteile
aus den Glasperlen heraus zu waschen und Verluste der Probe zu vermeiden.
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Um die Zellwdnde zu sammeln erfolgt nachtraglich eine Zentrifugation fir 15 min bei
25 000 rpm (25 °C). Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in 3 ml 100 mM
Tris/HCL pH 7,5 20 mM MgSOs4 gelést. Nachfolgend erfolgt die Zugabe von DNase
(Endkonzentration 10 pg/ ml = 5 ul) und RNase (Endkonzentration 50 pg/ ml = 25 pl).
Nach der Zugabe von DNase und RNase wird die Zellwandsuspension fir zwei
Stunden bei 600 rpm und 37 °C inkubiert. Darauffolgend wird 1 M CaClz
(Endkonzentration 10 mM = 50 pl) und 100 pg/ ml Trypsin (50 ul) hinzugegeben. Es
folgt eine weitere Inkubation fir 18 Stunden bei 600 rpm und 37 °C.

Nach der Inkubation wird zu der Zellwandsuspension 10 %ige SDS-Lésung
(Endkonzentration 1 %) hinzugeftgt. Es wird fir 15 min bei 80 °C im Warmeschrank
inkubiert. AnschlieBend wird mit ddH20 bis auf 20 ml aufgefillt und bei 25 000 g fur
30 min (25 °C) zentrifugiert.

Das Pellet wird in 10 ml 8 M LiCl resuspendiert und 15 min bei 600 rpm und 37 °C
inkubiert. Die Probe wird danach mit ddH20 bis auf 20 ml aufgefallt und bei 25 000 g
fr 30 min (25 °C) zentrifugiert.

Das gewonnene Pellet wird in 10 ml 100 mM EDTA ph 7,0 resuspendiert und 15 min
bei 600 rpm und 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird die Probe erneut mit ddH20 bis
auf 20 ml aufgefallt und bei 25 000 g fir 30 min (25 °C) zentrifugiert.

Darauffolgend wird die Probe jeweils noch einmal mit 20 ml ddH20 und 20 ml Aceton
gewaschen. Es wird jeweils bei 25 000 g far 30 min (25 °C) zentrifugiert.

Zum Schluss erfolgen finf weitere Waschritte mit jeweils 40 ml ddH20 fir 20 min bei
25 000 g (25 °C).

Das saubere aus Zellwéanden bestehende Pellet wird je nach Menge in 1-3 ml in ddH20
geldst und eingefroren. AnschlieBend wird es fir 2 Tage lyophilisiert. Die lyophilisierten
Zellwande werden bei -18 °C gelagert.

3.5.4 Hayashi-Assay

Der Hayashi-Assay dient dazu Rickstédnde von SDS festzustellen (Hayashi 1975).
Dafir wird beim Waschen der Probe mit ddH20 nach der Zentrifugation 335 pl vom
Uberstand entnommen. Dieser wird anschlieBend in ein 2 ml EppendorfgefaB
Uberfuhrt. Als Kontrolle wird parallel eine Wasserprobe bei der Durchfiihrung des
Assays mitgefihrt. Der erste Schritt ist das Hinzufigen von 170 pl 0,7 M

Natriumphosphat pH 7,2 und 7 pl 0,5 % Methylenblau zur Probe. Zusatzlich wird 1 ml
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Chloroform beigefligt und die Lésung wird fiir 30 sec gevortext. Die Chloroformphase
befindet sich unten und wird in Gegenwart von SDS blau. Ist diese jedoch farblos oder
leicht pink deutet dies auf die Abwesenheit von SDS hin.

Fortflhrend kann man die untere Chloroformphase vorsichtig mit einer Pipette
abnehmen und in eine Kiivette flr eine photometrische Messung tberfihren. Die
Lésung wird bei einer OD von 655 nm gemessen. Ein Wert unter 0,1 nm deutet auf die
Abwesenheit von SDS hin.

AnschlieBend muss das Chloroform aus der Kivette méglichst schnell entfernt
werden, da es diese zersetzt.

3.5.5 Hydrolyse

Bei der Hydrolyse werden durch die Salzsdure Phosphodiesterbindungen
aufgebrochen. Lange Glykopolymerketten, welche Phosphat enthalten, werden dabei
in kleinere Einheiten zerlegt. Je langer die Hydrolyse andauert, desto kleiner werden
die Polymerketten, bis sie schlieBBlich zu den einzelnen Einheiten zerlegt werden. Bei
Polydiglycosylphosphat besteht eine einzelne Einheit aus Galaktose, N-
Acetylglycosamin und Phosphat. Da die Spaltung zufallig geschieht, entstehen bei
unterschiedlicher Hydrolysedauer unterschiedlich lange Glykopolymerketten.

Vor der Durchfihrung einer Hydrolyse werden das Gewicht der eingesetzten
Zellwande, sowie das leere 1,5 ml Eppendorfgefal3 fir nachfolgende Analysen notiert.
Es werden 5 mg bzw. 10 mg lyophilisierte Zellwéande von Myzel sowie von Sporen auf
einer Analysewaage in einem 1,5 ml Eppendorfgefal3 abgemessen. Die Zellwande
werden anschlieBend in 600 pl 50 mM HCL gelést. Die Suspension wird danach bei
90 °C inkubiert.

Die Lange der Inkubationszeit hangt vom jeweiligen nachfolgenden Versuch ab. Far
die Anfertigung eines Polyacrylamid-Gels und die anschlieBende Gel-Elektrophorese
werden die Zellwande far 15 min hydrolysiert. Werden Polymerfragmente fir
chemische Assays bendtigt, werden die Zellwande fur 90 min hydrolysiert.
Nachfolgend wird mit 30 pl 1 M NaOH neutralisiert. Nach der Neutralisation wird die
Suspension bei 21 000 g fir 30 min und bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird
eingefroren und tber Nacht lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 100 pl ddH20 geldst.
Die abgespaltenen in ddH20 geldsten Zellwandglykopolymere kénnen fir chemische
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Assays, fur Gel-Elektrophoresen und fir HPLC-MS-Analysen verwendet werden. Das

Pellet, welches nur noch das Peptidoglykan enthalt, kann verworfen werden.

3.5.6 Phosphat-Assay

Um Phosphat in Zellwéanden zu detektieren, wurde der Phosphat-Assay nach Chen et
al. (1956) angewendet. Hierbei kommt es zur Ausbildung eines Komplexes zwischen
Ammonium-Molybdat und anorganischem Phosphat, welcher anschlieBend durch
Ascorbinsdure unter der Bildung eines blauen Farbkomplexes reduziert wird (Chen et
al. 1956).

Fir den Phosphat-Assay werden die hydrolysierten Proben mit 10 mg verwendet.
Zunachst ist es notwendig eine Standardgerade zu erstellen. Hierfir werden 0, 1, 2, 5,
10, 25, 50, 100 und 200 nmol einer 100 mMM KH2PO4 in HPLC-Glaschen gefllt.
Ebenfalls werden 10 pul der hydrolysierten und in ddH20 gel6ésten
Zellwandglykopolymere in HPLC-Glaschen geflllt.

Danach werden die gefillten HPLC-Glaschen mit der Standardgerade und mit den
Proben bei gebdffnetem Deckel bei 100 °C getrocknet. Hierbei muss die Flissigkeit
vollstdndig austrocknen. Dies dauert im Schnitt 40 bis 60 min. Nach dem Trocknen
werden die eingetrockneten Proben kurz zum Abklhlen stehen gelassen. Die
nachfolgenden Schritte werden anschlieBend unter einem Abzug mit Laborbrille,
Handschuhen und Laborkittel durchgefihrt. Es erfolgt die Zugabe von 75 ul 70-72 %
Perchlorsaure zu den getrockneten Proben. Dadurch soll das Phosphat aus den
Monomeren des Polymers geldést werden. Die HPLC-Glaschen werden danach
verschlossen und kurz gevortext. AnschlieBend werden die verschlossenen Proben fir
zwei Stunden bei 120 °C inkubiert und darauffolgend, vor dem Entfernen des Deckels,
erneut kurz abkihlen gelassen. 250 pl ddH20, 100 pl 1,25 % Ammonium-Molybdat-
Lésung und 100 pl 5 % L-Ascorbinsaure-Lésung werden hinzugefligt. Die HPLC-
Glaschen werden leicht geschwenkt, um die Lésung zu vermischen. Nachfolgend
werden die Proben erneut offen bei 100 °C fir 10 min inkubiert. In Anwesenheit von
Phosphat wird sich hierbei ein blauer Farbkomplex entwickeln.

In eine 96-Well-Platte werden 150 pl ddH20 und 50 pl der Proben geflllt. Die
Absorption wird bei 750 nm im Microplatten-Reader ausgelesen.
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Normiert wird mit der 0-Probe aus der Standardreihe. Liegen die Messwerte oberhalb
von eins oder es erscheint eine Fehlermeldung, missen die Proben verdinnt werden.
Die gemessenen Werte werden zum Schluss auf die urspringliche eingesetzte Menge

an Zellwanden bezogen und ausgewertet.

Berechnung:

Anhand der Standardreihe wird die Steigung m berechnet. Danach wird von den
gemessenen Werten der Proben die Nullprobe der Standardreihe subtrahiert. Die
Nullprobe ist mit dem Hintergrundrauschen gleichzusetzen.

Um den neuen errechneten Werten der Proben nmol-Mengen zuzuordnen, missen
diese anschlieBend durch die Steigung m der Standardgeraden dividiert werden.

Da im Assay 10 pl der Proben eingesetzt wurde, wird der Wert danach mit 10
multipliziert.

Um letztendlich die Menge an Phosphat in nmol/ mg zu erhalten, muss noch durch die
eingesetzte mg Menge der jeweiligen Probe dividiert werden.

3.5.7 Hexosamin-Assay

Der Hexosamin-Assay nach Smith und Gilkerson (1979) beginnt mit der Deaminierung
von Hexosamin. Die dabei entstehende 2,5-Anhydrohexose formt anschlieBend unter
milden sauren Bedingungen einen blauen Farbkomplex mit MBTH (Smith und
Gilkerson 1979).

FOr den Hexosamin-Assay werden die hydrolysierten Proben mit 10 mg verwendet.
Vor der Durchfihrung des Hexosamin-Assays wird eine Standardreihe erstellt. Diese
setzt sich zusammen aus 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 nmol einer Glucosamin-L&sung,
welche in HPLC-Glaschen gefiillt wird. Ebenfalls werden 10 pl der hydrolysierten in
ddH20 geldsten Zellwandglykopolymere in HPLC-Glaschen geflllt. AnschlieBend
werden die HPLC-Glaschen der Standardgerade sowie der Proben bis auf 100 pl mit
ddH20 aufgefiillt.

Nach der Zugabe von 100 pl 1 M HCL werden die HPLC-Glaschen verschlossen,
gevortext und bei 100 °C flr zwei Stunden inkubiert. Nach der Inkubation werden die
Proben kurz abgekihlt und in 2 ml Eppendorfgefal3e Gberflihrt. Die nachfolgenden
Arbeitsschritte werden unter einem Abzug durchgefihrt. Zunachst erfolgt die Zugabe

von 400 ul 2,5 % NaNO2 mit anschlieBendem Vortexen und einer Inkubation von
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15 min bei Raumtemperatur. Danach werden 200 pl 12,5 % Ammoniumamidosulfonat
vorsichtig hinzugetropfelt. Hierbei kann es zur Schaumbildung kommen. Die Proben
werden gevortext und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von
200 ul 0,25 % MBTH (3-Methyl-2-Bezothiazolinonhydrazon-Hydrochlorid Hydrat)
werden die Proben erneut gevortext und bei 37 °C fir 15 min inkubiert. Letztendlich
werden 200 ul 0,5 % FeCls hinzugegeben. Die Proben werden danach gevortext und
5 min bei 37 °C inkubiert.

Zum Schluss werden in eine 96-Well-Platte 150 ul ddH20 und 50 pl der Proben gefilllt.
Die Absorption wird bei 650 nm im Microplatten-Reader ausgelesen.

Normiert wird mit der 0-Probe aus der Standardreihe. Liegen die Messwerte oberhalb
von eins oder es erscheint eine Fehlermeldung, missen die Proben verdinnt werden.
Die gemessenen Werte werden zum Schluss auf die urspriingliche eingesetzte Menge

an Zellwanden bezogen und ausgewertet.

Berechnung:
Die Berechnung des Hexosamin-Gehalts in nmol/ mg erfolgt ebenso wie die
Berechnung des Phosphat-Gehalts in Kapitel 3.5.6.

3.5.8 Kdn-Assay

Mit Hilfe des Kdn-Assays nach Matsuno und Suzuki (2008) wird der Kdn-Anteil indirekt
Uber die freiwerdende Menge an Formaldehyd detektiert, welches sich vom C-9-Atom
der Sialinsdure abspaltet. Diese Reaktion dient zur Generierung eines
fluoreszierenden Stoffes im weiteren Verlauf des Assays (Matsuno und Suzuki 2008).

FlOr den Kdn-Assay werden die hydrolysierten Proben mit 5 mg verwendet.

Zunachst wird eine Standardgerade mit folgenden Werten: 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100
nmol einer N-Acetylneuraminsaure-Lésung erstellt. Die Standardreihe wird in HPLC-
Glaschen geflllt. Ebenfalls werden 10 ul der hydrolysierten in ddH20 geldsten
Zellwandglykopolymere in HPLC-Glaschen Uberfihrt und auf 100 pl mit ddH20
aufgefallt.

Zu den Proben, einschlieBlich der Standardgeraden, werden 10 pul 10 mM
Natriumperiodat hinzugeftigt. Dadurch wird Formaldehyd freigesetzt. Danach werden
die Proben fir 45 min in einem Eisbad inkubiert. Die Reaktion wird durch die Zugabe
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von 50 ul 50 mM Natriumthiosulfat gestoppt. Darauffolgend erfolgt die Zugabe von
250 pl 4 M Ammoniumacetat (pH 7,5) und 200 ul 100 mM Acetoacetanilide. Mit Hilfe
dieser beiden Reagenzien wird ein fluoreszierendes Molekull generiert. Nachdem die
Proben anschlieBend fir 10 min bei Raumtemperatur im Dunkelheit inkubiert wurden,
werden davon 50 ul in eine 96-Well Platte tberfihrt. Zu jeder 50 pl Probe werden

zusatzlich 150 pl ddH20 hinzugeflgt.

Mit Hilfe des Microplatten-Reader wird die Fluoreszenz der Proben detektiert. Diese
werden zunachst mit 388 nm angeregt. Nachfolgend wird die Emission bei 471 nm
gemessen. Normiert wird mit der 0-Probe aus der Standardreihe. Liegen die
Messwerte oberhalb von eins oder es erscheint eine Fehlermeldung, missen die
Proben verdlinnt werden. Die gemessenen Werte werden auf die eingesetzte Menge

an Zellwanden bezogen und ausgewertet.

Berechnung:
Die Berechnung des Kdn-Gehalts in nmol/ mg erfolgt ebenso wie die Berechnung des
Phosphat-Gehalts in Kapitel 3.5.6.

3.5.9 HPLC-MS

Zellwandglykopolymere unterschiedlicher Kettenlange, welche durch Hydrolyse
gewonnen wurden, wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit mittels HPLC-ESI-TOF-
MS (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-Elektronenspray-lonisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie) analysiert.

Hierflr wurde das MicrOTOF Il System von Bruker Daltonics verwendet. Dieses war
an ein UltiMate 3000 Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC)-System
(Dionex) gekoppelt. Es wurde im positiven lonenmodus (m/ z *') gemessen. Fir die
Messung wurden 5 ul der zu analysierenden Probe in eine Gemini C18 Saule (150 x
4,6 mm; [2,5] 5 um; 110 A; Phenomenex) injiziert.

Um die Komponenten zu separieren wird ein 45 mindtiges Programm bei einer
Durchflussrate von 0,2 ml/ min genutzt. Zunachst wird die Saule ins Gleichgewicht
gebracht (Equilibrieren). Dies erfolgt fur 5 min mit 100 % Buffer A (0,1 %
Ameisenséaure, 0,05 % Ammoniumformiat, 99,85 % ddH20). Daraufhin erfolgt ein
linearer Gradientenverlauf flir 30 min von 0 % bis 50 % mit Buffer B (5 % Acetonitil).
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Der Gradienten-Delay erfolgt fir 5 min mit 40 % Buffer B. Das Re-Equilibrieren findet
far 5 min mit 100 % Buffer A statt.

Die Daten werden mit Hilfe des Programms Bruker Compass DataAnalysis 4.0
ausgewertet. Die Flache unter der Kurve wird mit dem Programm PRISM berechnet.

3.5.10 Herstellung eines 20 % Polyacrylamid-Gels

A) Zusammensetzung:

Far die Herstellung eines 40 cm langen Polyacrylamid-Gels werden zwei Glasplatten
verwendet. Die Glasplatten sind jeweils 40 cm und 42 cm lang. Zunachst werden die
Glasplatten mit 70 % Ethanol und anschlieBend mit ddH20 geputzt. Das Abwischen
erfolgt mit einem fusselfreien Tuch. Spacer (44 cm lang und 2 cm breit) werden links
und rechts auf der Iangeren Glasplatte mit Versiegelungsgel fixiert. Es sollte gentigend
Versiegelungsgel aufgetragen werden, sodass die Spacer dicht sind. Das
Versiegelungsgel darf jedoch nicht Uber die Spacer hinaustreten, da es ansonsten
wahrend der Gel-Elektrophorese in das Polyacrylamid-Gel miteinlaufen kann. Danach
wird die kirzere Platte auf die Spacer fixiert. Die beiden Glasplatten werden auf beiden
Seiten durch Klammern zusammengeklemmt. Am unteren Ende werden die
Glasplatten mit einer Verschlussfolie aus Paraffin-Wachs fixiert, um ein Auslaufen der
Gel-Lésung zu verhindern. Die Glasplatten werden anschlieBend fir das Gief3en
aufrecht aufgestellt.

B) GieB3en:

Waéhrend der Herstellung eines Polyacrylamid-Gels missen Handschuhe, Schutzbrille
und Laborkittel getragen werden.

Es werden zwei LOsungen angesetzt. Dies geschieht bei Raumtemperatur unter
standigem Ruihren auf einem Magnetrihrer. Von der Fix-Gel-Lésung werden 17,7 ml
angesetzt und von der Lauf-Gel-L6sung 140,6 ml. Die Zugabe vom 10 % APS oder
TEMED fahrt zur Polymerisation des Gels.

Die Fix-Gel-Lésung wird als erstes eingegossen und soll 1,5 cm des unteren Teils des
Polyacrylamid-Gels ausmachen. Sie polymerisiert innerhalb von 30 min aus und soll
am unteren Ende der Glasplatten das Auslaufen der weiteren Lauf-Gel-Lésung
verhindern. Nachdem der untere Streifen ausgehartet ist, wird die Lauf-Gel-Lésung mit

Hilfe einer 20 ml Pipette bis zum oberen Rand der kirzeren Platte eingefillt. Danach
49



3. MATERIAL UND METHODEN

wird der Kamm eingesetzt. Das Polyacrylamid-Gel steht zunachst 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur in Ruhe. In dieser Zeit startet die Polymerisation. AnschlieBend wird
das Polyacrylamid-Gel Gber Nacht im Kihlraum bei 4 °C aufbewahrt, wo es vollstandig
auspolymerisiert.

Vor der Gel-Elektrophorese werden die seitlichen Klammern sowie die Verschlussfolie
entfernt und die Glasplatten werden in die Elektrophorese-Einrichtung eingesetzt
(Abbildung 21). Die obere und untere Kammer werden mit 1,5 x TBE Buffer gefullt.
AnschlieBend wird der Kamm vorsichtig entfernt. Die Taschen des Kamms kdnnen
danach beflllt werden. 10 pl der in ddH20 gelésten Zellwandglykopolymere werden
mit 2 pl Ladepuffer (Methylenblau) gemischt und in die Taschen pipettiert.

Abbildung 21: Gelkammer (BaseAce Jr Sequencer) von STRATAGENE fiir die vertikale Gel-
Elektrophorese mit gréBeren Polyacrylamid-Gelen. A: Gelkammer nicht beladen. B: Gelkammer mit

Polyacrylamid-Gel wahrend Gel-Elektrophorese.

C) Gel-Elektrophorese

Das Polyacrylamid-Gel lauft bei 18 mA fiir 7-8 Stunden im Kiihlraum bei 4 °C. Dies soll
unnétiges Erhitzen minimieren. Die ersten drei Stunden dienen dem Einlaufen der
Proben und sollten bei 800 V stattfinden. Danach kann auf 1200 V erhéht werden. Der
Ladepuffer ist als blaue Lauffront sichtbar, jedoch zeigt diese Lauffront nicht die letzten
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Banden der Proben an. Um das gesamte Spektrum an Banden zu erhalten, sollte die
Gel-Elektrophorese gestoppt werden, wenn die blaue Lauffront ca. 2/3 des

Polyacrylamid-Gels durchlaufen hat.

D) Farben und Dokumentieren des Polyacrylamid-Gels

Das Polyacrylamid-Gel wird vorsichtig aus der Elekirophorese-Einrichtung
entnommen und in eine von der GroBe passende Wanne gelegt. Bei allen
Farbeschritten missen Handschuhe getragen werden. Wahrend das Polyacrylamid-
Gel in den fur die Farbung angesetzten Lésungen inkubiert, wird dieses auf einem
Schittler leicht geschwenkt, sodass die Ldésungen das gesamte Polyacrylamid-Gel
mehrmals Uberschwemmen. Dies geschieht bei Raumtemperatur. Aufgrund von
Geruchsbelastigung sollte die Wanne samt Polyacrylamid-Gel abgedeckt sein. Die
Lésungen werden nach der jeweiligen Behandlung immer verworfen.

Zunachst wird das Polyacrylamid-Gel Uber Nacht in einer Alcianblau-Lésung inkubiert.
Die Dauer sollte zwischen 10 bis 15 Stunden betragen. Die Alcianblau-Lésung wird
danach abgekippt. Das Polyacrylamid-Gel wird fiir eine Stunde mit einer
Fixierungslésung inkubiert. AnschlieBend wird das Polyacrylamid-Gel dreimal fir
jeweils 20 min mit 50 % Ethanol gewaschen. Das Polyacrylamid-Gel wird dann far
exakt 1 min in einer Pretreat-L6ésung geschwenkt und darauffolgend dreimal fir exakt
jeweils 20 sec mit ddH20 gewaschen. Danach erfolgt die Behandlung mit der
Impregnate-L&sung fir 20 min. Diese Lésung enthélt Silbernitrat und sollte gesondert
entsorgt werden. Erneut erfolgen zwei Waschschritte fir exakt jeweils 20 sec mit
ddHz20. Nachfolgend wird das Polyacrylamid-Gel mit der Develope-Lésung fur 7-10
min behandelt. Hierbei sollte darauf geachtet werden, dass die Banden mit der Zeit
erscheinen. Bei langerer Inkubation wird das gesamte Polyacrylamid-Gel dunkler. Die
Develope-Lésung wird entfernt, sobald die Banden deutlich erkennbar sind.
Nachfolgend wird zweimal fiir jeweils 2 min mit ddH20 gewaschen. In der Stop-Lésung
sollte das Polyacrylamid-Gel 10 min geschwenkt und anschlieBend fir mindestens 20
min mit 50 % Methanol behandelt werden. Das Polyacrylamid-Gel kann ebenfalls in
der 50 % Methanol-L6sung aufbewahrt werden.

Das Polyacrylamid-Gel wird auf einer WeiBlichtplatte platziert und in eine
abgedunkelte Geldokumentationskammer gelegt. Die zusatzliche Lichtquelle durch die
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WeiBlichtplatte lasst die Banden deutlicher erscheinen. Mit Hilfe der Imaging Software

von Nippon Genetics Europe wird das Polyacrylamid-Gel dokumentiert.

3.5.11 Auswertung eines Polyacrylamid-Gels mittels HPLC-MS und Phosphat-
Assay

Flr die Analysen wird ein Polyacrylamid-Gel wie in Kapitel 3.5.10 ,Herstellung eines
20 % Polyacrylamid-Gels® beschrieben, hergestellt (A, B). Die zu analysierenden
Proben werden anschlieBend mit Hilfe von Gel-Elektrophorese aufgetrennt (C).
Proben, welche nach der Gel-Elektrophorese mittels HPLC-MS und Phosphat-Assay
analysiert werden, werden aus dem Polyacrylamid-Gel herausgeschnitten. Sie setzen
sich aus 40 ul Probe und 10 ul 50 % Glyzerin zusammen. Bei diesen Proben wird kein
Ladepuffer (Bromphenolblau) verwendet, wie es in Kapitel 3.5.10 Abschnitt C
beschrieben ist. Damit sollen ungewollte Artefakte minimiert werden. Zwischen den
Proben werden immer zwei Bahnen frei gelassen, sodass es beim nachfolgenden
Ausschneiden auch nicht zu Uberlappungen zwischen den Proben kommt. Die
Referenzproben laufen parallel und werden wie in Kapitel 3.5.10 Abschnitt C und D
gehandhabt.

Nachdem die Proben durch das Polyacrylamid-Gel gelaufen sind, werden die Bahnen
mit den Proben herausgeschnitten. Dies geschieht mit einem sauberen phosphatfreien
Skalpell. Der obere Teil des Polyacrylamid-Gels mit den Taschen wird entfernt.
Danach wird jede Bahn in vier Teile zerteilt. Jedes Gel-Fragment wird in ein 50 ml
Falconréhrchen Oberfihrt, mit 20 ml ddH20 vermengt und fir drei Tage bei 600 rpm
und 37 °C inkubiert.

Die Referenzproben werden wie in Kapitel 3.5.10 Abschnitt C gefarbt. Beim Farben
kann es dazu kommt, dass sich die MaBe des Polyacrylamid-Gels verédndern. Aus
diesem Grund mussen die Bahnen der Referenzproben vor dem Farben ebenfalls an
denselben Stellen, wie die nicht zu farbenden Gel-Fragmente, zerschnitten werden.
Dies dient dazu, um die anschlieBende Zuordnung der Banden je Gel-Fragment zu
gewabhrleisten.

Nach 3 Tagen werden die zu analysierenden Gel-Fragmente aus den Falconréhrchen
entfernt. Am Boden des Falconréhrchen sammeln sich aus dem Polyacrylamid-Gel
herausgeldste Bestandteile als wei3e Flocken an. Die Losung wird ohne Flocken in
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ein neues 50 ml Falconréhrchen Gberfihrt und flr zwei Tage lyophilisiert. Das daraus
entstandene Pulver wird in 150 pl ddH20 geldst. Davon werden die oberen 100 pl
entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefa3e Uberfuhrt. Die oberen drei Fragmente
jeder Bahn werden erneut lyophilisiert und wie in Kapitel 3.5.5. erneut flr 75 min
hydrolysiert.

Die gewonnene Lésung der Proben aus dem Polyacrylamid-Gel kann flr den
Phosphat-Assay (3.5.6) sowie fir die HPLC-MS (3.5.9) verwendet werden.

3.5.12 Mikroskopie unter Verwendung von Ibidi-Dishs

Der Zusammenbau des Ibidi-Dishs (Abbildung 22) kann ohne Clean Bench erfolgen.
Zunéchst wird eine luftdurchlassige Membran vorbereitet. Diese wird in Sticke (2 x 2
cm) geschnitten. Um die Membran-Sticke zu sterilisieren, werden diese in 70 %
Ethanol und nachfolgend in sterilem ddH20 fir einige Minuten geschwenkt.
AnschlieBend werden die Membran-Stlicke getrocknet.

Danach wird ein Metalltrager, welcher als Objekttrager dient, vorbereitet. Der
Metalltrager verfiigt in der Mitte Uiber eine Offnung (Durchmesser 1 cm). Uber diese
Offnung wird ein beidseitig selbstklebender Rahmen mit einer inneren Kammer (Gene
Frame) platziert. Die MaBBe der inneren Kammer betragen 1,5 x 1,6 cm.

Zum Schutz vor Verschmutzung verfligt der selbstklebende Gene Frame auf beiden
Seiten jeweils Uber eine Schutzfolie. Auf der einen Seite bedeckt die Schutzfolien den
Rahmen samt der inneren Kammer. Auf der anderen Seite verflgt die Schutzfolie tber

eine Offnung direkt Uiber der inneren Kammer.
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Deckglas

Agar + 10° Sporen

2. Gene Frame

Luftdurchlassige Membran

1. Gene Frame

Objekttrager aus Metall

Abbildung 22: Schematische Darstellung des Zusammenbaus eines Ibidi-Dishs

Um den Gene Frame auf dem Metalltrager zu fixieren wird die Schutzfolie von einer
beliebigen Seite des Rahmens entfernt. Die innere Kammer des Gene Frames muss
mit dem Loch des Metalltragers Ubereinstimmen. Nachfolgend wird die zweite sich
oben befindende Schutzfolie des Gene Frames entfernt. Darauf wird die vorbereitete
luftdurchl@ssige Membran fixiert. Um eine Mulde auf der Membran fir den
nachfolgenden Agar zu schaffen, wird ein zweiter Gene Frame auf die luftdurchlassige
Membran geklebt. Hierbei ist es wichtig darauf zu achten, dass beim zweiten Gene
Frame zuerst die Schutzfolie ohne die Offnung entfernt wird. In diesem Fall wiirde
dann die obere Seite des Gene Frames die Schutzfolie mit Offnung aufweisen. In die
darauf entstandene Mulde werden 70 pl Agar gegossen. Mit einem Objekttrager wird
der Agar vorsichtig zerdrickt und gleichzeitig gleichmaBig verteilt. Vorher sollte der
Objekttrager ebenfalls mit 70 % Ethanol und sterilem ddH20 sterilisiert werden. Der
Agar muss eine Stunde bei 4°C ausharten. Nach dem Ausharten des Agars, wird der
Objekttrager durch seitliches ziehen vorsichtig entfernt. Danach werden 5 pl einer
Sporensuspension (10%) auf den Agar getropft und durch leichtes Schwenken
gleichmaBig verteilt. Zum Beschleunigen des Trocknungsprozesses kann eine Clean
Bench verwenden. Ist die Sporensuspension getrocknet, wird die obere Schutzfolie
(mit der Offnung) des zweiten Gene Frames entfernt. Darauf wird ein Deckglas
platziert. Das Deckglas sollte ebenfalls vorher mit 70 % Ethanol und sterilem ddH20
sterilisiert werden. Das Konstrukt samt Sporen wird fir 40 Stunden bei 29 °C in einem
Brutschrank inkubiert. Die Auswertung sowie die Dokumentation erfolgt mit Hilfe eines
Lichtmikroskops und dem Programm analySIS docu von Olympus.
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3.5.13 Antibiotika-Test

Der Antibiotika-Test wird auf Platten mit LB-Agar und einer definierten Anzahl an
Sporen durchgeftihrt. Hierfir werden LB-Platten in drei gleichgroBe Abschnitte
aufgeteilt. Jeder Abschnitt wird mit 5 x 10° Sporen innokuliert und anschlieBend mit
einem Antibiotika-Platichen versehen. Das Antibiotika-Plattchen muss pro Abschnitt
mittig platziert werden. Nach 3 Tagen Wachstum bei 29 °C wird der Hemmhof

ausgemessen.

3.5.14 Bestimmung der GroBe von Einzelkolonien bei Bakterien

Bestimmung der GréBe von Einzelkolonien bei Bakterien in Abhéangigkeit zu
unterschiedlichen Salzkonzentrationen:

Um den Durchmesser der Bakterienkolonien des Wildtyps M145 und der Mutanten von
S. coelicolor zu bestimmen, werden quadratische Petrischalen (12 x 12 cm)
verwendet. Diese werden in sechs gleichgroBe Abschnitte unterteilt. Jeder Abschnitt
wird mit 10* Sporen innokuliert. Die Platten werden 6 Tage bei 29 °C inkubiert.
AnschlieBend werden die Durchmesser mit dem Programm Fiji ausgemessen. Die
Ergebnisse werden in einem Balkendiagramm festgehalten.

Des Weiteren werden LB-Platten mit 3 % und 6 % NaCl verwendet. Es wird derselbe
Versuchsaufbau wie bei LB-Platten ohne Salzkonzentration durchgefihrt. Die
Durchmesser werden mit dem Programm Fiji ausgemessen und die Ergebnisse in

einem Balkendiagramm festgehalten.

Optische Bewertung:

Bei der Mutante SC0O2594:: TnpHL734 findet zudem eine optische Bewertung in
Hinblick auf die GréBe und die Morphologie der Bakterienkolonien statt. Dies dient der
Bestimmung eines deutlichen Phanotyps. LB-Platten werden in drei gleichgroB3e
Abschnitte unterteilt. Jeder Abschnitt wird mit 102 Sporen innokuliert und fiir 3 Tage
bei 29 °C inkubiert. Nach 3 Tagen erfolgt die optische Bewertung der GréBe von den
Einzelkolonien der Bakterien mit Hilfe eines Stereomikroskops. Die Ergebnisse werden
fotografisch festgehalten.
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4. Ergebnisse

4.1 Vergleichende Analyse der Zellwandglykopolymere in den
Zellwanden von Sporen und vegetativem Myzel bei Streptomyces
coelicolor M145

Da Streptomyceten Sporen eine erhdhte Resistenz gegeniber Austrocknung
aufweisen, ist es wahrscheinlich, dass sich die Zusammensetzung der Sporenwand
von der Zellwand des vegetativen Myzels unterscheidet. Eine wesentliche
Komponente hierbei kénnten die Zellwandglykopolymere darstellen. Flur Streptomyces
coelicolor sind hierzu eine Kdn-beinhaltende Teichulosonsaure und das
phosphathaltige Polymer Polydiglycosylphosphat (PDP) beschrieben (Shashkov et al.
2012; Sigle et al. 2016b).

4.1.1 Relative Verteilung von Peptidoglykan und Zellwandglykopolymeren in
isolierten Sporen- und Myzelwanden

Bei Streptomyces coelicolor handelt es sich um ein Gram-positives Bodenbakterium.
Dessen Myzel- sowie Sporenwéande verflgen Uber ein mehrschichtiges Peptidoglykan
(PG), an welches Zellwandglykopolymere (ZWG) verankert sind. Um die Uber
Phosphodiesterbindungen an den C-6 Rest der Muraminsaure im PG gebundenen
ZWG abzuspalten (Kojima et al. 2022), wurde unter milden Bedingungen (50 mM HCI)
eine saure Hydrolyse des PG durchgefihrt. Unter diesen Hydrolysebedingungen
werden ausschlieBlich  Phosphodiesterbindungen, nicht aber glykosidische
Bindungen, z.B. innerhalb des PG, gespalten (Abbildung 23). Fir die Untersuchungen
wurden 10 mg isolierte Zellwande von Sporen sowie vom vegetativen Myzel von S.
coelicolorverwendet. Diese wurden jeweils fir 5 min und 90 min hydrolysiert. Wahrend
bei der 5 minltigen Hydrolyse Uberwiegend die Phosphodiesterbindungen zur
Muraminsdure betroffen sind, sollten bei langerer Hydrolysedauer auch
Phosphodiesterbindungen innerhalb der ZWG angegriffen werden (Sigle et al. 2016a;
Unsleber 2017).
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Peptidoglykan
Zellwandglykopolymer e lf— &
Polydiglycosylphosphat @j /Gle- N\ ) e \/G|c~\(‘
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Abbildung 23: Schematische Darstellung eines an das Peptidoglykan gebundenen
Polydiglycosylphosphats (angelehnt an: Weidenmaier und Peschel 2008). Das dargestellte PDP
ist Uber eine Phosphodiesterbindung an die C-6 Position des Muraminsédure-Rests an das PG
verknUpft. Roter Pfeil: Mit Hilfe einer milden sauren Hydrolyse lasst sich die Phosphodiesterbindungen
aufspalten (Unsleber 2017).

AnschlieBend wurde das Gewicht des unldslichen PG, welches als Pellet zurtickblieb,
mit den urspringlich eingesetzten 10 mg isolierten Zellwanden verglichen. Die sich
daraus ergebene Differenz stellte die Menge der abgespalteten ZWG dar. Nach 5 min
Hydrolyse wurden aus den Sporenwéanden 6 % ZWG freigesetzt (Abbildung 24). Nach
90 min Hydrolyse waren es insgesamt 20 % abhydrolysierte ZWG. Zwischen 5 min
und 90 min Hydrolyse wurden somit noch zusatzliche 14 % ZWG abgespalten.

In den Myzelwanden wurden bereits nach 5 min Hydrolyse 25 % ZWG abhydrolysiert.
Nach 90 min Hydrolyse wurden hingegen 35 % abgespalten. Dies bedeutet, dass nach
5 min Hydrolyse aus vegetativen Myzelwéanden 4,6 x mehr ZWG abhydrolysiert wurden
als aus Sporenwanden. Nach 90 min Hydrolyse waren es in Myzelwéanden 1,75 x mehr
abgespaltete ZWG.

Zusammenfassend verfigen Myzelwande Uber mehr ZWG als Sporenwande. Des
Weiteren lassen sich ZWG aus Sporenwanden schlechter abspalten und bendtigen
eine langere Hydrolysedauer verglichen mit den ZWG aus Myzelwénden. Die in dieser
Arbeit festgestellten Werte stimmen mit den Literaturwerten Uberein (Sigle et al.,
2016).

57



4. ERGEBNISSE

Relative Verteilung von PG und ZWG in Sporen- und Myzelwanden
beim Wildtyp M145
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Abbildung 24: Anteil an Peptidoglykan (unterer Bereich) und abgespaltenen
Zellwandglykopolymeren (oberer Bereich) in Sporen- und Myzelwédnden beim Wildtyp M145 (S.
coelicolor) [n=5]. 10 mg (= 100 %) isolierte Sporen- und Myzelwande wurden fir 5 min und fir 90 min
hydrolysiert. AnschlieBend wurde das Pellet (PG) gewogen und prozentual verrechnet. In Myzelwanden
wurde nach 5 min Hydrolyse 4,6 x mehr ZWG abgespalten als in Sporenwanden. Nach 90 min wurden
1,75 x mehr ZWG abhydrolysiert (Mann-Whitney Test, ** = p < 0,05).

4.1.2 Quantifizierung von Zellwandglykopolymeren bei isolierten Zellwanden
von Sporen und vegetativem Myzel

2012 wurde von Shashkov et al. als Hauptpolymer eine Kdn-beinhaltende
Teichulosonsaure und als ,minor polymer® Polydiglycosylphosphat (PDP)
beschrieben. Diese beiden Polymere wurden aus vegetativen Myzelwanden von S.
coelicolor M145 isoliert. Das Monomer der Kdn-beinhaltenden Teichulosonsaure
besteht aus Galaktose und einem Kdn-Zucker (2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-
Nononic Acid). An der Position C4 kann der Kdn-Zucker zudem mit Wasserstoff, einer
Methylgruppe oder N-Acetylglycosamin substituiert sein. Uber glykosidische
Bindungen kénnen mehrere Einheiten miteinander verknupft werden (Shashkov et al.
2012). Bei dem phosphathaltigen PDP setzen sich die Monomere aus Galaktose, N-
Acetylglycosamin und einem Phosphatrest zusammen. Die Monomere sind Uber
Phosphodiesterbindungen miteinander verkniipft.
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Die unterschiedlichen Komponenten, aus welchen sich die Zellwandglykopolymere
zusammensetzen, ermdglichen eine Untersuchung der quantitativen Verteilung.
Hierzu wurden die einzelnen Komponenten mit Hilfe von drei spezifischen Assays

detektiert und quantifiziert.

4.1.2.1 Phosphat-Assay
Da die Hauptzellwandglykopolymer Komponente Teichulosonsaure nur Uber eine

einzige Phophodiesterbindung an das Peptidoglykan gebunden ist, sollte nach der
Hydrolyse die Hauptmenge an freigesetztem Phosphat auf PDP zurtickzuflhren sein.
Um die Menge an PDP zu ermitteln, wurde daher der zellwandgebundene
Phosphatgehalt mit dem Phosphat-Assay nach Chen et al. (1956) bestimmt.

Far die Durchfihrung des Phosphat-Assays wurden 10 mg isolierte Myzel- sowie
Sporenwande von S. coelicolor verwendet. Die Zellwande wurden fir 90 min
hydrolysiert. Nach der Hydrolyse befanden sich die abgespaltenen ZWG im Uberstand
und wurden lyophilisiert. AnschlieBend wurde mit diesen der Phosphat-Assay
durchgefihrt (Abbildung 25).

In Myzelwanden war der Phosphatgehalt mit 199,91 nmol/ mg um 54 % hdéher als in
Sporenwanden (130,2 nmol/ mg). Der héhere Phosphatgehalt deutet darauf hin, dass
in Zellwanden des vegetativen Myzels mehr PDP (oder ein anderes, noch
unbekanntes phosphathaltiges Polymer) vorkommt, als es in Sporenwanden der Fall

ist.
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Phosphatgehalt in Sporen- und Myzelwanden beim Wildtyp M145
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Abbildung 25: Phosphatgehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwanden von Sporen und
vegetativem Myzel vom Wildtyp M145 (S. coelicolor) [n= 5]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwéande
wurden fiir 90 min hydrolysiert. Die wasserlslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden fiir den
Phosphat-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Phosphat wird in nmol/ mg angegeben. Der
Phosphatgehalt ist in Myzelwanden um 54 % héher als in Sporenwanden (Mann-Whitney Test, ** = p <
0,05).

4.1.2.2 Hexosamin-Assay

Der Hexosamin-Assay ist hochspezifisch fir Aminozucker, wie N-Acetylglycosamin
(GIcNAc). N-Acetylglycosamin kommt in der Kdn-beinhaltenden Teichulosonsaure als
Rest sowie in PDP als Hauptbestandteil des Monomers vor. Mit Hilfe des Hexosamin-
Assays ist es mdglich die Menge zu ermitteln, jedoch nicht zwischen den beiden ZWG
zu differenzieren. Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere ZWG mit
abweichenden Aminozuckern abgespaltet und detektiert werden. Im weiteren Verlauf
des Kapitels, welcher sich auf die Detektion von Hexosamin bezieht, wird sich
weiterflhrend auf den allgemeinen Terminus ,Hexosamin® und nicht ,N-
Acetylglycosamin“ bezogen.

Fir den Hexosamin-Assay wurden 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwénde von S.
coelicolor fir 90 min hydrolysiert. Die abgespaltenen lyophilisierten ZWG wurden
anschlieBend fir den Hexosamin-Assay verwendet.
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Der Hexosamingehalt in Sporenwanden betrug 116,64 nmol/ mg (Abbildung 26).
Zellwande des vegetativen Myzels wiesen dagegen mit 238,66 nmol/ mg einen etwa
doppelt so hohen Hexosamingehalt auf.

Hexosamingehalt in Sporen- und Myzelwanden beim Wildtyp M145
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Abbildung 26: Hexosamingehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwénden von Sporen
und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145 (S. coelicolor ) [n= 5]. 10 mg isolierte Sporen- und
Myzelwénde wurden fiir 90 min hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG
wurden fir den Hexosamin-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Hexosamin wird in nmol/ mg
angegeben. Der Hexosamingehalt ist in Myzelwanden um 105 % hdéher als in Sporenwanden (Mann-
Whitney Test, ** = p < 0,05).

4.1.2.3 Kdn-Assay

Eine Aussage Uber die in der Zellwand vorkommende Menge an Kdn-beinhaltender

Teichulosonsaure kann mit Hilfe des Kdn-Assays von Matsuno und Suzuki (2008),
getroffen werden. Obwohl dieser Assay entwickelt wurde, um Sialinsaure in
Glykoproteinen zu detektieren (Inoue und Inoue 1999; Inoue und Kitajima 2006), kann
er auch als Nachweis von Teichulosonsaure verwendet werden, da es sich bei Kdn
ebenfalls um einen Vertreter der Sialinsaure-Familie handelt. Der Kdn-Anteil wird
indirekt Uber die freiwerdende Menge an Formaldehyd detektiert, welches sich vom C-
9-Atom der Sialinsaure abspaltet. Diese Reaktion ist notwendig fur die Generierung
eines fluoreszierenden Stoffes im weiteren Verlauf des Assays (Matsuno und Suzuki
2008). Fir den Versuch wurden 5 mg isolierte Sporen- und Myzelwande von S.
coelicolor fir 90 min hydrolysiert. Die abgespaltenen ZWG befanden sich nach der
61



4. ERGEBNISSE

Hydrolyse im Uberstand und wurden nach der Lyophilisation fir den Kdn-Assay
verwendet. Da die Kdn-beinhaltende  Teichulosonsdure  Uber  keine
Phosphodiesterbindungen verflgt, wurde eine Zeitreihne durchgefihrt, um eine
Aussage darlUber zu treffen, ob das Polymer durch die milde saure Hydrolyse
gespalten wird (Abbildung 27).

Zeitreihe: Kdn-Gehalt in Sporen- und Myzelwénden bei S. coelicolor M145
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Abbildung 27: Zeitreihe des Kdn-Gehalts von Zellwandglykopolymeren aus Sporen- und
Myzelwénden vom Wildtyp M145 (S. coelicolor) [n= 1]. 5 mg isolierte Sporen- und Myzelwande
wurden 10 min, 20 min, 30 min, 60 min und 90 min hydrolysiert. Jeweils eine Probe von Sporen- und
Myzelwénden wurde nicht hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden
fir den Kdn-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Kdn wird in nmol/ mg angegeben. Uber die
Lange der Hydrolyse steigt der detektierbare Kdn-Anteil in Sporen- und Myzelwanden.

Myzelwénde wiesen Uber einen héheren Kdn-Gehalt auf als Sporenwénde. In den
Zellwanden der Sporen wurden 59,47 nmol/ mg Kdn detektiert (Abbildung 28). In den
Zellwanden des vegetativen Myzels betrug der Anteil an Kdn 76,93 nmol/ mg und war
somit um 29 % héher.
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Kdn-Gehalt in Sporen- und Myzelwéanden beim Wildtyp M145
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Abbildung 28: Kdn-Gehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwénden von Sporen und
vegetativem Myzel vom Wildtyp M145 (S. coelicolor ) [n= 5]. 5 mg isolierte Sporen- und
Myzelwénde wurden fiir 90 min hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG
wurden fur den Kdn-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Kdn wird in nmol/ mg angegeben.
Der Kdn-Gehalt ist in Myzelwanden um 29 % hdéher als in Sporenwanden (Mann-Whitney Test, ns = p
<0,05).

41.3 HPLC-MS Analysen zur Bestimmung der Zellwandglykopolymere
Polydiglycosylphosphat und Kdn-Teichulosonséaure in isolierten Zellwanden
von Sporen und vegetativem Myzel

Um das Verhaltnis von PDP und Kdn-Teichulosonsdure zu quantifizieren, wurden
Sporen- und Myzelwande von S. coelicolor mittels HPLC-MS analysiert. Dies war
maglich, da die Untereinheiten (Monomere) der genannten Polymere bekannt waren
(Shaskov et al. 2012).

Die Masse eines PDP-Monomers betragt [M+H]* = 464,116. Sie setzt sich zusammen
aus einem Phosphat und einem Disacharid, bestehend aus Galaktose und N-
Acetylglycosamin. Ein PDP-Dimer besitzt eine Masse von [M+H]+*=909,215. Das PDP-
Trimer weist eine Masse von [M+H]*= 1354,313 auf.

Das Monomer der Kdn-beinhaltenden Teichulosonsdure kann in drei
unterschiedlichen Variationen auftreten. Diese sind abh&ngig vom jeweiligen Rest, mit
welchem die Position C4 des Kdn-Zuckers substituiert ist. Ein Monomer, welches
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einen Wasserstoff-Rest tragt, besitzt die Masse [M+H]* = 431,141. Handelt es sich bei
dem Rest um eine Methylgruppe, betragt die Masse des Monomers [M+H]* = 445,155.
Ist die Position C4 mit einem N-Acetylglycosamin substituiert, ergibt sich die Masse
[M+H]* = 634,219.

Far die Analysen wurden 10 mg isolierte Myzel- sowie Sporenwéande fir 5 min und 90
min hydrolysiert. Nach der Hydrolyse befanden sich die abgespaltenen
Zellwandglykopolymere im Uberstand. Diese wurden lyophilisiert und mittels HPLC-
MS analysiert.

Unter Berlicksichtigung des Trennbereichs, des Geratetyps und der Saule war es
moglich, das PDP-Monomer sowie -Dimer in sichtbaren Mengen mittels HPLC-MS zu
detektieren. Des Weiteren konnte ein PDP-Monomer mit abgespaltenem H20 ([M+H]*
= 446,106) detektiert werden. Das PDP-Trimer ([M+H]* = 1354,313) lag hingegen in
nur sehr geringen Mengen vor. Héhere PDP-Oligomere (PDP-Tetramer ([M+H]* =
1799,412) wurden nicht detektiert. Von der Kdn-Teichulosonsaure wurden nur die
Monomere mit den drei unterschiedlichen Resten detektiert ((M+H]*=431,141; [M+H]*
= 445,155; [M+H]* = 634,219).

Bei der HPLC-MS werden ,Treffer pro Sekunde“ (counts per second= [cps])
gemessen. Diese werden Uber die Zeit in Form einer Kurve dargestellt (Abbildung 29,
Abbildung 31). In den Zellwéanden des vegetativen Myzels sind mehr PDP-Monomere
vorhanden als in Sporenwéanden (Abbildung 29). Des Weiteren nimmt das PDP-Dimer
Uber die Hydrolysedauer ab. Aufgrund eines fehlenden Referenzstoffes war eine
absolute Quantifizierung der Polymermengen nicht méglich. Da jedoch alle Proben
(Sporen- und Myzelwande) innerhalb eines HPLC-Laufs gemessen und analysiert
wurden, ist es mdglich, das Verhaltnis der Proben miteinander zu vergleichen.

Fdr eine Ubersichtlichere Darstellung der Menge an PDP-Monomeren sowie -Dimeren
wurden die , Treffer pro Sekunde® unter der jeweiligen Kurve berechnet. AnschlieBend
wurden die sich daraus ergebenen Werte (Total Peak Area = Gesamte Peakflache) in
einem Balkendiagramm festgehalten (Abbildung 30).
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Abbildung 29: Verteilung von Polydiglycosylphosphat (Monomer und Dimer) in Zellwdnden von

Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145 (S. coelicolor ) [n= 3]. 10 mg isolierte Sporen- und

Myzelwinde wurden 5 min und 90 min hydrolysiert. Die wasserléslichen sich im Uberstand befindenden ZWG

wurden mittels HPLC-MS analysiert. Die ermittelten , Treffer pro Sekunde” (counts per second= [cps]) wurden

anhand von Kurven dargestellt. Jede Kurve entspricht einer Probe: 3 x Blau: PDP-Monomer ([M+H]* =
909,215). Das PDP-Monomer wird in Myzel- und in
Sporenwanden nach 5 min und nach 90 min Hydrolyse in gréBeren Mengen detektiert als vergleichsweise

464,116), 3 x Orange: PDP-Dimer ([M+H]*

das PDP-Dimer.
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Verteilung der PDP-Monomere/ -Dimere in Sporen- und Myzelwanden beim Wildtyp M145
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Abbildung 30: Verteilung von Polydiglycosylphosphat (Monomer und Dimer) in Zellwédnden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145 (S.
coelicolor) [n= 3]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwénde wurden fir 5 min und fir 90 min hydrolysiert. Die Myzelproben wurden zusétzlich 1:20 mit ddH20
verdiinnt. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden mittels HPLC-MS analysiert. Blau: PDP-Monomer ([M+H]* = 464,116), Orange: PDP-
Dimer ([M+H]* = 909,215). Zellwande des vegetativen Myzels weisen einen héheren Anteil an PDP-Monomer und -Dimer auf als Sporenwéande.
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Vergleicht man die PDP-Mengen zwischen 5 mindtiger und 90 minutiger
Hydrolysedauer, sieht man keinen signifikanten Unterschied. Lediglich der Anteil an
PDP-Dimeren nimmt nach 90 min Hydrolysedauer etwa um den Faktor 10 ab
(Abbildung 30), was auf die Spaltung der Dimere in Monomere zurlckzufihren ist.
Dies bestatigt, dass 5 min Hydrolysedauer ausreichen, um das PDP-Polymer nahezu
vollstandig in seine Bausteine aufzuspalten. Da der Phosphatgehalt in Myzelwanden
um 53 % hoher als in Sporenwéanden war (Abbildung 25), wurden die Hydrolysate der
Myzelwénde auch in einer 1:20 Verdiinnung gemessen, um eine Ubersattigung der
HPLC Sé&ulen auszuschlieBen.

Die Monomere der Kdn-Teichulosonsaure wurden ebenfalls mittels HPLC-MS in allen
drei Konstellationen (Rest: Wasser ([M+H]* = 431,141); Methylgruppe ([M+H]* =
445,155); N-Acetylglycosamin ([M+H]* = 634,219)) detektiert (Abbildung 31). Dabei
war ersichtlich, dass es bezliglich der Kdn-Teichulosonsaure in den Zellwénden von
Sporen sowie vom vegetativen Myzel keine erwdhnenswerten Unterschiede gibt.
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Abbildung 31: Verteilung der Kdn-Teichulosonsaure (Monomer mit drei unterschiedlichen Resten)
in den Zellwanden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145 (S. coelicolor ) [n= 3]. 10
mg isolierte Sporen- und Myzelwande wurden 5 min und 90 min hydrolysiert. Die wasserléslichen sich im
Uberstand befindenden ZWG wurden mittels HPLC-MS analysiert. Die ermittelten ,Treffer pro Sekunde*
(counts per second= [cps]) wurden anhand von Kurven dargestellt. Jede Kurve entspricht einer Probe: 3 x
Hellgrin: Kdn-H ([M+H]* = 431,141), 3 x Blau: Kdn-Chs ([M+H]* = 445,155), 3 x Griin: Kdn-GIcNAc ([M+H]*
= 634,219).

Obwohl Sporenwande Uber einen niedrigeren Anteil an ZWG als Zellwédnde des
vegetativen Myzels verfliigen (Abbildung 24), weisen Sporenwande einen hdheren
Anteil an Kdn-beinhaltender Teichulosonsaure im Vergleich zu Myzelwanden auf
(Abbildung 32). Wahrend die mit Wasserstoff substituierte Teichulosonsaure nur um
den Faktor 1,76 erhéht war, waren die mit -CHs, bzw. -GIcNAc substituierten
Teichulosonsduren um den Faktor 4,1 bzw. 4.4 erhéht (90 min Hydrolyse).
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Verteilung der Kdn-Teichulosonsdure (Monomer) in Sporen- und Myzelwanden
beim Wildtyp M145
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Abbildung 32: Verteilung Kdn-Teichulosonsiure-Monomers in den Zellwédnden von Sporen und
vegetativem Myzel vom Wildtyp M145 (S. coelicolor) [n= 3]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwéande
wurden 5 min und 90 min hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden
mittels HPLC-MS analysiert. Gelb: Kdn-H ([M+H]* = 431,141), Blau: Kdn-Chs ([M+H]* = 445,155), Griin:
Kdn-GlcNAc ([M+H]* = 634,219). Sporenwéande wiesen nach 5 min und nach 90 min Hydrolyse einen
2,9-fachen Anteil an Kdn-Teichulosonsaure-Monomeren auf, als vergleichsweise Myzelwénde.

69



4. ERGEBNISSE

4.1.4 Bestimmung der Kettenlange von Zellwandglykopolymeren in isolierten
Zellwanden von Sporen und vegetativem Myzel

Sigle et al. (2016) hatten versucht, die Kettenlange des Zellwandglykopolymers PDP
aus Sporen- und vegetativen Myzelwdnden durch eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) zu bestimmen. Bei der eingeschrankten Auflésung der von
Sigle et al. verwendeten Gelapparaturen (Hoefer mighty small SE250) konnten in dem
partiellen Hydrolysat des vegetativen Myzel 19 Banden gezahlt werden, wobei in dem
Sporenwandhydrolysat zuséatzliche nicht mehr auftrennbare Fragmente im oberen
Bereich des Polyacrylamid-Gels zu erkennen waren (Sigle et al. 2016a).

Um die elektrophoretische Auftrennung der Polymerfragmente zu optimieren, wurde in
dieser Arbeit ein 40 cm langes Polyacrylamid-Gel verwendet sowie die Laufzeit erhéht,
um eine effektivere Auftrennung der Hydrolyseprodukte Uber einen gréBeren Bereich
zu gewabhrleisten.

Bei der verbesserten Auftrennung (Abbildung 33) war nun zum ersten Mal erkennbar,
dass die Proben aus Sporen- und Myzelwdnden zum einen identische ZWG-
Fragmente aufwiesen sowie auch unterschiedliche. Im oberen Gelbereich wandern die
Polymerfragmente aus den Proben der Sporen und des Myzels auf gleicher Héhe
(griiner Rahmen), wobei in den Sporenwanden auch gréBere Fragmente (Pfeil) zu
erkennen sind, verglichen mit den Proben der Myzelwande.

Im unteren Bereich des Polyacrylamid-Gels unterschied sich das Bandenmuster der
ZWG aus Zellwanden des Myzels von dem der Sporen deutlich (roter Rahmen). Bei
den Proben aus den Myzelwanden sind die Abstande zwischen den Banden im
unteren Bereich des Polyacrylamid-Gels wesentlich gréBer als bei den Banden der
Sporenwénde. Das Bandenmuster der ZWG aus den Sporen entspricht allgemein
nicht der Erwartung, dass die Abstédnde zwischen den Banden nach unten hin zum Gel
immer gréBer werden. In der Mitte des Polyacrylamid-Gels ist auBBerdem zu erkennen,
dass die Banden der Sporenwdnde dicker ausgepragt sind als die Banden der
vegetativen Myzelwénde auf derselben Hbéhe des Polyacrylamid-Gels (blauer
Rahmen).
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Abbildung 33: Polyacrylamid-Gel mit angefarbten Zellwandglykopolymer-Fragmenten
(Bandenmuster). 10 mg isolierte Zellwande von vegetativem Myzel und Sporen von S. coelicolor M145
wurden 15 min hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden auf ein
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese ihrer GréBe nach aufgetrennt. Nach der
anschlieBenden kombinierten Farbung aus Alcianblau und Silbernitrat wurden die ZWG-Fragmente als
Bandenmuster im Polyacrylamid-Gel sichtbar.
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Dartber hinaus ist in dem Polyacrylamid-Gel (Abbildung 33) zu erkennen, dass die
Probe, welche ZWG aus Myzelwanden enthielt, mehr als 19 Banden aufweist. Es ist
sogar mdglich bis zu 28 unterschiedliche Banden aufzulésen. In der Probe der
Sporenwande waren sogar 36 Banden zahlbar. Allerdings deuten die entsprechenden
Bandenmuster darauf hin, dass sie durch Uberlagerung unterschiedlicher ZWG

zustande kommen.

4.1.5 Nachweis von Polydiglycosylphosphat im Polyacrylamid-Gel mittels HPLC-
MS in isolierten Zellwanden von Sporen und vegetativem Myzel

Sigle et al. (2016a) postulierten, dass es sich bei den sichtbaren Banden im
Polyacrylamid-Gel um PDP-Polymere unterschiedlicher Kettenlange handelte. Um
dies nachzuweisen, wurden Banden aus dem Polyacrylamid-Gel ausgeschnitten und
mittels Phosphat-Assay und HPLC-MS analysiert.

Flr dieses Experiment wurden 10 mg Sporen- und Myzelwande von S. coelicolor M145
fir 15 min hydrolysiert. Es wurden jeweils drei Proben angefertigt. AnschlieBend
wurden die Proben auf drei Polyacrylamid-Gele jeweils in zweifacher Ausfuhrung
aufgetragen. Mittels Gelelektrophorese wurden die Lysate, bestehend aus
unterschiedlich langen Zellwandglykopolymer-Fragmenten, der GréBe nach
aufgetrennt. Darauffolgend wurde jedes Polyacrylamid-Gel waagrecht in vier Teile
unterteilt.

Die erste Ausfiihrung der Proben war mit Bromphenolblau-Ladepuffer versetzt und
wurde mittels Alcianblau und Silbernitrat angefarbt (Abbildung 34). Sie diente zur
Visualisierung und Lokalisation der Banden. Die zweite Ausfihrung der Proben wurde
ohne Bromphenolblau aufgetragen. Die Gel-Fragmente blieben ungefarbt, um jegliche
Artefakte auszuschlieBen. Die ausgeschnittenen Gel-Fragmente wurden einzeln in
bidestilliertes Wasser eingelegt, um die darin eingeschlossenen Polymer-Fragmente
zu extrahieren. Der Uberstand wurde anschlieBend lyophilisiert. Nachfolgend wurden
die ersten drei Gel-Fragmente von jeder Probe erneut fir 75 min hydrolysiert, um die
langeren Polymer-Fragmente in ihre Untereinheiten zu zerlegen. AnschlieBend
erfolgte der Phosphat-Assay (Abbildung 35) und die HPLC-MS-Analyse (Abbildung
36).
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Abbildung 34: Polyacrylamid-Gele mit angefarbten Zellwandglykopolymer-Fragmenten. 10 mg isolierte
Zellwande von vegetativem Myzel und Sporen von S. coelicolor M145 wurden 15 min hydrolysiert, um ZWG
unterschiedlicher Kettenldnge zu erhalten. Die wasserléslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden
auf drei Polyacrylamid-Gele aufgetragen und mittels Gelelektrophorese ihrer GréBe nach aufgetrennt.
AnschlieBend wurde jedes Gel in vier waagrechte Teile unterteilt. Nach der kombinierten Farbung aus

Alcianblau und Silbernitrat wurden die ZWG-Fragmente als Bandenmuster in den Polyacrylamid-Gelen
sichtbar.
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Mit Hilfe des Phosphat-Assays wurde fir jedes Gel-Fragment der Phosphatgehalt
bestimmt (Abbildung 35). Gel-Fragmente, welche als Kontrolle dienten, enthielten
weder Hydrolysat noch Ladepuffer und liefen parallel leer mit. In diesen Kontroll-
Gelstiicken lieB sich kein Phosphat bzw. nur in Spuren detektieren. Dabei handelte es
sich vermutlich um Verunreinigungen, welche beim Ausschneiden der Gel-Fragmente
entstanden sind.

Alle vier Gel-Fragmente der Sporenproben wiesen einen niedrigen Phosphatgehalt
auf. Auffallend ist zudem, dass der Phosphatgehalt vom ersten Gel-Fragment (gréBere
Polymer-Fragmente) bis zum vierten Gel-Fragment (kleinere Polymer-Fragmente)
Uber die Lange des Polyacrylamid-Gels hinweg kontinuierlich sinkt (Abbildung 35). Im
Gegenteil dazu wurde in den vierten Gel-Fragmenten (unterer Gelbereich) der
Myzelproben (Abbildung 34, Myzelproben, Teil 4) eine deutlich hdhere
Phosphatmenge detektiert.

Isolierter Phosphatgehalt aus Gel-Fragmenten von Sporen- und Myzelwanden
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0,050 I i '

0,000 i (] - - I = i
#1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4

Gel-Fragmente mit isolierten Sporenwanden Gel-Fragmente mit isolierten Myzelwéanden  Kontrolle: Gel-Fragmente ohne Probe

Abbildung 35: Phosphatgehalt Giber die Lange eines Polyacrylamid-Gels [n= 3]. ZWG-Fragmente aus

den Zellwédnden des vegetativen Myzels und Sporen von S. coelicolor M145 wurden in zweifacher

Ausflhrung auf drei Polyacrylamid-Gele aufgetragen und mittels Gelelektrophorese ihrer GréBe nach

aufgetrennt. Jedes Polyacrylamid-Gel wurde in vier waagrechte Teile unterteilt. Die erste Ausflihrung der

Proben wurde mittels Alcianblau und Silbernitrat angeféarbt (Abbildung 34). Die zweite Ausfiihrung der

Proben wurde ungefarbt flir den Phosphat-Assay verwendet. Dieser detektierte im vierten Gel-Fragment

der Proben von den Myzelwanden den hdchsten Phosphatgehalt.
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Um zu untersuchen, ob das detektierte Phosphat auf das PDP-Polymer
zurtickzufUhren ist, wurden die Gel-Fragmente mittels HPLC-MS analysiert (Abbildung
36). Das PDP-Monomer ([M+H]* = 464,116) sowie das PDP-Dimer ([M+H]* = 909,215)
lieBen sich in der Probe der Myzelwande im dritten sowie im vierten Gel-Fragment
detektieren. Das vierte Gel-Fragment verfligte Gber den héchsten detektierbaren Wert
an PDP-Monomer. Damit ist gezeigt, dass die ZWG-Banden im unteren Gelbereich
auf PDP zurickzufihren sind.

Teil 1

Isolierte PDP-Monomere und -Dimere aus Gel-Fragmente von Sporen- und Myzelwanden
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Teil 4

Gel-Fragmente mit isolierten Sporenwinden Gel-Fragmente mit isolierten Myzelwanden  Kontrolle: Gel-Fragmente ohne Probe

B = PDP-Monomer [M+H]+ = 464,116  PDP-Dimer [M+H]+ = 909,215

Abbildung 36: Anteile an PDP-Monomer sowie PDP-Dimer tber die Lidnge eines Polyacrylamid-Gels

[n= 1]. (A) ZWG-Fragmente von Zellwéanden des vegetativen Myzels und von Sporen von S. coelicolor M145
wurden in zweifacher Ausfihrung auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und mittels Gelelekirophorese ihrer
GréBe nach aufgetrennt. Das gesamte Polyacrylamid-Gel wurde anschlieBend in vier waagrechte Teile unterteilt.
Die erste Ausflihrung der Proben wurde mittels Alcianblau und Silbernitrat angefarbt. (B) Die zweite Ausflihrung
der Proben blieb ungeférbt. Die sich in den Gel-Fragmenten befindlichen ZWG-Fragmente wurden extrahiert und
mittels HPLC-MS analysiert. Das PDP-Monomer wurden im vierten Gel-Fragment der Probe der Myzelwéande in
hohen Mengen nachgewiesen.

75



4. ERGEBNISSE

In der Probe der Sporenwénde lieBen sich im vierten Gel-Fragment die Massen eines
PDP-Monomers und des PDP-Dimers nur in Spuren detektieren, so dass man davon
ausgehen muss, dass die Banden der Sporenwand nicht auf PDP, sondern auf ein

phosphatfreies Polymer zuriickzufiihren sind.

4.1.6 Analyse weiterer sich im Polyacrylamid-Gel befindlicher Polymer-Massen
mittels HPLC-MS

Mit der beschriebenen Methode war es ebenfalls mdglich, weitere Massen im
Polyacrylamid-Gel mittels HPLC-MS zu detektieren (Abbildung 37). Diese Massen
lieBen sich aber keinen aus der Literatur bekannten Massen zuordnen, so dass sich

Uber die entsprechenden Molekile keine Aussagen machen lassen.

76



Intensitat [cps] Intensitat [cps] Intensitét [cps]

Intensitat [cps]

Sporenprobe Teil 1
4.0<104

3.0+104
2.0x104

1.0=10¢

o] T
9.6

Zeit [min]

Sporenprobe Teil 2
254104
2.0:104 il
1.5x10% [
1.0:10% ’ ‘
5,010 !

8.0 8.5 9.0 9.5
Zeit [min]

Sporenprobe Teil 3
8.0<10%

6.0 1044 { ‘\
A
4.0:101 I

{ \‘\
2,0:104] I A

]

EIC 415,138 [M+H]"
EIC 515.172 [M+H]"

EIC 310.15 [M+H]"
EIC 410.182 [M+H]"

EIC 510.216 [M+H]"

EIC 215.081 [M+H]"
EIC 379.208 [M+H]"

EIC 380.204 [M+H]"
EIC 509.265 [M+H]"
EIC 559.204 [M+H]"

10.0

EIC 344.228 [M+H]"
EIC 402.186 [M+H]"
EIC 415.264 [M+H]"
EIC 486.301. [M+H]"
EIC 531.242 [M+H]"
EIC 559202 [M+H]"

10 "

o4

8

Zeit [min]

Sporenprobe Teil 4
1.0-104

8.0:10%
6.0:10%

4.0.10%

\
20:103 ’\ I ﬂ\
. J A l

8.6 8.8 9.0 9.2

Zeit [min]

EIC 337.062 [M+H]"
EIC 629.151 [M+H]"
EIC 765.388 [M+H]"
EIC 921.242 [M+H]"
EIC 1024.502 [M+H]"
EIC 1290.591 [M+H]"

Teil 1

Intensitat [cps]

Agsnsnsnnnn

Teil 2

Intensitat [cps]

Teil 3

Intensitét [cps]

-
FE NN N NN NN NN NN NN NN NN NN RN NN NN I NN NN NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE PR nnnnn

Intensitat [cps]

Teil 4

MRssssEssEssEsEsssssEsssssEssssssssssssseeatNANAEAEEAREAEsAAS

Myzelprobe Teil 1

4. ERGEBNISSE

40:10% ~ EIC 315,106 [M+H]" Abbildung 37: Detektierte Polymer-
30104 ~— EIC 415,138 [M+H]" . . " .
0 — EIC 515,172 [M+H]' Massen Uber die Lange eines
20,104 EIC 310.15 [M+H]* . _ _
It e Polyacrylamid-Gels [n= 1]. ZWG
T.0-10% Fragmente von Zellwénden des vegetativen
" =m ia T0a me Myzels und von Sporen von S. coelicolor
Zeit [min] M145 wurden in zweifacher Ausfiihrung auf
Myzelprobe Teil 2 . .
" ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
8.010 — EIC 315.081 [M+H]" yacry g g
— /\/\ ~ EIC379.208 [M+H]" mittels Gelelektrophorese ihrer GréBe nach
’ f Ny — EIC 380.204 [M+H]" .
s . / \ — mcaozissmeny  aufgetrennt. Das gesamte Polyacrylamid-
» — EIC 509.265 [M+H]" . . .
20105 ~ mcssrzepen  G€1 wurde in - vier waagrechte Teile
ol L\ EesszamMe”  ynterteilt. Die erste Ausfiihrung der Proben
8.0 85 9.0 95 10.0 . . . .
Zeit mir] wurde mittels Alcianblau und Silbernitrat
Myzelprobe Teil3 angefarbt (Gel). Die zweite Ausflihrung der
i — EIC 315106 [M+H]" . ..
RO Ecsazzomery  Proben wurde ungefarbt fur HPLC-MS-
6.0:10% — EIC 395,185 [M+H]"
Iﬂ,‘ . e Analysen verwendet (Chromatogramme).
4.0:10% | — EIC 415138 [M+H]"
il — EIC 486.304 [M+H]"
20108 H‘ ~ EIC 531.245 [M+H]"
— C +
ol ) | 1\ . : A EIC 557.341 [M+H]
9 10 1" 12
Zeit [min]
Myzelprobe Teil 4
6.0:104 EIC PDP - H,O[M+H]" = 446.106
— EIC PDP [M+H]'= 464.116
40.10% — EIC (PDP), [M+H]"= 909.215
2.0:104

Zeit [min]

77



4. ERGEBNISSE

4.2 Rolle der mutmaBlichen CDP-Glycerol:Glycerophosphat
Glycerophosphotransferase SC02997 an der Zellwandglykopolymer-
Synthese

SC02997 liegt im Zellwandglykopolymer-Cluster Il (Abbildung 13) und kodiert eine der
sechs CDP-Glycerol:Glycerophosphat Glycerophosphotransferasen von S. coelicolor.
Auf Grund der genetischen Organisation wurde SC02997 als tagF-Homolog
bezeichnet (Kleinschnitz et al. 2011b). TagF ist bei Bacillus subtilis fir die
Polymerisation von Polyglycerolphosphat-Ketten wahrend der Synthese von
Wandteichonsauren verantwortlich (Pooley et al. 1992; Schertzer und Brown 2003).
2011 beschrieben Kleinschnitz et al. eine knock out Mutante (ASC02997) und flhrten
eine erste morphologische Charakterisierung durch (Kleinschnitz et al. 2011b). Im
Rahmen dieser Arbeit sollte die ZWG-Zusammensetzung der Mutante naher

charakterisiert werden.

4.2.1 Relative Verteilung von Peptidoglykan und Zellwandglykopolymeren in
isolierten Sporen- und Myzelwéanden bei ASC02997 und ASC0O2997::pSET2997

Die Verteilung von Peptidoglykan und Zellwandglykopolymeren der Mutante
ASCO02997 wurde bestimmt und mit der des Wildtyps M145 und der komplementierten
Mutante ASCO2997::.pSET2997 verglichen. Fur die Untersuchungen wurden jeweils
10 mg isolierte Sporen- und Myzelwande fir 90 min hydrolysiert. Das Peptidoglykan
blieb als Pellet zurlick und wurde nach der Hydrolyse lyophilisiert und anschlieBend
gewogen. Das lyophilisierte Peptidoglykan wurde anschlieBend danach prozentual zu
der urspringlich eingesetzten Menge an Zellwanden berechnet.

Bei den Myzelwanden wurden beim Wildtyp M145 35 % Zellwandglykopolymere
abhydrolysiert. Die Mutante ASC02997 wies mit 37 9% abhydrolysierten
Zellwandglykopolymeren ein dhnliches Niveau auf wie der Wildtyp M145 (Abbildung
38). Bei den Sporenwéanden wurden beim Wildtyp M145 20 % Zellwandglykopolymere
abhydrolysiert. Bei der Mutante ASC0O2997 war der Zellwandglykopolymer-Gehalt mit
18 % leicht reduziert und wurde durch die genetische Komplementation mit 25 % sogar
Uber das Wildtyp Niveau erhéht.
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Relative Verteilung von PG und ZWG in Sporen- und Myzelwanden
beim Wildtyp M145 und ASC0O2997
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Abbildung 38: Anteil an Peptidoglykan (unterer Anteill und abgespaltenen
Zellwandglykopolymeren (oberer Anteil) in Sporen- und Myzelwédnden beim Wildtyp M145, der
Mutante ASC02997 und der genetischen Komplementation ASC02997::pSET2997 (S. coelicolor)
[n=5]. 10 mg (= 100 %) isolierte Sporen- und Myzelwande wurden fiir 90 min hydrolysiert. AnschlieBend
wurde das Pellet (PG) gewogen und prozentual verrechnet. Es besteht zwischen dem Wildtyp und der
Mutante ASC02997 kein auffallender Unterschied den ZWG-Anteil betreffend (Mann-Whitney Test,
*** = p<0,05).

4.2.2 Quantifizierung von Zellwandglykopolymeren bei isolierten Zellwanden
von Sporen und vegetativem Myzel von ASC02997 und ASCO2997::pSET2997

Um ein besseres Verstandnis Uber die Zellwandzusammensetzung der Mutante
ASCO02997 zu erhalten, wurden Zellwandhydrolysate bezlglich Phosphat-,
Hexosamin- und Kdn-Gehalt hin untersucht.

Fir die Assays wurden Myzel- sowie Sporenwande des Wildtyps M145, der Mutante
ASCO02997 wund der genetischen Komplementation ASC02997::pSET2997
verwendet. Die Zellwande wurden fir 90 min hydrolysiert. Die sich im Uberstand
befindlichen abgespalteten Zellwandglykopolymere wurden anschlieBend fir die
entsprechenden Assays verwendet.
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4.2.2.1 Phosphat-Assay

In den Sporenwanden war der Phosphatgehalt in der Mutante ASC02997 gegeniber
dem des Wildtyps M145 um 12 % Kkleiner (Abbildung 39). Die genetische
Komplementation der Mutante ASC0O2997 konnte den reduzierten Phosphatgehalt

nicht komplementieren.
In den Myzelwanden verfugte die Mutante ASC0O2997 dagegen Uber einen erhdhten
Phosphatgehalt von 9 % im Vergleich zum Wildtyp M145. Durch die genetische

Komplementation wurde dieser wieder gesenki.

Phosphatgehalt in Sporen- und Myzelwanden
beim Wildtyp M145 und ASC0O2997
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Abbildung 39: Phosphatgehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwdnden von Sporen
und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutante ASC02997 und der genetischen
Komplementation ASC02997::pSET2997 (S. coelicolor) [n= 5]. 10 mg isolierte Sporen- und
Myzelwénde wurden fiir 90 min hydrolysiert. Die wasserléslichen sich im Uberstand befindenden ZWG
wurden fiir den Phosphat-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Phosphat wird in nmol/ mg
angegeben. In der Mutante ASC02997 sowie in der Komplementation ASC0O2997::pSET2997 ist der
Anteil an ZWG in den Sporenwéanden gegeniber dem Anteil im Wildtyp M145 reduziert. In Myzelwénden
dagegen ist bei der Mutante ASC02997 der Anteil an ZWG erhéht (Mann-Whitney Test, ** = p < 0,05).
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4.2.2.2 Hexosamin-Assay

Der Hexosamingehalt in den Sporenwanden der Mutante ASC02997 ist um 18 %
kleiner als der des Wildtyps M145 (Abbildung 40). Die genetische Komplementation
von ASCO02997 kann diesen unverstandlicherweise nicht erhohen. Der
Phosphatgehalt ist sogar um 36 % kleiner als beim Wildtyp M145.

In den Myzelwanden weist die Mutante ASC02997 dagegen Uber einen hdheren
Hexosamingehalt von 17 % im Vergleich zum Wildtyp M145 auf. Die Komplementation
der Mutante senkt den Hexosamingehalt wieder auf das Niveau des Wildtyps M145.

Hexosamingehalt in Sporen- und Myzelwanden
beim Wildtyp M145 und ASCO2997
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Abbildung 40: Hexosamingehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwdnden von Sporen
und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutante ASC02997 und der genetischen
Komplementation ASC02997::pSET2997 (S. coelicolor) [n= 5]. 10 mg isolierte Sporen- und
Myzelwénde wurden fiir 90 min hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG
wurden fir den Hexosamin-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Phosphat wird in nmol/ mg
angegeben. In der Mutante ASC02997 sowie in der Komplementation ASC02997::pSET2997 ist der
Anteil an ZWG in den Sporenwanden gegenuber dem Anteil im Wildtyp M145 reduziert. In den
Myzelwénden dagegen ist bei der Mutante ASC02997 der Anteil an ZWG erhéht (Mann-Whitney Test,
** = p<0,05).
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4.2.2.3 Kdn-Assay

Der Kdn-Gehalt ist in der Mutante ASC02997 nicht beeintrachtigt und liegt in den
Sporen- sowie in den Myzelwanden auf dhnlichem Niveau wie beim Wildtyp M145
(Abbildung 41). Die genetische Komplementation von ASC0O2997 zeigte jedoch in den
Myzelwanden unerklarlicherweise eine Reduktion von 17 % im Kdn-Gehalt gegentber
dem des Wildtyps M145.

Kdn-Gehalt in Sporen- und Myzelwanden beim Wildtyp M145 und ASC0O2997
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Abbildung 41: Kdn-Gehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwdnden von Sporen und
vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutante ASCO02997 und der genetischen
Komplementation ASC02997::pSET2997 (S. coelicolor) [n= 5]. 5 mg isolierte Sporen- und
Myzelwénde wurden fiir 90 min hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG
wurden fiir den Kdn-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Phosphat wird in nmol/ mg angegeben.
In Sporen- sowie in Myzelwdnden zeigen die Mutante ASC02997 und die Komplementation
ASC02997::pSET2997 eine geringe Reduktion im Kdn-Gehalt im Vergleich zum Kdn-Gehalt im Wildtyp
M145 (Mann-Whitney Test, *, ** = p < 0,05).

Zusammenfassend l&asst sich erkennen, dass die Mutation in dem Gen SC02997
keinen bedeutenden Einfluss hat auf den Phosphat-, Hexosamin- und Kdn-Gehalt in
Myzel- sowie Sporenwénden.
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4.2.3 HPLC-MS Analysen zur Bestimmung der relativen Verteilung der
Zellwandglykopolymere Polydiglycosylphosphat und Kdn-Teichulosonséaure in
ASCO02997 und ASC02997::pSET2997

Die Verteilung der beiden Polymere PDP und Kdn-Teichulosonsaure, welche ans PG
verankert sind, wurde mittels HPLC-MS analysiert. Hierflr wurden die Myzel- sowie
Sporenwéande des Wildtyps M145 und der Mutante ASC0O2997 einschlieBlich der
genetischer Komplementation ASCO2997::pSET2997 hydrolysiert und analysiert.

Zwischen dem Wildtyp M145, der Mutante ASCO02997 und der genetischen
Komplementation ASCO02997:.pSET2997 lieBen sich keine nennenswerten
Unterschiede bezlglich des PDP-Gehalts feststellen (Abbildung 42). Die Mutante
ASCO02997 sowie die Komplementation besalBen einen vergleichbaren Anteil an PDP-

Monomer und -Dimer wie der Wildtyp M145.

In den Sporenwanden verfligte die Mutante ASCO02997 1,8 x mehr an Kdn-
Teichulosonsdure mit GIcNAc-Rest als der Wildtyp M145 (Abbildung 43). Die
genetische Komplementation wies allerdings ebenfalls einen erhéhten Anteil auf. In
den Zellwanden des vegetativen Myzels wies die Mutante keine nennenswerten
Unterschiede beziglich der Anteile an Kdn-Teichulosonsdure im Vergleich zum
Wildtyp M145 auf.
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Verteilung der PDP-Monomere/ -Dimere in Sporen- und Myzelwé&nden beim Wildtyp M145 und ASC0O2997
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u PDP-Monomer [M+H]+ = 464,116 u PDP-Dimer [M+H]+ = 909,215

Abbildung 42: Verteilung von Polydiglycosylphosphat (Monomer und Dimer) in Zellwdnden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der
Mutante ASC02997 und der genetischen Komplementationen ASC02997::pSET2997 (S. coelicolor) [n= 3]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwande wurden
fiir 5 min hydrolysiert. Die Myzelproben wurden zusétzlich 1:20 mit ddH20 verdiinnt. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden mittels
HPLC-MS analysiert. Blau: PDP-Monomer ([M+H]* = 464,116), Orange: PDP-Dimer ([M+H]* = 909,215). Im Vergleich zum Wildtyp M145 sind die Anteile an PDP-
Monomer und -Dimer in der Mutante ASC0O2997, in den Sporen- sowie Myzelwanden, unverandert.
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Verteilung der Kdn-Teichulosonsaure (Monomer) in Sporen- und Myzelwanden beim Wildtyp M145 und ASC0O2997
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Abbildung 43: Verteilung des Kdn-Teichulosonsaure-Monomers in Zellwdnden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutante
ASC02997 und der genetischen Komplementationen ASC02997::pSET2997 (S. coelicolor) [n= 3]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwéande wurden fir 5 min
hydrolysiert. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden mittels HPLC-MS analysiert. Gelb: Kdn-H ([M+H]* = 431,141), Blau: Kdn-Chs ([M+H]*
= 445,155), Grin: Kdn-GIcNAc ([M+H]* = 634,219). Die Anteile des Kdn-Teichulosonsaure-Monomers zeigen bei der Mutante ASC0O2997 in Sporen- sowie in
Myzelwanden keine auffalligen Unterschiede gegeniiber den Anteilen im Wildtyp M145.
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4.2.4 Einfluss der Mutation in dem Gen SCO02997 auf die Kettenlange von
Zellwandglykopolymeren in isolierten Zellwéanden von Sporen und vegetativem
Myzel

2016 postulierten Sigle et al., dass es sich bei dem Bandenmuster im Polyacrylamid-
Gel um Fragmente des PDP-Polymers handelt (Sigle et al. 2016b). Die Ergebnisse der
vorangegangenen Kapitel 4.1.4 und 4.1.5, deuten darauf hin, dass es sich bei den
Banden auch um ein oder mehrere andere Polymere handeln kénnte.

Um Unterschiede aufzudecken, welche die Kettenlange von PDP oder anderer
Polymere betreffen, wurden die ZWG aus den Zellwéanden des Wildtyp M145 sowie
der Mutante ASC0O2997 mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
aufgetrennten ZWG aus Myzel- und Sporenwanden waren im Polyacrylamid-Gel zu
erkennen (Abbildung 44). Die ZWG der Mutante sind immer mit dem Wildtyp M145 aus
demselben Polyacrylamid-Gel abgebildet.

Das Bandenmuster der ZWG aus dem vegetativen Myzel vom Wildtyp M145 und der
Mutante ASC0O2997 ist nahezu identisch.

Bei den ZWG aus den Sporenwanden lassen sich dagegen Unterschiede im
Bandenmuster zwischen dem Wildtyp M145 und der Mutante ASCO2997 erkennen.
Im oberen Bereich des Polyacrylamid-Gels lassen sich beim Wildtyp M145 mehrere
klare Banden erkennen. Bei ASC02997 sind diese eher als Schmier sichtbar (roter
Rahmen). Dieser Bereich deutet auf eine unzureichende Auftrennung hin. Dies kdnnte
auf Uberladung des Gels durch einen erhdhten Anteil an Polymer-Fragmenten dieser
GroBe zuruckzufuhren sein. Alternativ kdénnte der Schmier auch durch ein
unbekanntes Zellwandpolymer, welches sich mit den milden Hydrolysebedingungen
nicht in seine Bestandteile zerlegen lasst, verursacht werden.

Der mittlere Bereich des Polyacrylamid-Gels bei den Proben der Sporenwénde zeigt
ein weiteres Detail (blauer Rahmen). Das Bandenmuster der Mutante ASC02997
verflgt GUber mehrere Banden in kleineren Abstdnden. Vergleicht man die Mutante
ASCO02997 mit der Probe des Wildtyps M145 aus der Mitte, so lasst sich auch hier
keine vollstandige Ubereinstimmung des Bandenmusters erkennen. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die Mutante ASCO0O2997 UUber ein weiteres
Zellwandglykopolymer verfligt.

Der untere Bereich des Polyacrylamid-Gels bei der Probe der Sporenwéande ist beim
Wildtyp M145 sowie bei der Mutante ASC0O2997 nahezu identisch.
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Abbildung 44: Polyacrylamid-Gel mit angeféarbten
Zellwandglykopolymer-Fragmenten vom Wildtyp M145 und

 der Mutante ASC02997 (S. coelicolor). 10 mg isolierte Sporen-

und Myzelwande wurden 15 min hydrolysiert. Die wasserldslichen

b sich im Uberstand befindenden ZWG wurden auf ein

Polyacrylamid-Gel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese
ihnrer GroBe nach aufgetrennt. Nach der anschlieBenden
kombinierten Férbung aus Alcianblau und Silbernitrat wurden die
ZWG-Fragmente als Bandenmuster im Polyacrylamid-Gel
sichtbar.
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4.3 Charakterisierung der Mutationen in den Genen SCO02578,
SC02589-2590 und SC0O2594, die vermutlich an der Biosynthese von
Zellwandglykopolymeren beteiligt sind

Die Gene SC02578, SC02589-90 und SCO2594 liegen gemeinsam im
Zellwandglykopolymer-Cluster | (Abbildung 13). Das Gen SC0O2578 kodiert ein TagV-
ahnliches LCP Protein, das urspringlich beim Bacterial two-Hybrid Screening einer S.
coelicolor Genbank auf Interaktionspartner von MreC identifiziert wurde (Kleinschnitz
et al. 2011a). Da SCO2578 Interaktionen mit anderen Proteinen des Strepfomyces
Spore Wall Synthesizing Complex (MreC, MreD, Sfr(RodA), PBP2, Ftsl, RodZ,
SC0O2584) zeigte, wurde vermutet, dass es mdglicherweise ebenfalls an der Synthese
der Sporenhtille beteiligt ist. Die Inaktivierung von SCO2578 flihrte zu einer aberranten
Sporulation, reduziertem Phosphatgehalt in der Zellhille und zur Beeintrachtigung der
Integritat der Sporenhdlle (Sigle et al. 2016b).

SC0O2589 und SC0O2590 kodieren CDP-Glycerol:Glycerophosphat Glycerophospho-
transferasen. Die genomische Organisation legt nahe, dass SCO2589 und SC0O2590
ein Zellwandglykopolymer polymerisieren, welches dann durch SC0O2578 an das
Peptidoglykan angeheftet wird. Bis jetzt wurden die beiden Gene SC0O2589 und
SCO2590 nicht charakterisiert.

Bei SC0O2594 und SCO2592 handelt es sich laut BLAST-Analysen um putative
Exopolysaccharid-Phosphotransferasen von  Streptomyces coelicolor M145.
SC02594 bildet zusammen mit SCO2593 und SC0O2592 ein Operon. Der Promotor
befindet sich vor dem Gen SC0O2594. Darlber hinaus besitzen die Gene SC0O2594
und SCO2593 Uberlappende Start- und Stopcodons (...GAC TGATG AAA...) und
weisen somit eine translationale Kopplung auf. Die Mutante SC0O2594::TnpHL734 von
SC02594 wurde im Rahmen einer Transposon-Mutagenese von S. coelicolor M145
aufgrund einer veranderten Koloniemorphologie isoliert (Schmid 2019; Vollmer et al.
2019).
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4.3.1 Bestimmung der GroBe der Bakterienkolonien in Abhangigkeit zu
steigender Salzkonzentration

S. coelicolor Mutanten weisen haufig eine erhdhte Empfindlichkeit gegentiber hohen
Osmolaritaten auf, wenn die Integritat der Zellwand beeintréachtigt ist (Sigle et al. 2015).
Um ein erstes Indiz zu erhalten, ob die drei Mutanten ASC0O2578, ASC02589-90 und
SC02594::TnpHL734 an der Synthese der Zellhille beteiligt sind, wurden sie auf LB-
Agar mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen wachsen gelassen. AnschlieBend
wurde die GroéBe der Einzelkolonien der Bakterien bestimmt.

Die Kolonien der Mutanten ASC0O2578 und SC02594::TnpHL734 waren bereits auf
LB-Agar ohne zusatzliche Salzkonzentration kleiner als die Kolonien des Wildtyps
M145. Bei SCO2594::TnpHL734 war die GréBe der Kolonien um 35 % reduziert.
Dagegen waren die Kolonien der Mutante ASC02589-90 um 8 % gréBer als die des
Wildtyps M145.

Mit steigender Salzkonzentration nahm die GréBe der Kolonien des Wildtyps M145
sowie der Mutanten ab (Abbildung 45). Besonders ausgepragt war die Empfindlichkeit
der Mutante ASCO2578, die bei zusatzlichen 6 % NaCl nicht mehr wachsen konnte.
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GroBe der Bakterienkolonien des Wildtyps M145 und der Mutanten ASC0O2578,
ASC02589-90 und SCO2594::TnpHL734 unter verschiedenen Salzkonzentrationen
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Abbildung 45: Bestimmung der GréBe der Bakterienkolonien in Abhéngigkeit zu steigender
Salzkonzentration beim Wildtyp M145 und bei den Mutanten ASC02578, ASC02589-90 und
SC02594::TnpHL734 (S. coelicolor) [n= 5]. Es wurden jeweils 102 Sporen auf LB-Agar sowie auf LB-Agar

mit zusatzlichen 3 % und 6 % NaCl ausgestrichen und anschlieBend bei 29 °C fiir 6 Tage wachsen gelassen.

AnschlieBend wurde die Flache der Bakterienkolonien berechnet [mm?2]. Auf LB-Agar ohne zusétzliche
Salzkonzentration weist die Mutante ASC02589-90 gréBere Bakterienkolonien auf als der Wildtyp M145.
Die beiden Mutanten ASC02578 und SC02594:: TnpHL734 verfligen auf LB-Agar ohne zusatzliche
Salzkonzentration und auf LB-Agar mit zusatzlichen 3 % NaCl Uber kleinere Bakterienkolonien als der
Wildtyp M145. Die Mutante ASC0O2578 kann des Weiteren auf LB-Agar mit zusatzlichen 6 % NaCl

Uberhaupt nicht wachsen (Mann-Whitney Test, ** = p < 0,05).

4.3.2 Morphologische Charakterisierung der Mutante SC02594::TnpHL734

4.3.2.1 Koloniemorphologie auf Agarplatten

Im Vergleich zum Wildtyp M145 und den Mutanten ASC02578 und ASC02589-90,
waren die Kolonien der Mutante SC0O2594::TnpHL734 deutlich kleiner (Abbildung 45,
Abbildung 46). Aus diesem Grund wurden speziell bei der Mutante

SCO02594::TnpHL734 weitere Versuche zur morphologischen Charakterisierung
durchgeflhrt.
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Nach 3 Tagen auf LB-Agar war der GréBenunterschied der Kolonien zwischen dem
Wildtyp M145 und der Mutante SCO2594::TnpHL734 bereits zu erkennen (Abbildung
46 A). Die Kolonien der genetischen Komplementation waren in Hinblick auf die GréBe
mit denen des Wildtyps M145 vergleichbar, folglich wurde der Defekt vollstédndig

komplementiert.

Wildtyp M145

SCO2594::TnpHL734

@ wildtyp M145

@ SC02594::TnpHL734 (+pSET2594)

® sSC02594:TnpHL734

Abbildung 46: Vergleich der GroBe der Bakterienkolonien zwischen dem Wildtyp M145 und der
Mutante SC02594::TnpHL734 von S. coelicolor. (A) Es wurden jeweils 102 Sporen auf 1/3 einer LB-
Agar ausgestrichen und anschlieBend bei 29 °C fir 3 Tage wachsen gelassen. Die Kolonien der
Mutante SC0O2594::TnpHL734 sind im Vergleich zu denen des Wildtyps M145 deutlich kleiner. (B) Es
wurden jeweils 102 Sporen auf einer halben quadratischen Petrischale mit LB-Agar ausgestrichen und
anschlieBend bei 29 °C fiir 6 Tage wachsen gelassen. Die Kolonien unterscheiden sich in ihrer GroBRe

sowie in ihrem Aussehen von denen des Wildtyps M145 (MaBBstab= 1 mm).

Nach 6 tagigen Wachstum zeigte sich mit Hilfe eines Stereomikroskops, dass das
Aussehen der Kolonien sich von dem des Wildtyps M145 unterscheidet. Die Kolonien
des Wildtyps M145 besafBen eine glatte und gleichférmig geformte Oberflache. Die
Kolonien der Mutante SC0O2594::TnpHL734 bildeten dagegen einen auBeren leicht

erhdéhten Kranz (Abbildung 46 B)
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4.3.2.2 Wachstumsverhalten auf Ibidi-Dishs

Um den morphologischen Defekt der SC02594:: TnpHL734 Mutante ndher zu
untersuchen, wurde SC0O2594::TnpHL734 auf Ibidi-Dishs (Abbildung 47) kultiviert und
unterm Phasenkontrastmikroskop betrachtet.

Dabei zeigte sich, dass das vegetative Myzel der auf den lbidi-Dishs gebildeten
Mikrokolonien wesentlich dichter und kompakter strukturiert war, verglichen mit dem
des Wildtyps M145 sowie der komplementierten Mutante SC02594::TnpHL734
(+pSET2594) (Abbildung 47 A).

Bei 400-facher VergréBerung (Objektiv x40) lieBen sich erste Details des abnormalen
Wachstums erkennen. Der Wildtyp M145 bildete lockere Minikolonien, aus denen
lange, kaum verzweigte Hyphen herauswuchsen. Im Gegensatz dazu waren die
Kolonien der Mutante SC02594::TnpHL734 sehr viel kompakter und dichter. Zudem
wuchsen keine Hyphen heraus. Die genetische Komplementation
SC02594::TnpHL734 (+pSET2594) unterschied sich nicht vom Wildtyp M145.

Bei 1000-fachen VergréBerung (Objektiv x100) war der morphologische Defekt noch
deutlicher zu erkennen. Das Langenwachstums der Mutante SC0O2594:: TnpHL734
war drastisch reduziert und die Hyphen verzweigten haufiger, oft schon direkt an der
Hyphenspitze. Darlber hinaus waren die Hyphen verkurzt, teilweise geschwollen und
zum Teil auch lysiert (Abbildung 47 B). Dies fuhrte zum kompakten Erscheinungsbild
der Pellets.
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A
Vergrofierung x 100 x 400 x 1000

Wildtyp M145

SC02594:: TnpHL734

SC0O2594:: TnpHL734
(+pSET2594)

B
SC02594:: TnpHL734

Abbildung 47: Morphologie des Wildtyps M145, der Mutante SCO02594::TnpHL734 und der
genetischen Komplementation SC02594::TnpHL734 (+pSET2594) von S. coelicolor (MaBstab=
5 um). Die Bakterienkolonien wuchsen flir 40 Stunden bei 29 °C (Ibidi Dish Methode) und wurden
anschlieBend mit Hilfe eines Mikroskop untersucht. (A) Die Morphologie der Kolonien wurde unter
verschiedenen VergréBerungen betrachtet. Die Mutante SC02594:: TnpHL734 scheint Uber ein
kompakteres Wachstum zu verfliigen. (B) Des Weiteren weist die Mutante SC02594:: TnpHL734 bei
naherer Betrachtung ein abnormales Wachstum auf bezlglich des Spitzenwachstums.

93



4. ERGEBNISSE

4.3.2.3 Erhdhte Vancomycinresistenz bei der Mutante SC02594::TnpHL734

S. coelicolor Mutanten, die einen Defekt in der Zellhllle aufweisen, sind haufig
empfindlicher gegen das Glykopeptid-Antibiotikum Vancomycin. Um dies bei der
Mutante SC02594::TnpHL734 naher zu betrachten, wurden 5 x 10% Sporen des
Wildtyps M145, der Mutante SCO02594:: TnpHL734 und der genetischen
Komplementation SCO02594::TnpHL734 (+pSET2594) auf einer LB-Agar-Platte
ausgestrichen und mit einem Antibiotika-Testplattchen mit 5 ug Vancomycin versehen.
Nach 3 Tagen wurden die Hemmhéfe ausgemessen. Wahrend der Wildtyp M145 einen
Hemmbhof ausbildete, erwies sich die Mutante SC02594:: TnpHL734 als resistent
gegenldber 5 pg Vancomycin (Abbildung 48). Die komplementierte Mutante
SCO02594:: TnpHL734 (+pSET2594) war sogar noch empfindlicher als der Wildtyp
M145 und wies einen um 72 % gréBeren Hemmhof auf (Abbildung 49).

Jeweils 1/3 einer LB-Agar-Platte wurde

mit 5 x 10° Sporen innokuliert und mit
einem Vancomycin-Testplattchen (5 ug)

versehen.

@ wildtyp M145
@ SC02594::TnpHL734 (+pSET2594)

® SC02594::TnpHL734

Abbildung 48: Hemmhoftest beim Wildtyp M145, bei SC02594::TnpHL734 und
SC02594::TnpHL734 (+pSET2594) von S. coelicolor. Es wurden jeweils 5 x 10% Sporen auf 1/3
einer LB-Platte ausgestrichen und anschlieBend mit einem Vancomycin-Testplattchen (5 ug) versehen.
Nach 3 Tagen bei 29 °C wurde der Hemmhof ermittelt. Nur die Mutante SC0O2594::TnpHL734 wies
eine Residenz gegeniber Vancomycin auf.

94



4. ERGEBNISSE

Hemmbhoftest mit Vancomycin [5 pg] beim Wildtyp M145,
SC02594::TnpHL734 und SCO2594::TnpHL734 (+pSET2594)
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(+pSET2594)

Abbildung 49: GréBe der Hemmhofe beim Wildtyp M145, bei SC02594::TnpHL734 und
SC02594::TnpHL734 (+pSET2594) von S. coelicolor [n= 5]. Der Hemmhoftest wurde mit Vancomycin-
Testplattchen (5 pg) durchgefiihrt. Es wurden jeweils 5 x 10% Sporen auf 1/3 einer LB-Platte ausgestrichen
und mit jeweils einem Testplattchen versehen. Nach 3 Tagen bei 29 °C wurde der Hemmhof
ausgemessen. Die Mutante SC0O2594::TnpHL734 bildete keinen Hemmhof aus und war Vancomycin
gegenlber resistent (Mann-Whitney Test, ** = p < 0,05).

4.3.3 Relative Verteilung von Peptidoglykan und Zellwandglykopolymeren in
isolierten Sporen- und Myzelwanden in ASCO02578, ASCO02589-90 und
SC02594::TnpHL734

Die Mutanten ASC0O2578, ASC02589-90 und SCO2594:: TnpHL734 sowie deren
genetische Komplementationen wurden auf ihre relative Verteilung von Peptidoglykan
und Zellwandglykopolymeren untersucht.

Bei den Sporenwédnden des Wildtyps M145 wurden 20 % ZWG abhydrolysiert
(Abbildung 50 A). In der Mutante ASCO2578 waren es dagegen 25 % abgespaltene
ZWG. Dies bedeutet, dass ASC0O2578 Uber einen héheren Anteil an ZWG verfligt.
Durch die genetische Komplementation sank dieser Wert wieder auf 17 %.

Die Doppelmutante ASC0O2589-2590 wies hingegen mit 14 % abspaltbarer ZWG einen
deutlich niedrigeren Wert als der Wildtyp M145 auf. Die genetische Komplementation
erhdhte den Anteil an ZWG wieder auf Wildtyp Niveau.

Auch die Mutante SC02594::TnpHL734 verfligte in den Sporenwanden Uber einen
geringfligig reduzierten Anteil (16 %) an ZWG. Dieser Anteil wurde durch die

genetische Komplementation mit 19 % wieder auf Wildtyp-Niveau angehoben.
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Bei den vegetativen Myzelwanden zeigte sich ein anderes Bild (Abbildung 50 B).
Waéhrend die Myzelwdnde des Wildtyps M145 35 % abhydrolysierbare ZWG
enthielten, konnten bei der Mutante ASC0O2578 nur 27 % ZWG abgespalten werden.
Dies weist auf einen reduzierten ZWG-Gehalt im vegetativen Myzel hin. Durch die
genetische Komplementation wurde der ZWG-Gehalt wieder auf 30 % erhdht. Auch
die Doppelmutante ASC0O2589-2590 wies mit 31 % einen niedrigeren ZWG-Gehalt
auf. Durch die genetische Komplementation wurde der ZWG-Gehalt mit 35 % wieder
auf Wildtyp Niveau erhéht. In der Mutante SC0O2594::TnpHL734 war dagegen der
Anteil an ZWG sogar héher als im Wildtyp M145. Es wurden in der Mutante 41 % ZWG
abhydrolysiert. Die genetische Komplementation senkte den ZWG-Gehalt wieder auf
34 %, was beinahe dem Gehalt im Wildtyp M145 entsprach.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die Gene SC0O2578, SC0O2589-90 und
SC02594 einen zwar nachweisbaren, aber doch relativ geringen Einfluss auf die ZWG

-Zusammensetzung in Sporen- und Myzelwanden haben.
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A Relative Verteilung von PG und ZWG in Sporenwéanden beim Wildtyp M145,
ASCO2578, ASC0O2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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B Relative Verteilung von PG und ZWG in Myzelwanden beim Wildtyp M145,
ASCO2578, ASCO2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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Abbildung 50: Anteil an Peptidoglykan (unterer Anteil) und abgespaltenen Zellwandglykopolymeren (oberer Anteil) in Sporen- und Myzelwédnden beim Wildtyp M145, den
Mutanten ASC02578, ASC02589-90 und SC02594::TnpHL734 und deren genetischen Komplementationen (S. coelicolor) [n= 5]. 10 mg (= 100 %) isolierte Sporen- und
Myzelwande wurden fir 90 min hydrolysiert. AnschlieBend wurde das Pellet (PG) gewogen und prozentual verrechnet. (A) In den Sporenwéanden ist der Anteil an ZWG in der Mutante
ASCO2578 hoher als es im Wildtyp M145 der Fall ist. In den beiden Mutanten ASC02589-90 und SCO2594::TnpHL734 ist der ZWG-Gehalt reduziert. (B) In den Myzelwéanden ist der
Anteil an ZWG in der Mutante SC02594::TnpHL734 dagegen erhéht und in der Mutante ASC0O2578 reduziert gegeniiber dem Anteil im Wildtyp M145 (Mann-Whitney Test, ** = p < 0,05).
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4.3.4 Quantifizierung von Zellwandglykopolymeren bei isolierten Zellwanden
von Sporen und vegetativem Myzel von ASCO2578, ASCO2589-90 und
SC02594::TnpHL734

Um zu prifen, ob die beobachteten Unterschiede im Zellwandglykopolymer-Gehalt der
Mutanten auf ein spezifisches Polymer zurlckzuflhren sind, wurden
Zellwandhydrolysate bezlglich des Phosphat-, Hexosamin- und Kdn-Gehalts hin

untersucht.

4.3.4.1 Phosphat-Assay

In den Sporenwanden des Wildtyps M145 wurden 130,20 nmol/ mg Phosphat
detektiert (Abbildung 51 A). Die beiden Mutanten ASC02578 (116,29 nmol/ mg) und
ASC02589-90 (112,58 nmol/ mg) wiesen einen leicht verringerten Phosphatgehalt auf.
Die genetische Komplementation ASC02578::pRM2578c (118,64 nmol/ mg) zeigte
keinen Effekt. Bei der genetischen Komplementation ASC02589-90::pSET2589-90
(135,95 nmol/ mg) war der Phosphatgehalt unverstandlicherweise sogar noch héher
als beim Wildtyp M145. Die Mutante SC02594::TnpHL734 verfugte mit 123,17 nmol/
mg Uber ein ahnliches Niveau wie der Wildtyp M145.

In den Myzelwéanden des Wildtyps M145 wurden 199,91 nmol/ mg Phosphat detektiert
(Abbildung 51 B). In der Mutante ASC0O2578 war der Gehalt um 15 % (170,37 nmol/
mg) geringer als beim Wildtyp M145 und wurde z.T. komplementiert (190,43 nmol/
mg). Der Phosphatgehalt der ASC0O2589-90 Mutante (201,61 nmol/ mg), bzw. der
komplementierten Mutante ASC02589-90::.pSET2589-90 (200,86 nmol/ mg)
entsprach dem des Wildtyps M145. In der Mutante SC0O2594::TnpHL734 war der
Phosphatgehalt dagegen um 41 % (282 nmol/ mg) héher als beim Wildtyp M145. Die
Komplementationen konnten dies nahezu komplementieren (208,03 nmol/ mg).
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A Phosphatgehalt in Sporenwéanden beim Wildtyp M145, ASCO2578, ASC0O2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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(199,91 nmol/ mg) (170,37 nmol/ mg) (190,43 nmol/ mg) (201,61 nmol/ mg) (200,86 nmol/ mg) (282 nmol/ mg) (208,03 nmol/ mg)

Abbildung 51: Phosphatgehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwédnden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutanten ASCO2578,
ASC02589-90 und SC0O2594::TnpHL734 und deren genetischer Komplementationen (S. coelicolor) [n=5]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwande wurden fir 90 min hydrolysiert.
Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden fiir den Phosphat-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Phosphat wird in nmol/ mg angegeben. (A) In den
Sporenwénden ist der Anteil an ZWG in den Mutanten ASC0O2578 und ASC02589-90 gegeniiber dem Anteil im Wildtyp M145 reduziert. (B) In Myzelwénden ist bei der Mutante ASC02578
der Anteil an ZWG reduziert. In der Mutante SCO2594::TnpHL734 ist der Anteil dagegen erhdéht (Mann-Whitney Test, ** = p < 0,05).
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4.3.4.2 Hexosamin-Assay

Wahrend in den Sporenwénden des Wildtyps M145 116,64 nmol/ mg Hexosamin
detektiert wurden (Abbildung 52 A), war der Hexosaminanteil in den Sporenwanden
der Mutante ASC02578 (144,3 nmol/ mg) um 24 % hdher. Durch die Komplementation
wurde der Hexosamingehalt wieder auf 129,70 nmol/ mg gesenkt, sodass dieser nur
11 % hdéher war als der des Wildtyps M145. In den Mutanten ASC02589-90 (113,99
nmol/ mg) und SC0O2594::TnpHL734 (93,58 nmol/ mg) wurde ein mit dem Wildtyp
vergleichbarer, bzw. geringerer Hexosamingehalt detektiert. Wohingegen der
Hexosamingehalt in der komplementierten Mutante SC02594::TnpHL734
(+pSET2594) mit 112,91 nmol/ mg nahezu wieder auf Wildtyp Niveau angehoben
wurde. Die genetische Komplementation von ASC02589-90 (144,01 nmol/mg) wies
einen 24 % hdheren Hexosamingehalt als der Wildtyp M145 auf.

In den Myzelwanden spiegelte sich, im Vergleich zu den Sporenwénden, ein anderes
Bild beziglich des Hexosamingehalts wieder. Beim Wildtyp M145 wurde 238,66 nmol/
mg Hexosamin detektiert (Abbildung 52 B). Bei der Mutante ASCO2578 war der
Hexosaminanteil (206,65 nmol/ mg) nicht héher, sondern um 13 % niedriger als beim
Wildtyp M145. In der Mutante ASC0O2589-90 war der Hexosamingehalt dagegen um
13 % hoéher als beim Wildtyp M145. Die genetische Komplementation von ASC0O2589-
90 konnte den Hexosamingehalt wieder auf das Niveau des Wildtyps M45 senken. Die
Mutante SCO02594:: TnpHL734 (247,28 nmol/ mg) zeigte einen dem Wildtyp
vergleichbaren Hexosamingehalt.
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A Hexosamingehalt in Sporenwénden beim Wildtyp M145, ASC0O2578, ASC0O2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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Abbildung 52: Hexosamingehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwdnden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutanten ASC02578,
ASC02589-90 und SCO2594::TnpHL734 und deren genetischer Komplementationen (S. coelicolor) [n= 5]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwande wurden flr 90 min hydrolysiert.
Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden fiir den Hexosamin-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Hexosamin wird in nmol/ mg angegeben. (A) In den
Sporenwénden verfligt die Mutante ASC0O2578 (iber einen erhdhten und die Mutante SC02594::TnpHL734 (iber einen reduzierten Hexosamingehalt gegeniiber dem Wildtyp M145. (B) In
Myzelwanden ist dagegen bei der Mutante ASC0O2578 der Hexosamingehalt reduziert und in der Mutante ASC02589-90 erhéht (Mann-Whitney Test, ** = p < 0,05).
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4.3.4.3 Kdn-Assay

In den Sporenwanden wurde im Wildtyp M145 59,47 nmol/ mg Kdn detektiert
(Abbildung 53 A). In den Mutanten ASCO02578, ASC02589-90 und
SC02594::TnpHL734 war der Kdn-Gehalt gegentiber dem Gehalt im Wildtyp M145
reduziert. In der Mutante ASCO2578 (45,22 nmol/ mg) war der Kdn-Anteil um 24 %
kleiner. In der Mutante ASC02589-90 (49,63 nmol/ mg) waren es 17 % und in der
Mutante SC02594::TnpHL734 (51,32 nmol/ mg) waren es 14 % weniger. Nur die
genetische Komplementation SC0O2594::TnpHL734 (+pSET2594) (55,73 nmol/ mg)
konnte den Kdn-Gehalt wieder auf ein &hnliches Niveau wie das des Wildtyps M145

heben.

In den Myzelwanden wurde beim Wildtyp M145 76,92 nmol/ mg Kdn detektiert
(Abbildung 53 B). Der Kdn-Gehalt bei den Mutanten war nur in ASC02589-90 und
SC02594::TnpHL734 geringer als beim Wildtyp M145. In der Mutante ASC02589-90
(67,60 nmol/ mg) war der Kdn-Anteil um 12 % und in SCO2594::TnpHL734 (65,63
nmol/ mg) um 15 % reduziert. Die genetischen Komplementationen konnten das Kdn-
Niveau wieder auf das des Wildtyps M145 heben.
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A Kdn-Gehalt in Sporenwanden beim Wildtyp M145, ASC0O2578, ASC0O2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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Abbildung 53: Kdn-Gehalt von Zellwandglykopolymeren aus den Zellwédnden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutanten ASC0O2578, ASC02589-90
und SCO02594::TnpHL734 und deren genetischer Komplementationen (S. coelicolor) [n= 5]. 5 mg isolierte Sporen- und Myzelwéande wurden fir 90 min hydrolysiert. Die
wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden filr den Kdn-Assay verwendet. Die Menge an detektiertem Kdn wird in nmol/ mg angegeben. (A) In Sporen- sowie (B) in

Myzelwanden sind im Vergleich zum Kdn-Gehalt im Wildtyp bei allen Mutanten geringe, aber keine signifikanten Reduktionen erkennbar (Mann-Whitney Test, * ** = p < 0,05).
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Schlussfolgernd l&sst sich zusammenfassen, dass in den Myzel- sowie in den
Sporenwéande es in Bezug auf den Phosphat-, Hexosamin- und Kdn-Gehalt bei den
Mutanten nur relativ geringe Unterschiede zum Wildtyp M145 gab.

4.3.5 HPLC-MS Analysen zur Bestimmung der relativen Verteilung der
Zellwandglykopolymere Polydiglycosylphosphat und Kdn- Teichulosonsaure in
ASCO02578, ASC0O2589-90 und SC0O2594::TnpHL734

Die Verteilung der beiden Polymere Polydiglycosylphosphat und Kdn-
Teichulosonsaure in den Hydrolysaten der Sporen- und Myzelwande der Mutanten
ASCO02578, ASC02589-90 und SCO02594:: TnpHL734 wurde mittels HPLC-MS
analysiert (Abbildung 54, Abbildung 56).

Bei der Mutante ASCO2578 wurde das PDP-Monomer im Vergleich zum Wildtyp M145
in 1,5 fach geringeren Mengen und das PDP-Dimer 1,8 fach verringert detektiert
(Abbildung 54). Die genetische Komplementation mit SCO2578 zeigte keinen Effekt
und konnte die Reduktion im PDP-Monomer sowie im -Dimer Gehalt nicht ausgleichen.
Dagegen war der Anteil an PDP-Monomer und PDP-Dimer in der Mutante
ASCO02589-90 erhdht. Gegenlber dem Wildtyp M145 wies ASC02589-90 das 2,9
fache mehr an PDP-Monomer und das 3 fache mehr an PDP-Dimer auf. In der
dazugehdrigen Komplementation sind die Anteile an PDP-Monomer sowie PDP-Dimer
ebenfalls erhdéht im Vergleich zu den Anteilen des Wildtyps M145. Die hohen
Standartabweichungen bei diesen Werten ASC0O2589-90 relativieren allerdings dieses
Ergebnis.

Die Inaktivierung von SC02594 fihrt zu einer deutlichen Verringerung des PDP-
Gehalts in den Zellwanden von Sporen und Myzel (Abbildung 54, Abbildung 55). Die
Menge des PDP-Monomers war in den Sporenwanden der Mutante um 97 % und in
den Myzelwanden um 96 % niedriger im Vergleich zum Wildtyp M145. Die
Komplementation SCO02594:: TnpHL734 (+pSET2594) kann diesen Phanotyp
komplementieren. Dies deutet darauf hin, dass das Operon SC02592-2594 an der
PDP-Synthese beteiligt ist. In den vegetativen Zellwédnden der beiden Mutanten
ASCO02578 und ASC02589-90 einschlieBlich derer Komplementationen lieBen sich
bezlglich des PDP-Monomer und -Dimer Anteils keine nennenswerten Unterschiede
zum Wildtyp feststellen (Abbildung 55).
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Verteilung der PDP-Monomere/ -Dimere in Sporenwanden beim Wildtyp M145, ASC0O2578, ASC0O2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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Abbildung 54: Verteilung von Polydiglycosylphosphat (Monomer und Dimer) in Sporenwéanden vom Wildtyp M145, der Mutanten ASC02578, ASC02589-90 und
SC02594::TnpHL734 und deren genetischer Komplementationen (S. coelicolor) [n= 3]. 10 mg isolierte Sporenwénde wurden fiir 5 min hydrolysiert. Die wasserldslichen sich
im Uberstand befindenden ZWG wurden mittels HPLC-MS analysiert. Blau: PDP-Monomer ([M+H]* = 464,116), Orange: PDP-Dimer ([M+H]* = 909,215). Die Mutante ASC02589-90
sowie die genetische Komplementation ASC02589-90::pSET2589-90 weisen einen héheren Anteil an PDP-Monomeren und -Dimeren auf als der Wildtyp M145. In der Mutante
SC02594::TnpHL734 ist dagegen der Anteil an PDP-Monomeren und -Dimeren reduziert.
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A Verteilung der PDP-Monomere/ -Dimere in Myzelwanden beim Wildtyp M145, ASC0O2578, ASCO2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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Abbildung 55: Verteilung von Polydiglycosylphosphat (Monomer und Dimer) in Myzelwdnden vom Wildtyp M145, der Mutanten ASCO02578, ASC02589-90 und
SC02594::TnpHL734 und deren genetischer Komplementationen (S. coelicolor) [n= 3]. 10 mg isolierte Myzelwande wurden flir 5 min hydrolysiert. Die Myzelproben wurden zusatzlich
1:20 mit ddH20 verdiinnt. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden mittels HPLC-MS analysiert. Blau: PDP-Monomer ([M+H]* = 464,116), Orange: PDP-Dimer
(IM+H]* = 909,215). (A)/(B) Bei der Mutante SC0O2594::TnpHL734 ist der Anteil an PDP-Monomeren und -Dimeren im Vergleich zu den Anteilen im Wildtyp M145 reduziert. Die Mutanten
ASCO02578 und ASC02589-90 zeigen keine auffallenden Unterschiede.
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Ebenfalls wurde die Menge an Kdn-Teichulosons&ure in den Zellwédnden von Sporen
(Abbildung 56 A) und vom vegetativen Myzel (Abbildung 56 B) betrachtet. Weder in
den Sporen- noch in Myzelwanden unterschieden sich die Mutanten vom Wildtyp
M145. Auch das Verhaltnis der unterschiedlich substituierten Formen (-GlcNAc, -CHs,
-H) wich in den Mutanten nicht von dem des Wildtyps M145 ab.
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A Verteilung der Kdn-Teichulosonsaure (Monomer) in Sporenwéanden
beim Wildtyp M145, bei ASC0O2578, ASCO2589-90 und SCO2594::TnpHL734
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Abbildung 56: Verteilung des Kdn-Teichulosonsaure-Monomers in Zellwanden von Sporen und vegetativem Myzel vom Wildtyp M145, der Mutanten ASC02578, ASC02589-90
und SC02594::TnpHL734 und deren genetischer Komplementationen (S. coelicolor) [n= 3]. 10 mg isolierte Sporen- und Myzelwande wurden fir 5 min hydrolysiert. Die
wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden mittels HPLC-MS analysiert. Gelb: Kdn-H ([M+H]* = 431,141), Blau: Kdn-Chs ([M+H]* = 445,155), Griin: Kdn-GlcNAc ([M+H]*
= 634,219). (A) In Sporen- sowie (B) in Myzelwanden gibt es zwischen dem Wildtyp M145 und den Mutanten keine auffallenden Unterschiede.
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4.3.6 Einfluss der Mutationen in den Genen SC02578, SC0O2589-90 und SC02594
auf die Kettenlange von Zellwandglykopolymeren in isolierten Zellwanden von
Sporen und vegetativem Myzel

Um zu untersuchen, ob durch die Mutationen die Kettenlangen der im Polyacrylamid-
Gel sichtbaren Polymerfragmente beeinflusst werden, wurden Sporen- sowie
Myzelwande vom Wildtyp M145 sowie von den Mutanten ASC0O2578, ASC02589-90
und SCO02594::TnpHL734 fir 15 min hydrolysiert. AnschlieBend wurden die
Kettenfragmente unterschiedlicher Lange mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Zum
besseren Vergleich wurden die Hydrolysate der Mutanten immer direkt neben der
Gelspur des Wildtyp-Hydrolysats aufgetragen. Auf dem Polyacrylamid-Gel sind die
Hydrolysate der Myzelwadnde auf der linken Seite und die Hydrolysate der
Sporenwande auf der rechten Seite der roten Linie angeordnet (Abbildung 57).

Das Bandenmuster der Zellwandglykopolymere aus den Myzelwanden des Wildtyps
M145 und der beiden Mutanten ASC0O2578 und ASC02589-90 ist nahezu identisch.
Wohingegen sich bei den ZWG aus den Sporenwanden des Wildtyps M145 im oberen
Bereich des Polyacrylamid-Gels klare Banden erkennen lassen, ist dieser Gelbereich
bei allen Mutanten verschwommen bzw. durch einen Schmier Uberlagert (roter
Rahmen). Diese unzureichende Auftrennung kénnte auf einen zu hohen Anteil an
Polymerfragmenten dieses GréBenbereichs zurlickzufiihren sein. Da die Wildtyp M145
Probe in der Nebenspur zufriedenstellend aufgetrennt wurde, kann man davon
ausgehen, dass die Mutanten Uber langere Polymerketten oder Gber einen gréBeren
Anteil an diesem Polymer verfligen. Alternativ kénnte der Schmier auch durch ein
weiteres ZWG, das sich unter den verwendeten milden Hydrolysebedingungen nicht

in seine Untereinheiten zerlegen lasst, verursacht werden.
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MYZEL SPOREN

Abbildung 57: Polyacrylamid-Gel mit angefarbten Zellwandglykopolymer-Fragmenten
(Bandenmuster). 10 mg isolierte Zellwédnde vom Wildtyp M145 und den Mutanten ASCO2578,
ASC02589-90 und SCO2594::TnpHL734 von S. coelicolor wurden 15 min hydrolysiert. Es wurden jeweils
Myzel- sowie Sporenwande verwendet. Die wasserldslichen sich im Uberstand befindenden ZWG wurden
auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese ihrer GroBe nach aufgetrennt. Nach
der anschlieBenden kombinierten Farbung aus Alcianblau und Silbernitrat wurden die ZWG-Fragmente als
Bandenmuster im Polyacrylamid-Gel sichtbar.
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Dasselbe Phanomen trat verstarkt auch bei der Mutante SCO2594::TnpHL734 im
mittleren Bereich des Polyacrylamid-Gels bei der Probe mit Myzelwanden auf (griner
Rahmen). Fir eine Uberladung des Gels mit einer héheren Menge an
Polymerfragmenten wirden auch die starker ausgepragten Banden im unteren
Bereich des Polyacrylamid-Gels bei der Mutante in der Probe der Sporenwande sowie
der Myzelwande sprechen (pinker Rahmen). Um klarere Banden zu erhalten, wurde
die Myzelprobe der Mutante SCO2594: TnpHL734 1:2 mit ddH20 verdinnt. Das
Bandenmuster ahnelt stark dem des Wildtyps M145.
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5. Diskussion

5.1 Gram-positive Bakterien besitzen unterschiedliche
Zellwandglykopolymere

Zellwandglykopolymere sind Uber eine Phosphodiesterbindung an das Peptidoglykan
gebunden und sind ein wichtiger Bestandteil der Gram-positiven Zellwand (Ward 1981;
Silhavy et al. 2010). Zu den bekanntesten Zellwandglykopolymeren zahlen die
Teichonsauren, welche sich in Lipo- sowie in Wandteichonsauren einteilen lassen
(Brown et al. 2013; Armstrong et al. 1958; Armstrong et al. 1959). Ihre Untereinheiten
verfligen Uber Polyole und sind tGber Phosphodiesterbindungen miteinander verknlpft
(Naumova et al. 2001; Armstrong et al. 1958). Eine Vielzahl an Bakterien verfligen
Uber Teichonsauren. Einige Reprasentanten lassen sich in Bacilli, Streptomyces,
Staphylokokken und Nocardiopsis finden (Naumova et al. 2001).

Teichuronsduren verfigen Uber eine Uronsdure als Komponente (Janczura et al.
1961). Sie wurden in diversen Bakteriengattungen (Kribbella, Streptomyceten,
Staphylokokken) gefunden (Shashkov et al. 2009; Allison et al. 2011; Shashkov et al.
2001; Wu und Park J. T. 1971). Einige Bakterien, so wie Bacillus licheniformis ATCC
9945 oder Micrococcus luteus, verfiugen Uber Teichon- sowie Uber Teichuronséuren
(Lifely et al. 1980; Tul'skaya et al. 2011a; Johnson et al. 1981). In Bacillus megaterium
M46 wurden dagegen nur Teichuronsauren gefunden (White 1977). Und wiederrum
andere Bakterien, wie Bacillus subtilis var. niger, sind in der Lage unter
Phosphatmangel Teichuronsauren statt phosphathaltige Teichonsduren zu
synthetisieren (Ellwood und Tempest 1967).

Eine weitere Klasse der Zellwandglykopolymere bilden die Teichulosonsauren, welche
eine Kdn- oder Pse-Gruppe tragen kénnen (Knirel 2009). Diese wurden zum Beispiel
in Reprasentanten der Gattungen Streptomyces, Kribbella, Actinoplanes und
Athrobacter gefunden (Tul'skaya et al. 2011a).

2012  beschrieben  Shashkov et al. das phosphathaltige  Polymer
Polydiglycosylphosphat sowie eine Kdn-beinhaltende Teichulosonsaure. Beide
Polymere wurde aus den Zellwanden des vegetativen Myzels von S. coelicolorisoliert.
Das Polydiglycosylphosphat wurde als das “minor® und die Kdn-Teichulosonsaure als
das ,major‘ Polymer identifiziert (Shashkov et al. 2012). Die Gene, welche fir die
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Synthese von Polydiglycosylphosphat verantwortlich sind, sind bisher noch
unbekannt. Dagegen sind die Gene fur die Synthese des Kdn-Zuckers (sco4870-
5c04882) identifiziert worden (Ostash et al. 2014).

Die bisher in der Gattung Streptomyces beschriebenen Zellwandglykopolymere sind

in Tabelle 16 zusammengefasst.

Neben den verschiedenen Funktionen, wie z.B. Resistenzvermittlung gegen Hitze und
niedrige Osmolaritat, Unterstiitzung der nasalen Kolonisierung von S. aureus, usw.
(siehe Kapitel 2. Einleitung), kdnnen Zellwandglykopolymere auch eine Rolle bei der
Zellteilung spielen (Xia et al. 2010) sowie altere bereits bestehende Zellwande vor den
eigenen autolytischen Enzymen schiitzen (Schlag et al. 2010; Yamamoto et al. 2008).
Bei S. aureus dienen Zellwandglykopolymere als zeitliche und rdumliche Regulatoren
des Peptidoglykan-Stoffwechsels. Dabei kontrollieren sie das Level der Vernetzung,
indem sie PBP4 am Teilungsseptum positionieren (Atilano et al. 2010).
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Tabelle 16: Auflistung unterschiedlicher sich wiederholender Einheiten von Polymeren in Streptomyces

Spezies (Quelle)

Wiederholende Einheit

Teichonsauren

S. sp. VKM Ac-2534
(Tul'skaya et al. 2007)

-1,5-Poly(Ribitol-Phosphat)

S. thermoviolaceus subsp.
thermoviolaceus VKM Ac-1857
(Kozlova et al. 2006)

-1,3-Poly(Glycerol-Phosphat)

Teichuronséauren

S. sp. VKM Ac-2534
(Tul'skaya et al. 2007)

-4)-B-D-ManpNAc3NAcyA-(1—3)-a-D-GalpNAc-(1-

S. sp. VKM Ac-2124
(Shashkov et al. 2002a)

-6)-a-D-Glcp-(1—4)-B-D-ManpNAc3NAcA-(1-

S. lavendulocolor VKM Ac-215
(Shashkov et al. 2001)

-4)-B-D-ManpNAC3NACA-(1—3)-a-d-GalpNAc-(1-

S. setonii-griseus
(Tul'skaya et al. 2011a)

-4)-B-D-ManpNAC3NACA(1—6)-a-D-Glep-(1-

Teichulosonsiuren

S. albus’ J1074
(Shashkov et al. 2016)

-B-D-Galp-(1—9)-a-Kdnp-(2[(—3)-B-D-Galp-(1—9)-a-Kdnp-(2—] » 3)-B-D-Galp-(1—9)-B-Kdnp-(2-OH-

S. albus subsp. albus VKM Ac-35
(Shashkov et al. 2016)

-B-D-Glcp-(1—8)-a-Kdnp-(2[(—6)-B-D-Glcp-(1—8)-a-Kdnp-(2—] » 6)-8-D-Glcp-(1—8)-B-Kdnp-(2-OH-

S. coelicolor M145
(Shashkov et al. 2012)

-6)-B-D-Galp-(1—9)-a-Kdn-(2-

Polydiglycosyl-
phosphat

S. coelicolor M145
(Shashkov et al. 2012)

-6)-a-Galp-(1—6)-a-GlcpNAc-1(1-P-

Polysaccharid

S. thermoviolaceus subsp.
thermoviolaceus VKM Ac-1857
(Kozlova et al. 2006)

-6)-a-GalpNAc-(1—3)-B-GalpNAc-(1-
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5.2 Mogliche Rolle von Zellwandglykopolymeren bei der
morphologischen Differenzierung von Streptomyceten

Streptomyceten verfligen Uber einen einzigartigen komplexen Lebenszyklus und sind
in der Lage in festen sowie in flissigen Medien durch apikales Spitzenwachstum ein
filamentartiges Myzel auszubilden (McCormick und Flardh 2012; Santos-Beneit und
Martin  2013). Durch partielle Nahrstofflimitation ausgelést kommt es zur
morphologischen Differenzierung (Chater 1998, 2001) und Sporenbildung (Elliot et al.
2003). Dabei verlassen die Hyphen das wassrige Substrat und wachsen in die Luft
(Elliot et al. 2003; Flardh und Buttner 2009). Die Anderung des Milieus erfordert auch
eine Umstrukturierung der Zellhille. Durch Anlagerung von Amyloid &hnlichen
Proteinen wird ein Mosaik von 8 bis 10 nm groflen ,Rodlets“ gebildet, die als
hydrophobe Schicht die Lufthyphen und Sporen umgeben und vor Austrocknung
schitzen (Wildermuth et al. 1971; Smucker und Pfister 1978). Damit verbunden erfolgt
auch eine Umstrukturierung des Peptidoglykans und der Zellwandglykopolymere
(Sigle et al. 2016a; van der Aart et al. 2018).

Zellwandglykopolymere kdnnen bei Streptomyceten flr verschiedene zellulére
Prozesse notwendig sein. So wurde fir die terminale Transferase PdtA (SC0O2578)
bereits eine Rolle beim apikalen Spitzenwachstum unter osmotischem Stress
beschrieben (Sigle et al. 2016b). Eine spezifische Funktion ist somit bei der
morphologischen Differenzierung (Koordination der Septierung) oder der Dormanz
(Resistenz gegenliber Austrocknung) von Sporen denkbar. Auch wenn Sporen von
Streptomyceten gegentber schadigenden Umwelteinflissen {ber eine gewisse
Resistenz verfliigen (Chater und Chandra 2006), so besitzen sie allerdings nicht die
extrem hohe Resistenz der Endosporen von Bacillen und Clostridien gegentiber Hitze,
Austrocknung und UV-Strahlung (Setlow 2007).
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5.3 Sporen- und vegetative Myzelwande von S. coelicolor A3(2)
unterscheiden sich in den Zellwandglykopolymeren

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Unterschiede in der Zusammensetzung der
Zellwandglykopolymere in  den  Zellwédnden der beiden  wesentlichen
Wachstumsstadien von S. coelicolor, vegetatives Substratmyzel und reife Sporen,
aufzudecken.

Bereits nach der Hydrolyse der Zellwande war ersichtlich, dass Sporenwéande tber
einen geringeren ZWG-Gehalt verfligen als vegetative Myzelwédnde. Die relative
Reduktion des ZWG-Gehalts in Sporenwanden kénnte einerseits darauf
zurlckzufihren sein, dass die Zellwand durch die Synthese von zusatzlichen
Peptidoglykanschichten verdickt wird, ohne dass es Anderungen in der eigentlichen
ZWG-Menge gibt (Wildermuth und Hopwood 1970; Sigle et al. 2015). Andererseits
kann aber auch durch eine reduzierte Expression der ZWG-Biosynthesegene wahrend
der Sporulation der Anteil an ZWG verringert werden (Kleinschnitz et al. 2011b; Sigle
2016).

Des Weiteren lieBen sich die ZWG von den Myzelwéanden leichter abspalten als von
Sporenwanden. So wurden nach 5 min Hydrolyse bereits 71 % (bezogen auf 90 min
Hydrolyse) der ZWG von den Myzelwanden abgespalten, wahrend bei Sporenwéanden
nach 5 min Hydrolyse nur 27 % abgespalten wurden. Méglicherweise sind ZWG an
Sporenwande fester gebunden, z.B. aufgrund eines anderen (saureresistenteren)
Linkerrests oder anderer Sporenbestandteile, wie z.B. Rodlets, welche mit der
hydrolytischen Abspaltung interferieren.

In der Literatur wird die Verknupfung von Teichon- sowie Teichuronsduren ans
Peptidoglykan als Phosphodiesterbindung zwischen einem N-Acetylglycosamin des
Polymers und einem Muraminsdure-Rest des Peptidoglykans beschrieben (Araki und
Ito 1989; Gassner et al. 1990; Unsleber 2017). Dartber hinaus postulierten Larson und
Yother 2017, dass kapsulare Polysaccharide von Streptococcus pneumoniae Uber
eine glykosidische Bindung direkt an das N-Acetylglycosamin des Peptidoglykans
geknupft sind (Larson und Yother 2017). Daher kann nicht ausgeschlossen werden,
dass auch andere Verknipfungen zwischen Zellwandglykopolymeren und dem
Peptidoglykan vorherrschen.
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Um eine genauere Aussage Uber die Zusammensetzung der ZWG zu machen, wurden
verschiedene photometrische Assays (Sigle et al. 2016a) durchgefiihrt, die spezifische
Bestandteile der verschiedenen ZWG von S. coelicolor quantifizieren konnten. Diese
Analysemethoden wurden in dieser Arbeit durch die zusatzliche Anwendung von
HPLC-MS erganzt. Dadurch war es zum ersten Mal méglich die Bausteine der von
Shashkov et al. (2012) beschriebenen Polymere, Polydiglycosylphosphat und Kdn-
Teichulosonsaure, direkt nachzuweisen (Shashkov et al. 2012). Anhand der
gewonnenen Ergebnisse lassen sich drei Kernaussagen bezuglich der ZWG-
Zusammensetzung von Myzel- und Sporenwéanden treffen:

(i) Myzelwéande verfligen Gber mehr Polydiglycosylphosphat als Sporenwéande.

(ii)  Sporenwande verfigen Uber einen h6heren Anteil an Kdn-Teichulosonsaure

als Myzelwande.
(iii) Die elektrophoretisch aufgetrennten ZWG-Fragmente der Sporenwande

unterscheiden sich deutlich von denen aus Myzelwénden.

(i) In den Myzelwanden war der Phosphatgehalt um 54 % héher. Ahnliche Ergebnisse
stellten auch Sigle et al. (2016) fest. Hier betrug der Unterschied 49 % (Sigle et al.
2016a). Zudem wiesen Myzelwéande nach 5 min das 13,8 fache und nach 90 min das
11,7 fache an PDP-Monomeren auf als Sporenwénde. Somit verfigen Myzelwande
Uber mehr PDP. Des Weiteren wird in Myzelwanden mehr Hexosamin detektiert.
Vergleichbar ist dieses Ergebnis mit den Daten von Sigle et al. 2016.

(i) Die zweite Aussage stltzt sich darauf, dass in den Sporenwanden ein héherer
Anteil an Kdn-Monomeren mittels HPLC-MS detektiert wurde als in Myzelwanden. Vor
allem die Menge mit GIcNAc substituierten Kdn war erhéht. Dies steht allerdings im
Widerspruch zu dem photometrischen Kdn-Assay, mit dem in Myzelwanden ca. 1,3
mal mehr Kdn gefunden wurde als in Sporenwanden (Abbildung 28) (Sigle et al.
2016a). Der Kdn-Assay basiert auf der Generierung eines fluoreszierenden Molekils,
welches ein freies Formaldehyd-Molekiil als Basis benétigt. Dieses wird am C-9 Atom
des Kdn-Molekils freigesetzt (Matsuno und Suzuki 2008). Bei der Kdn-
Teichulosonsaure muss jedoch zunéachst die Bindung zum Galaktose-Molekl mit Hilfe
einer Hydrolyse gepalten werden. Anhand der durchgefihrten Zeitreihe (Abbildung 27)
ist erkennbar, dass mit langerer Hydrolysedauer die detektierte Menge an Kdn in
Sporen- und Myzelwanden steigt. Ein gewisser Verlustanteil kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, da Sialinsdure, wozu auch Kdn zahlt, labil gegentiber Saure
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ist (Matsuno und Suzuki 2008). Diese Diskrepanz kénnte jedoch daher rihren, dass
Myzelwande eventuell Gber ein weiteres noch unbekanntes ZWG mit Sialinsaureresten
verfliigen. Ein derartiges ZWG wurde allerdings von Shashkov et al. nicht gefunden
(Shashkov et al. 2012). Fir ihre NMR-Analysen verwendeten Shashkov et al. (2012)
zunachst TCA, um die ZWG von der Zellwand abzuspalten. AnschlieBend wurden die
ZWG mit 2 M HCL bei 100 °C fir 3 Stunden hydrolysiert (Shashkov et al. 2012).
Dagegen wurde in dieser Arbeit eine mildere saure Hydrolyse (50 mM HCL, 90 °C, 90
min) angewendet, die aber vergleichbare Ergebnisse wie die klassische Hydrolyse mit
Flusssaure ergibt (Sigle et al. 2016a).

(iii) Um eine Aussage dartber zu treffen, ob in Myzel- und Sporenwanden Polymere
unterschiedlicher Kettenldnge vorliegen, wurde eine hochauflésende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese durchgeflihrt. Dabei zeigten sich unterschiedliche Bandenmuster,
die maglichweise durch die Uberlagerung verschiedener Polymere zustande kamen.
AnschlieBend wurden die Polymerfragmente aus verschiedenen Gelbereichen eluiert
und mittels Phosphat-Assay und HPLC-MS analysiert. Sigle et. al (2016) postulierten,
dass es sich bei dem Bandenmustern der Zellwandhydrolysate aus Sporen- und
Myzelwanden um PDP unterschiedlicher Kettenlange handelt (Sigle et al. 2016a). Die

Ergebnisse dieser Arbeit stimmen nur begrenzt mit dieser These Uberein.

Die bessere Auftrennung der Proben in den 40 cm Gelen, zeigte vor allem im unteren
Gelbereich ein deutlich unterschiedliches Bandenmuster (Abbildung 33). Die Banden
der Myzelproben verflgten Gber gréBere Abstande als die Banden der
Sporenproben. Dies bedeutet, dass es sich um unterschiedliche Polymere handeln
muss. Weiterhin scheinen mindestens zwei unterschiedliche Polymere in der Myzel-
und Sporenwand vorzuliegen, von denen sich die Banden Uberlappten. Eine weitere
Hypothese wére, dass die unterschiedlichen Abstdnde dadurch hervorgerufen
werden, dass die jeweiligen Fragmente unterschiedlich substituiert sind (z.B. +
GlIcNAc), sodass das Laufverhalten nicht gleichmaBig ist.

Im gesamten Polyacrylamid-Gel wurden Uberall nur geringe Spuren von Phosphat in
der Sporen- sowie in der Myzelprobe detektiert. Lediglich die aus dem unteren
Gelbereich der Myzelprobe eluierten Fragmente wiesen einen signifikant erhéhten
Phosphatgehalt auf. Dieser korrelierte mit dem HPLC-MS Nachweis von PDP
(Abbildung 36). Daraus lasst sich schlieBen, dass es sich bei den unteren Banden in

der Myzelprobe um PDP handelt.
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PDP wurde in den Sporenproben nur in Spuren gefunden, was auf eine geringe
Verunreinigung der Sporenproben mit Myzelresten zuriickzufiihren sein kdnnte. Da die
Polymerfragmente aus dem unteren Gelbereich der Sporenproben nur einen duB3erst
geringen Phosphatgehalt zeigten, kann es sich bei dem Polymer nur um ein
phosphatfreies Polymer handeln. Da glykosidische Bindungen unter den verwendeten
Hydrolysebedingungen nicht angegriffen werden, die Bindungen in Teichuronsduren
aber saurelabil sind (Hildebrandt und Anderson 1990; Wolters et al. 1990), ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei dem ZWG aus Sporenwanden um eine noch
unbekannte Teichuronsaure handelt. Im HPLC-MS-Chromatogramm des vierten Gel-
Fragments der Sporenprobe war jedoch kein dominanter Peak einer anderen Masse
vorhanden (Abbildung 37). M&glicherweise lasst sich das Polymer schlecht ionisieren.
In den oberen Gel-Fragmenten der Sporenproben wurde zwar Phosphat gefunden,
aber kein PDP detektiert. Folglich handelt es sich dabei um ein anderes
phosphathaltiges Polymer. Es besteht jedoch ebenfalls die Mdglichkeit, dass sich
lange Polymerfragmente schlechter aus dem Gel eluieren und somit mittels HPLC-MS
detektieren lassen. Im mittleren und oberen Bereich des Gels war das Bandenmuster
der Sporen- sowie Myzelprobe weitgehend identisch. Mittels HPLC-MS wurden auch
dieselben Massen in Sporen- und Myzelproben detektiert. Diesen Massen konnten
jedoch keinen bekannten Molekllen zugeordnet werden, so dass die Identitat dieser
Molekule noch unklar ist.

5.4 Versuch der Identifizierung von Biosynthesegenen der
unterschiedlichen Zellwandglykopolymere

Eine Inaktivierung von Zellwandsynthesegenen bei Streptomyceten beeinflusst oft die
Integritat der Zellhille, wodurch Zellen auf diverse Stressfaktoren wie Austrocknung,
Hitze oder Salzstress empfindlicher reagieren. Dies wurde bei den Genen des
Streptomyces Spore Wall Synthesizing Complex (SSSC), der neben klassischen
Zellteilungsgenen (mreBCD) und Genen der Peptidoglykansynthese (pbp2, ftsl,
SCO3580, SCO3901) auch mutmaBliche ZWG-Gene (SC02578, SC0O2584)
beinhaltet (Mazza et al. 2006; Kleinschnitz et al. 2011a).

Die Bedeutung der ZWG fir die Biologie der Aktinomyceten ist bisher noch ungeklart.
Da die Schllisselgene flir die ZWG-Synthese in S. coelicolor vermutlich redundant

vorliegen (sechs TagF homologe CDP-Glycerol:Glycerophosphat
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Glycerophosphotransferasen, elf TagTUV-homologe terminale Transferasen der LytR-
CpsA-Psr (LCP) Familie), sind die Gene zur Synthese der unterschiedlichen Polymere

bisher noch nicht identifiziert.

5.5 SC02997 hat keinen Einfluss auf die PDP- oder Kdn-
Teichulosonsaure Synthese

Das Gen SC02997 wurde das erste Mal 2011 von Kleinschnitz et al. beschrieben.
Aufgrund der Sequenzahnlichkeit und der Nahe zu tagG/tagH-&hnlichen ABC
Transportergenen (SC02995/SC0O2996) wurde SC02997 als tagF-Homolog
bezeichnet (Kleinschnitz et al. 2011b). Des Weiteren befindet sich SC0O2997 in einem
der vier Gencluster, deren Gene eine putative Rolle bei der Synthese von ZWG spielen
(Sigle et al. 2015). Im Bacterial two-Hybrid System konnte jedoch keine Interaktion
zwischen SC0O2997 und den SSSC-Proteinen, wie MreBCD, PBPs, FtsZ oder RodZ
festgestellt werden (Kleinschnitz 2012).

Die Mutante ASC02997 verfugte jedoch Uber einen &hnlichen Phanotyp wie die mre-
Mutanten (Kleinschnitz et al. 2011a). Das vegetative Myzel schien von der Insertion in
das Gen SC0O2997 nicht beeinflusst zu sein. Die Sporen wiesen dagegen eine erhdhte
Sensitivitat gegenltber Vancomycin und Lysozym auf. Des Weiteren waren die Sporen
kUrzer als die des Wildtyps M145 und keimten friher aus (Kleinschnitz et al. 2011b;
Kleinschnitz 2012).

In den Myzelwanden war der ZWG-, Phosphat- sowie Hexosamingehalt leicht erhéht.
Der Anteil an PDP und Kdn-Teichulosonsaure lag hingegen auf dem Niveau des
Wildtyps M145. In den Sporenwanden dagegen war der Anteil an Phosphat,
Hexosamin und Kdn leicht reduziert. Das PDP-Monomer sowie die Monomere der
Kdn-Teichulosonsaure waren dagegen erhdht. Allerdings konnten die Veranderungen
in den Sporenwéanden durch die genetische Komplementation nicht komplementiert
werden, was die Aussagekraft dieser Befunde einschrankt.

Eine Untersuchung der Polymer-Kettenlange in der ASC02997 Mutante wurde durch
das Auftreten eines Schmiers im oberen Bereich des Polyacrylamid-Gels, der die
Polymerbanden Uberlagerte, erschwert. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass ein
héherer Anteil an langeren Polymerfragmenten vorliegt und die Auftrennung
beeintrachtigt ist. Auch eine Verunreinigung mit einer anderen Substanz oder einem

anderen Polymer ist ebenfalls nicht auszuschlieBen. Des Weiteren wich im mittleren
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Gelbereich das Bandesmuster der Mutante ASC02997 von dem des Wildtyps M145
ab. Die Banden lagen bei der Mutante ASC0O2997 enger beieinander als beim Wildtyp
M145. Somit handelt es sich hierbei vermutlich um ein anderes Uberlappendes

Polymer oder um eine andere Konfiguration des vorhandenen Polymers.

Es kann festgehalten werden, dass die TagF homologe CDP-
Glycerol:Glycerophosphat Glycerophosphotransferase SC0O2997 eine Rolle bei der
Synthese von Zellwandglykopolymeren spielen kénnte, jedoch keinen Einfluss auf die
PDP- sowie Kdn-Teichulosonsdure Synthese hat. Es muss dabei allerdings
bertcksichtigt werden, dass das Komplementationskonstrukt nicht in der Lage war, die
Mutation vollstdndig zu komplementieren. Daher ist es nicht sicher, ob sich der
beobachtete Phanotyp der Mutante tatsachlich auf die Inaktivierung von SC02997
zurlckfihren lasst, oder ob eine zusatzliche Mutation an einer anderen Stelle vorliegt.
Interessanterweise stellte Sigle (2016) eine Beeintrachtigung der Myzelhdille bei der
Mutante ASCO02997 fest (Sigle 2016). Mit Hilfe von Cryo-SEM
(Kryoelektronenmikroskopie) und ATM (Rasterkraftimikroskopie) konnte die
Rodletschicht auf den Sporen des Wildtyp M145 und der Mutante sichtbar gemacht
werden. Des Weiteren wurde um die Mutante herum eine dichte Matrix, welche der
Struktur  der  Rodletschicht  glich, festgestellt. = Anhand TEM  Bilder
(Transmissionselekironenmikroskopie) wurde zudem erkennbar, dass die Mutante
Uber eine teils abgeldste Zellhille verfligte. Sigle (2016) schlussfolgerte, dass eine
ordnungsgemaBe Ausbildung der Rodletschicht in dieser Mutante nicht mdglich ist
(Sigle 2016). Auch wenn die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hindeuten, dass
SCO02997 nicht fiir die Synthese von PDP verantwortlich ist, so kann dennoch eine
putative Rolle von SC02997 bei der Zellwandsynthese und die Synthese eines
anderen ZWG nicht ausgeschlossen werden. Eine &hnliche Beeintrachtigung der
Zellwand stellten 2019 auch Ultee et al. mittels Kryoelektronenmikroskopie fest, als
sie mittels dCas9 eine knockdown Mutante des mutmaBlich essenziellen tagO Gens
von S. coelicolor herstellten. TagO vermittelt den ersten Schritt der ZWG-Synthese.
Die reduzierte tagO Expression hatte eine ungleichmaBige Zellwand zur Folge. Diese
auBerte sich in Form von zwei teilweise voneinander geldsten Schichten. Daraus
schlussfolgerten Ultee et al., dass Teichonsauren (oder andere ZWG) eine Rolle bei
der strukturellen Integritat von Exopolysacchariden spielen (Ultee et al. 2019).
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AbschlieBend kann jedoch festgehalten werden, dass SC0O2997 nicht essenziell fur
die Lebensfahigkeit von S. coelicolor ist. Moglicherweise wird die Funktion durch eine
andere der sechs Glycosyl/Glycerophosphotransferasen ersetzt (Kleinschnitz et al.
2011b). In B. subtilis ist TagF dagegen essenziell fir die Viabilitat (Bhavsar et al. 2004),
kann jedoch bei gleichzeitiger Deletion von tagO inaktiviert werden (D'Elia et al. 2006).

5.6 SCO2578 (PdtA) spielt eine Rolle beim Hyphenwachstum, aber
hat keinen Einfluss auf die PDP- und Kdn-Teichulosonsaure
Synthese

SC0O2578 wurde auf der Suche nach méglichen Komponenten des SSSC beim
Screening einer genomischen S. coelicolor Bank (Fusionsproteine mit der T25
Domane der Bordetella pertussis Adenylatcyclase) entdeckt (Karimova et al. 1998).
SCO2578 zeigte Interaktionen mit den SSSC-Proteinen MreC, MreD, Sfr (RodA),
PBP2 (Penicillin-bindendes Protein), Rod Z und Ftsl (Kleinschnitz et al. 2011a). Dies
deutet auf eine Rolle von SCO2578 bei der Synthese der Sporenwand hin.
Sequenzahnlichkeiten zu dem TagV Protein von B. subtilis annotieren SCO2578 als
mogliches Mitglied der LCP-Protein Familie, die terminale Zellwandglykopolymer
Transferasen umfassen (Kleinschnitz et al. 2011b; Sigle et al. 2016b). Wahrend B.
subtilis drei LCP Transferasen aufweist (Kawai et al. 2011), kodiert S. coelicolor M145
Uber 11 Homologe (Sigle et al. 2016b). SCO2578 liegt in einem Gencluster (Abbildung
13, Cluster I), das Schllisselenzyme der ZWG-Synthese kodiert. Dies legt nahe, dass
die von Cluster | synthetisierten ZWG Uber eine spezifische Funktion bei der
Differenzierung von S. coelicolor verfligen (Sigle et al. 2015).

Mit Hilfe einer Deletionsmutante wurde das Gen SC0O2578 (pdtA) von S. coelicolor
M145 das erste Mal 2016 von Sigle et al. charakterisiert (Sigle et al. 2015; Sigle et al.
2016b). Dabei wurde festgestellt, dass die Mutante ASC0O2578 nicht in der Lage war
auf LB-Agar mit zusatzlichen 6 % NaCl zu wachsen (Sigle et al. 2016b). Diese erhéhte
Sensitivitat gegendber hoher Osmolaritét ist ein Hinweis, dass die Integritédt der
Sporenhille beeintrachtigt war. Dies stimmt ebenfalls mit den Beobachtungen aus
dieser Arbeit Uberein.

Weiterhin scheint SCO2578 eine Rolle beim vegetativen Hyphenwachstum in S.
coelicolor zu spielen. So lokalisierte ein PdtA-mCherry Fusionsprotein hauptséchlich

an den Spitzen der vegetativen Hyphen und an potentiellen neuen
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5. DISKUSSION

Verzweigungspunkten (Sigle et al. 2016b). Wahrend der Wildtyp M145 lange Hyphen
bildete und sich anschlieBend verzweigte, zeigte die Mutante unregelmaBige
Verzweigungen und teilweise geschwollene Hyphen. Aufgrund eines aberranten
Spitzenwachstums, bildeten sich neue Verzweigungen, in denen das apikale
Spitzenwachstum jedoch erneut blockiert wurde (Sigle et al. 2016b). Ein &hnlicher
Phéanotyp wurde fur die S. coelicolor scy-Mutante beschrieben (Holmes et al. 2013).
Scy soll durch das Sequestrieren von DivIVA die Anzahl der das Spitzenwachstum
bewirkenden Polarisome (TIPOC = Tip organizing center) limitieren und somit
Verzweigungen kontrollieren (Holmes et al. 2013; Mukherjee et al. 2009; Hempel et al.
2008).

Des Weiteren beschrieben Sigle et al. (2016) eine Reduktion des ZWG-Gehalts (48
%) sowie einen reduzierten Phosphat- (32 %) und Hexosamingehalt (48 %) in den
Sporenwanden der Mutante und schlussfolgerten, dass es sich bei SCO2578 um eine
sporenwandspezifische PDP-Transferase (PdtA) handelt (Sigle et al. 2016b).

Durch die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse kann diese Schlussfolgerung jedoch
nicht unterstitzt werden. Die TagV-ahnliche terminale Transferase SC0O2578 (PdtA)
verflgt zwar Uber eine Rolle beim Hyphenwachstum unter Stressbedingungen, jedoch
ist sie nicht an der PDP- sowie Kdn-Teichulosonsdure Synthese beteiligt. Im
Gegensatz zu Sigle et al. (2016b) lag in dieser Arbeit der ZWG-Gehalt der
Sporenwande auf dem Niveau des Wildtyps M145. Die Mutante ASC0O2578 wies einen
erhéhten Hexosamingehalt auf, wobei der Phosphatgehalt leicht reduziert (11 %) war.
Allerdings war der mittels HPLC-MS ermittelte PDP-Monomer-Anteil in den
Sporenwanden nur geringfligig reduziert, so dass es sich bei SCO2578 nicht um eine
sporenwandspezifische PDP-Transferase handeln kann.

Ein méglicher Grund flr die unterschiedlichen Ergebnisse bezlglich des ASC0O2578
Phanotyps in dieser Arbeit kénnte in der Verwendung eines anderen Sojamehls
(Hensel, Bio-Sojamehl fettreduziert) zur Herstellung der Sporulationsplatten liegen, da
das von Sigle et al. (2016b) verwendete Sojamehl (Hensel, Bio-Sojamehl fettarm) nicht
mehr lieferbar war.

Wie schon von Sigle et al. beschrieben hat die Deletion von SCO2578 keinen Einfluss
auf die Kettenlange der im Gel sichtbaren Polymerfragmente (Sigle et al. 2016b). Auch
in dieser Arbeit wurden keine auffallenden Unterschiede im Bandenmuster zwischen
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der Mutante ASCO2578 und dem Wildtyp M145 festgestellt. Lediglich im oberen
Bereich des Polyacrylamid-Gels der Sporenproben lieBen sich die Polymerfragmente
der Mutante ASCO2578 schlechter auftrennen, was auf eine hdhere Anzahl an
Polymerfragmenten dieses GréBenbereichs hinweist.

5.7 Die Deletion der beiden CDP-Glycerol:Glycerophosphat
Glycerophosphotransferase Gene SC02589/SC0O2590 hat keinen
Einfluss auf die PDP- und Kdn-Teichulosonsaure Synthese

In der Literatur waren die beiden  CDP-Glycerol:Glycerophosphat
Glycerophosphotransferase Gene SC0O2589/SC0O2590 noch nicht charakterisiert. Die
beiden Gene SCO2589 und SCO2590 befinden sich wie SCO2578 und SCO2584 im
gleichen putativen Zellwandglykopolymer-Biosynthesecluster (Abbildung 13).
SCO2589 sowie SCO2590 verflgen jeweils Uber eine Glycosyltransferase- und Uber
eine Glycerophosphotransferase-Doméane. SCO2589 weist mit 743 As eine fir TagF-
Homologe typische GréBe auf, wohingegen SCO2590 mit einer GréBe von 1197 As
ungewdhnlich lang ist. Allerdings lassen sich fur SCO2590 keine zusétzlichen Pfam
Doménen vorhersagen, so dass die Bedeutung des zusatzlichen Proteinbereichs
unklar ist (Abbildung 58).

Die Inaktivierung von SC0O2589 und SCO2590 beeintrachtigte weder die Gré3e der
Bakterienkolonien noch das Wachstum bei Salzstress. Die GréBe der Kolonien der
Doppelmutante ASC0O2589/5C02590 war sogar um 8 % gréBer als die des Wildtyps
M145 (Abbildung 45).

Aufgrund der vorhergesagten Funktion als TagF-ahnliche Zellwandglykopolymer-
Polymerase wirde man in der Mutante ASC0O2589/SC0O2590 mit klrzeren
Polymerketten einhergehend eine Reduktion des ZWG-, Phosphat- und
Hexosamingehalts erwarten. Beim ZWG-Gehalt in Myzel- (69 %) und Sporenwanden
(86 %) war aber verglichen mit dem Wildtyp M145 (65 % bzw. 80 %) kein drastischer
Unterschied zu erkennen. Ebenso lag der Phosphat- und Hexosamingehalt sowohl in
Myzel- als auch in Sporenwanden auf Wildtyp Niveau. Lediglich der Kdn-Gehalt war in
den Myzelwanden um 12 % und in Sporenwanden um 17 % reduziert. Ebenso lieBen
sich auch durch HPLC-MS Analysen nur relativ geringe Unterschiede im PDP- oder
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Kdn-Gehalt detektieren, die aber auch in der komplementierten Mutante zu
beobachten waren.

Wie bereits bei der Mutante ASCO2578 beobachtet, scheint auch die Deletion der
Gene SC02589-2590 keinen Einfluss auf das Bandenmuster der ZWG der Myzel-
oder Sporenwéande zu haben.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Deletion von SC0O2589 und SC0O2590
keinen signifikanten Einfluss auf die Synthese von PDP, Kdn-Teichulosonsaure oder
anderer im Gel detektierbarer ZWG hat.
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Abbildung 58: CLUSTAL Multiples Sequenzalignment mit MUSCLE (3.8). SCO2590 wurde mit folgenden anderen S. coelicolor TagF-Homologen verglichen: SC0O2981,
SCO02983, SCO2589, SCO2982 und SCO2997. Die erwahnten Enzyme sind in StrepDB als putative Glycosyltransferasen annotiert.
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5.8 SC02594::TnpH734 zeigt ein aberrantes Langenwachstum und
einen reduzierten PDP-Gehalt

Durch ungerichtete Transposon-Mutagenese von S. coelicolor wurde eine Mutante
isoliert, die eine veranderte Koloniemorphologie aufwies (Vollmer et al. 2019; Schmid
2019). In der Mutante (SC02594::TnpH734) war das Gen SC02954, das sich im
gleichen Gencluster wie SC0O2578, SC0O2584, SCO2589 und SCO2590 befindet und
fir eine putative Exopolysaccharid-Phosphotransferase kodiert, durch die Insertion
eines Mini-Transposons unterbrochen. Die Insertion hatte einen drastischen Effekt auf
das Wachstumsverhalten und die GréBe der Bakterienkolonien. Die Kolonien waren
kleiner und kompakter als die des Wildtyps M145. Dieser Phanotyp war das Ergebnis
eines gestérten Hyphenwachstums. Wahrend beim Wildtyp M145 an den
Kolonierandern bis Gber 50 um lange unverzweigte Hyphen wuchsen, verzweigten die
Hyphen der Mutante bereits kurz hinter der Hyphenspitze. Dartber hinaus waren die
Hyphen verkdirzt, teilweise geschwollen und zum Teil auch lysiert (Abbildung 47). Der
morphologische Defekt von SCO2594::TnpH734 konnte durch die Komplementation
vollstandig wieder hergestellt werden.

Interessanterweise wurde eine SC0O2594 Mutante schon in einer friiheren Publikation
beschrieben (Santos-Beneit et al. 2014). Hier wurde SC0O2594 beim Screening von
Transkriptionsdaten auf phosphatregulierte S. coelicolor Gene identifiziert. Die
Mutante SC02594::Tn5062, bei der SCO2594 durch die Insertion des Transposons
Tn5062 unterbrochen war, war im Wachstum beeintrachtigt und zeigte
Uberraschenderweise eine hohe Vancomycinresistenz. Transkriptionsanalysen der
Mutante SCO2594::Tn5062 ergaben, dass die Gene SCO2776-2779 runterreguliert
waren. Die Gene SC0O2776-2779 kodieren fir zwei Acetyl-CoA Carboxylasen, eine 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Lyase und eine Acyl-CoA Dehydrogenase, die am
Lipid- und Acetat-Metabolismus beteiligt sind. lhre runterregulierte Expression kdnnte
der Grund firr das reduzierte Wachstum der Mutante sein (Santos-Beneit et al. 2014;
Demirev et al. 2009; Zhang et al. 1999).

Darliber hinaus wies die Mutante SC02594::Tn5062 einen reduzierten
Phosphatgehalt in der Zellwand auf. Daher postulierten Santos-Beneit et al. (2014)
sowie Read et al. (2019), dass die Gene SC0O2592, SC0O2593 und SC0O2594 an der
Synthese eines phosphathaltigen Polymers beteiligt sind (Santos-Beneit et al. 2014;

Read et al. 2019).
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Die in dieser Arbeit detaillierter durchgeflihrten Analysen ergaben bezlglich des
Phosphatgehalts ein anderes Bild. 2014 beschrieben Santos-Beneit et al., dass der
Phosphatgehalt in der Mutante SC02594::Tn5062 stark reduziert war (Santos-Beneit
et al. 2014). Die Mutante SC0O2594::TnpH734, welche im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurde, verfligte jedoch in den Sporenwanden Uber einen geringfligig
reduzierten Phosphatgehalt (23 %). In Myzelwanden hingegen war der
Phosphatgehalt verglichen zum Wildtyp M145 erh6ht (29 9%). Durch die
Komplementation wurden die Abweichung wieder auf Wildtyp Niveau angeglichen
(Abbildung 51).

Die Diskrepanz bezlglich des Phosphatgehalts kdénnte zum einen auf die
verschiedenen Mutanten (Insertion von unterschiedlichen Transposons an
unterschiedlichen Positionen innerhalb des SC0O2594 Gens) oder auf die Verwendung
unterschiedlicher Nahrmedien zurlickzufihren sein. Wahrend Santos-Beneit et al.
(2014) das phosphatreiche MG-18.5 Flissigmedium verwendete, wurden die
Myzelwénde in dieser Arbeit nach Kultivierung in HA-Medium isoliert.

In der Mutante SC0O2594::TnpH734 war der Kdn-Gehalt kaum beeintrachtigt, die
Mengen an PDP hingegen waren in Sporenwanden um 97 % und in vegetativen
Myzelwanden um 96 % reduziert. Der reduzierte Anteil an PDP in der Mutante spiegelt
sich aber weder im Verhaltnis zwischen Peptidoglykan und ZWG noch im
Phosphatgehalt wider. Folglich wird mdoglicherweise in der Mutante ein anderes
phosphathaltiges Polymer mit einer bisher unbekannten Masse anstelle von PDP
synthetisiert. Hinweise darauf lassen sich auch aus den Polyacrylamid-Gelen ersehen.
Bei der Mutante SCO2594: TnpHL734 enthalten einige Gelbereiche keine klar
definierten Banden, obwohl die anderen Bereiche ein klares Bandenmuster aufweisen.
Bei der Sporenprobe betrifft dies den oberen Bereich des Bandenmusters. Bei der
Myzelprobe ist der mittlere Bereich betroffen. Diese Bereiche kdnnten auf die
Uberlagerung mit einem Polymer, welches sich mit Silbernitrat/Alcianblau schlechter
anfarben lasst, zurtickzuflhren sein.

Interessant ist der Link zwischen phosphathaltigen ZWG und Vancomycinresistenz.
Obwohl S. coelicolor vanHAX Gene zur Synthese Vancomycin-resistenter Zellwand-
Vorstufen besitzt, wird S. coelicolor von Vancomycin gehemmt (Hong et al. 2004). Dies
beruht darauf, dass die van Promotoren zur Expression der vanHAX Gene durch hohe
Phosphatkonzentration inhibiert werden (Santos-Beneit et al. 2014).

128



5. DISKUSSION

Darliber hinaus besteht die Theorie, dass die erhdéhte Vancomycinresistenz der
Mutanten SC0O2594::Tn5062 und SC02594::TnpH734 durch ein putatives Polymer
zustande kommt, welches durch die vom SC02592-SC02594 Operon kodierten
Enzyme synthetisiert wird. Dieses negativ-geladene Polymer ist in der Zellhille
lokalisiert. Durch nicht-spezifische Bindung von Vancomycin Uber dessen positiv
geladene Aminogruppe kdnnte sich die Antibiotikakonzentration an der Zellhllle
anreichern und damit zur gesteigerten Sensibilitat fihren wie es beim Wildtyp M145
von S. coelicolor der Fall ist (Read et al. 2019).

Der Promotor von SC0O2594 steht unter Kontrolle des Zwei-Komponentensystems
PhoR-PhoP. Unter Phosphatmangel bindet die phosphorylierte aktive Form von PhoP
an eine spezifische Sequenz (pho box) und reguliert die Expression von PhoP-
abhangigen Genen. Dies bedeutet, dass die Expression von SC0O2594 und somit auch
die Synthese des putativen Polymers bei einer geringen Phosphatkonzentration im
Medium unterdrlickt wird. Aufgrund der Mutation in der Mutante SC02594::Tn5062
ware die Phosphatkontrolle unbedeutsam, was auch bei hohem Phosphatgehalt im
Medium in einer Vancomycinresistenz resultieren wirde (Read et al. 2019; Santos-
Beneit et al. 2014).

Eine weitere Mdglichkeit fir die erhdhte Vancomycinresistenz in der Mutante, kbnnte
auch auf das Zusammenspiel zwischen ZWG und der Quervernetzung des PG
zurlckzufihren sein. Atilano et al. postulierten 2010, dass Wandteichonsauren in
Staphylococcus aureus als zeitliche sowie raumliche Regulatoren beim PG-
Stoffwechsel dienen. Bei ihren Experimenten stellten sie eine Korrelation zwischen der
Menge an synthetisierten Wandteichonsduren und PBP4-Rekrutierung am Septum
fest. Daher vermuteten sie, dass Wandteichonsauren PBP4 zum Teilungsseptum
dirigieren und somit auch eine Rolle bei der Quervernetzung spielen. Daflir spricht
zudem, dass PBP4 spater am Septum erscheint als TagO, nachdem das frihe
Stadium der PG-Biosynthese abgeschlossen ist und dieses bereit ist fir eine starkere
Quervernetzung (Atilano et al. 2010). Wenn eine hohe Quervernetzung der
Muropeptide nicht méglich ist, sammeln sich Muropeptid-Monomere in der Zellwand
an. Muropeptid-Monomere kdnnten laut Sieradzki et al. (1999), Vancomycin-Molekile
in den oberen Zellwandschichten abfangen. Dadurch wirden sich die angesammelten
Vancomycin-Molekdle selbst sterisch daran hindern an die
Zellwandsynthesemaschinerie an der Plasmamembran zu gelangen und diese zu
hemmen (Sieradzki et al. 1999).
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5.9 Schlusswort

Zellwandglykopolymere sind essenzielle Bestandteile der Gram-positiven Zellwand
und beeinflussen verschiedenste zellulare Prozesse. Die Gene der
Zellwandpolymersynthese sind redundant ausgelegt und die Zellwandpolymere
kébnnen Medien-abhéngig synthetisiert werden. Besonders komplex ist die Situation in
Streptomyces coelicolor. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in Myzel- und
Sporenwénden unterschiedliche Polymere vorliegen, und dass, neben den bereits
charakterisierten Zellwandglykopolymeren Polydiglycosylphosphat und der Kdn-
beinhaltenden Teichulosonsaure noch andere phosphatfreie und phosphathaltige
Zellwandglykopolymere vorhanden sind, die in vorangegangenen Arbeiten tUbersehen

wurden.
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7.1 Abkirzungsverzeichnis

7. ANHANG

Abkilirzung Bedeutung

% Prozent

°C Grad Celcius

cm Zentimeter

cps Counts per second

DNA Desoxyribonukleinsaure

GC-Gehalt Guanin- und Cytosin-Gehalt

GIcNAC N-Acetylglycosamin

GroP Glycerolphosphat

HPLC-MS High Pressure Liquid Chromatography — Massenspektrometrie
Kdn 2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galacto-Nononic Acid
LCP LytR-CpsA-Psr

nm Nanometer

nmol/ g Nanomol pro Gramm

ManNAc N-Acetylmannosamin

Mg Magnesium

min Minute

mm2 Quadratmilimeter

MurNAc N-Acetylmuraminsdure

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCD Programmed cell death

PDP Polydiglycosylphosphat

PG Peptidoglykan

PolyP Polyphosphat

RboP Ribitolphosphat

S. coelicolor Streptomyces coelicolor

SEDS Shape Elongation Division and Sporulation

sek Sekunde

SSSC Streptomyces Spore Wall Synthesizing Complex
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Abkiirzung Bedeutung

TA Teichons&uren

TIPOC Tip organizing center
TUA Teichuronsdure

WTA Wandteichonsauren
WG Zellwandglykopolymere
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