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1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Actinomyceten bei der
Wirkstoffsuche

Mit der Entdeckung des Penicillins [FLeming, 1929] begann der Siegeszug antibakterieller
Wirkstofte in der Medizin. Wihrend der ,,goldenen Ara“ der Antibiotika-Forschung zwi-
schen 1950 und 1975 wurden nahezu alle wichtigen Klassen dieser Substanzen (Chloram-
phenicol, Tetracycline, P-Lactame, Aminoglycoside, Aminocumarine, Makrolide und
Ansamycine) entdeckt. In dieser Zeit schien es daher moglich, die auftretenden Infektions-
krankheiten erfolgreich besiegen zu konnen [Btrpy, 2005]. Durch den zunehmenden Ein-
satz und z.T. auch Missbrauch von Antibiotika wurden jedoch resistente Keime
selektioniert. Die nachlassende Weiter- bzw. Neuentwicklung derartiger Medikamente
fiihrte zu dem Ergebnis, dass 2004 bereits 70 % aller Infektionskeime in amerikanischen
Krankenhdusern Resistenzen gegen mindestens ein Antibiotikum aufwiesen [Lees, 2004].
Besonders problematisch sind dabei die Infektionen mit multiresistenten Bakterien wie
beispielsweise MRSA (multiresistenter Staphylococcus aureus), bei denen selbst die Not-
fallantibiotika keine Wirksamkeit mehr zeigen [Davies & Davies, 2010]. Daher ist die Su-
che nach neuen, hoch wirksamen Arzneistoffen zwingend notwendig. In den letzten Jahren
wurde dabei der Ansatz verfolgt, gro3e Substanzbibliotheken mittels Hochdurchsatz-Tech-
nologie zielgerichtet zu durchsuchen. Dies stellte sich jedoch aufgrund verschiedener Fak-
toren als nicht sehr produktiv heraus. Zum einen sind die Zielkomponenten meist nur
schwer zugénglich bzw. tiberhaupt nicht angreifbar oder fiir in vitro-Versuche vollig unge-
eignet. Zum anderen ist die chemisch-molekulare Komplexitit solcher Substanzsammlun-
gen im Vergleich zu der von Naturstoffen sehr gering. Daher riickt die Entdeckung
neuartiger Sekunddrmetabolite wieder zunehmend in den Vordergrund [Barrz, 2008].

Die bedeutendsten bakteriellen Naturstoff-Produzenten sind die Actinomycetales, die auch
als Actinomyceten bezeichnet werden und ca. 45 % aller biologisch aktiven Substanzen
herstellen. Dazu gehdren unter anderem die filamentds wachsenden Streptomyceten, die
schon wihrend der erwihnten ,,goldenen Ara“ der Antibiotika die Hauptproduzenten die-
ser Sekunddrmetabolite (ca. 70 % - 80 %) waren [Btrpy, 2005]. Innerhalb der Actinomy-

ceten stellen sie mit einem Anteil von ca. 80 % auch heute noch die wichtigste Wirkstoff-



Quelle dar. Die Annahme, dass lediglich 10 % der von dieser Gattung produzierten Natur-
stoffe bislang entdeckt wurden, verdeutlicht ihr Potential [GoopreLLow & Fieprer, 2010;
Warve et al., 2001].

Neben den Streptomyceten gibt es noch ca. 100 weitere Gattungen der Actinomycetales,
die als ,,seltene Actinomyceten zusammengefasst werden. Diese gewannen in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung, da aus den Streptomyceten immer weniger neue Sub-
stanzen isoliert wurden, aber gleichzeitig die Wiederentdeckungsrate bekannter Metabolite
stark anstieg [Watve et al., 2001]. Seltene Actinomyceten werden als Quelle neuer, biolo-
gisch aktiver Wirkstoffe angesehen, da sie bereits als Produzenten vieler wichtiger Antiin-
fektiva wie z. B. Rifamycin von Amycolatopsis mediterrane, Erythromycin von
Saccharopolyspora erythraea oder Vancomycin von Amycolatopsis orientalis beschrieben
wurden [Lazzarint et al., 2000]. Dies wird vor allem fiir diejenigen Isolate angenommen,
die aus bisher schlecht untersuchten bzw. extremen Habitaten stammen, da der dort herr-
schende Selektionsdruck einzigartige Entwicklungen hervorgerufen haben konnte
[BurL et al., 2000]. Durch neue selektive Isolierungsmethoden und Verbesserungen in der
Kultivierung wurden solche Bakterien zugénglicher, vor allem im Hinblick auf marine Ha-

bitate [Barrz, 2008; BuLL & Stach, 2007; GoopreLLow & FiepLer, 2010; Havakawa, 2008].

1.2 Moglichkeiten mariner Biotechnologie in der
Erforschung neuartiger Sekundarmetabolite

Die marine Biotechnologie beschiftigt sich mit der ErschlieBung und umweltfreundlichen
Nutzung der lebenden Ressourcen des Meeres. Ziel ist es dabei, Mikroorganismen, Pflan-
zen- oder Tierzellen sowie deren Bestandteile und Produkte bei technischen Verfahren, in-
dustriellen Produktionsprozessen und im medizinischen Bereich einzusetzen. Betrachtet
man die Erde, so machen die Ozeane iiber 70 % der Oberfldche aus. Davon reichen etwa
60 % mindestens 2.000 Meter tief [BurL ef al., 2000; Haerner, 2003]. Tieferliegende Be-
reiche der Meere sind noch weitgehend unerforscht, enthalten jedoch ein enormes Potenti-
al. Daher riickte die Suche nach Naturstoffen von Mikroorganismen aus marinen
Lebensrdumen in den letzten Jahren mehr und mehr in den Vordergrund [PieTrRA, 1997].
Insbesondere Bakterien, die unter extremen Bedingungen wie z. B. in den grofen Tiefen
der Meere leben, werden als mdgliche Quellen fiir biologische Substanzen gesehen, die
sich fiir technische oder pharmazeutische Prozesse verwenden lassen [BurL & SrtacH,

2007; BuLL et al., 2000, 2005; Fenicar & Jensen, 2006]. In den letzten Jahren wurde aus



marinen Standorten eine Vielzahl seltener, teils bis dahin unbekannter Mikroorganismen
isoliert, die sich als Produzenten neuartiger Sekundarmetabolite erwiesen [BurLL & StacH,
2007; FenicaL & Jensen, 2006; FiepLer ef al., 2005; JenseN et al., 2005; Karo et al., 1996,
1998; Lam, 2006; Li et al., 1999; PatHom-AREE ef al., 2006c¢].

So wurde auch Abyssomicin C entdeckt, ein Sekundidrmetabolit aus dem seltenen marinen
Actinomyceten Verrucosispora maris AB-18-032. Die Substanz wurde bei der gezielten
Suche nach Hemmstoffen der para-Aminobenzoesiure-Biosynthese identifziert und zeigt
eine starke inhibitorische Wirkung gegeniiber Gram-positiven Bakterien, wie multiresis-
tenten Klinikisolaten von Staphylococcus aureus; die minimale inhibitorische Konzentrati-
on liegt hierfiir bei 4 ng/ml [RiEbLINGER ef al., 2004]. Trotz dieser hohen antibakteriellen
Aktivitdat und des einzigartigen Targets wurde diese Substanz von der pharmazeutischen
Industrie nicht fiir den klinischen Einsatz weiterentwickelt.

Im Gegensatz dazu befindet sich Salinosporamid A, ein y-Lactam-p-Lacton aus dem halo-
philen Bakterium Salinispora tropica, bereits in der klinischen Testphase, allerdings nicht
als Antibiotikum, sondern als Hemmstoft des multiplen Myeloms durch Inhibition der
proteolytischen Aktivitdt der 20S-Untereinheit des Proteasoms [FeLing ef al, 2003;
JENSEN et al., 2005].

Einen bislang weitgehend unerforschten Lebensraum stellt auch der Marianengraben im
Pazifischen Ozean dar, in dem die tiefsten Stellen des Weltmeeres liegen. Die Organisati-
on JAMSTEC (Japan Marine Science and Technology Center) sammelte dort im Rahmen
von verschiedenen Tauchgéngen Sedimentproben [Kyo et al., 1995], die nach Sekundér-
stoff-produzierenden Mikroorganismen durchsucht wurden [ParHom-aree et al., 2006c].

Darauf wird im folgenden Kapitel ndher eingegangen.

1.3 Isolierung von Actinomyceten aus dem
Marianengraben

Der Marianengraben erstreckt sich sichelférmig auf einer Lange von etwa 2.400 Kilome-
tern und ist Teil des sogenannten pazifischen Feuerrings, der aus einer Kette von Tiefsee-
graben und Vulkanen besteht. Diese Linie reger Vulkanaktivitit umspannt nahezu die
gesamte Pazifische Platte, an deren umlaufendem Rand durch Plattentektonik Subdukti-
onsvorgédnge initiiert werden. Durch Subduktion der Lithosphire der Pazifischen Platte
unter die Philippinenplatte entstand der Marianengraben [Fryer et al., 2003]. Dessen tief-

ste Stelle ist mit 10.898 Metern das Challengertief, das aufgrund der dort herrschenden ex-



tremen Bedingungen bzgl. Salzgehalt (34,7 %), Temperatur (2,6 °C) und Druck
(11,13 kbar) kein geeignetes Habitat fiir marines Leben darstellt [ Akivoto ef al., 2001].
Die Organisation JAMSTEC hat diesen Standort mit Hilfe spezieller Ausriistung wie dem
ROV (remotly operated vehicle) ,,Kaiko* untersucht. Dieser Tauchroboter konnte wahrend
eines Tauchgangs (Nr. 74) bis auf den Grund des Challengertiefs (Koordinaten:
11°19'911" N; 142°12'372" E) vordringen und dort Sedimentproben sammeln [Kyo et al.,
1995]. Aus diesen Proben wurden 38 verschiedene Actinomyceten isoliert und taxono-
misch charakterisiert. Dabei wurden 19 Isolate der Gattung Dermacoccus zugeordnet

[PatHOM-AREE ef al., 2006c], die Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist.

1.4 Die Gattung Dermacoccus

Die Gattung Dermacoccus wird zusammen mit den Gattungen Demetria und Kytococcus
zur Familie der Dermacoccaceae zusammengefasst, die zur Ordnung Actinomycetales und
somit zu den Actinobacteria gehort. Diese Einteilung wurde von STACKENBRANDT ef al.
[1995] vorgenommen, da sich innerhalb des ehemaligen Genus Micrococcus eine grofle
Heterogenitét bzgl. der Phylogenie und Chemotaxonomie zeigte. Die Umordnung resul-
tierte in den fiinf neuen Gattungen Kocuria gen. nov., Nesternkonia gen. nov., Kytococcus
gen. nov., Dermacoccus gen. nov. und Micrococus Cohn 1872 gen. emend.

Dermacoccen sind Gram-positive Kokken mit einem GC-Gehalt von 66 bis 71 mol %, die
weder Kapseln noch Endosporen bilden. Sie sind mesophil, Katalase-positiv, chemoorga-
notroph und nicht halophil. Die Gattung benétigt aerobe Bedingungen, ist aber zu gerin-
gem Wachstum auch unter mikroaerophilen Verhéltnissen fahig.

Die Zellwidnde enthalten keine Mycol- und Teichonsduren. Als Hauptbestandteil der Poly-
saccharide in der Zellwand ist Galactosamin zu finden, die Pentapetid-Kette tritt in der Va-
riation A4a auf. Die Atmungskette enthilt hydrogenierte Menachinone, wobei MK-8 (H>)
am hiufigsten vorkommt. Die Dermacoccen besitzen die Cytochrome aas, Cssg, Csss, Dsso,
bses und dezs. Thre Membranen bestehen hauptsidchlich aus den Phospholipiden Diphospha-
tidylglycerol, Phosphatidylglycerol und Phosphatidylinositol; als Hauptfettsduren sind iso-
Cis., i50-Ci79, iso- und anteiso-Ci7 sowie iso-Ci7, zu finden [ STACKEBRANDT ef al., 1995].
Es wurden bisher vier Dermacoccus-Staimme in der Literatur beschrieben, wobel Derma-
coccus nishnomiyaensis [Kocur et al., 1975] als Modellspezies verwendet wird. Derma-
coccus abyssi sp. nov. [PatHom-AREE et al., 2006a], Dermacoccus barathri sp. nov.

[PatHOM-AREE et al., 2006b] und Dermacoccus profundi sp. nov. [ParHoM-AReE et al.,



2006b] sind neu beschriebene Isolate aus dem Marianengraben. Zudem wurde vor kurzem
im Zuge des ,,Human Microbiome Project” begonnen, das Genom von Dermacoccus sp.
Ellin185, einem Isolat der menschlichen Haut, zu sequenzieren [TurnBauGH et al., 2007].

Von den 19 Dermacoccus-Isolaten aus einer Sedimentprobe des Marianengrabens
(vgl. 1.3) wurden acht Stimme als Produzenten neuartiger Sekundérmetabolite, den soge-
nannten Dermacozinen, beschrieben [Wacner, 2009]. Dabei handelt es sich um neuartige

Derivate der Substanzklasse der Phenazine, die im folgenden Kapitel behandelt wird.

1.5 Bedeutung und Biosynthese von Phenazinen

Molekiile der Phenazin-Familie gehoren zu den heterozyklischen Verbindungen, wobei
das Grundgeriist aus drei aromatischen Zyklen mit zwei Stickstoffatomen im mittleren
Ring besteht. Das erste Phenazin, Pyocyanin, wurde 1860 von Mathurin-Joseph Fordos
entdeckt und isoliert [Forpos, 1860]. Seitdem wurden Vorkommen, Funktion und Biosyn-

these dieser Substanzklasse intensiv untersucht.

1.5.1 Phenazine: Struktur und Funktion

Bislang sind in der Literatur mehr als 6.000 Phenazin-Verbindungen bekannt, von denen
etwa 100 natiirlichen Ursprungs sind [Laursen & NieLsen, 2004; MenTEL et al., 2009]. Die
Diversitit der Organismen, die diese Substanzen produzieren, ist mit einer Ausnahme,
dem Archacon Methanosarcina mazei [ABkeN et al., 1998], ausschlieBlich auf Bakterien
beschrinkt. Dazu gehoren sowohl Gram-negative gamma-Proteobakterien wie z. B. Pan-
toea agglomerans, Pelagiobacter variabilis oder verschiedene Pseudomonas-Spezies, be-
ta-Proteobakterien wie z. B. Burkholderia cepacia und Burkholderia phenazinium als auch
Gram-positive, wie Microbiospora (ehemals Waksmania) aerata, Amycolata hydrocar-
bonoxydans, Brevibacterium linens, Brevibacterium iodinum, Nocardiopsis dassonville,
Dermacossus abyssi sowie verschiedene Streptomyces-Stimme [ABDEL-MAGEED et al.,
2010; LaurseN & NieLseN, 2004; Mavrobi et al., 2006, 2010].

Die am besten charakterisierten Phenazin-Produzenten sind die Pseudomonaden, darunter
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa und Pseudomonas chlororaphis. In
den meisten Fillen werden mehrere einfach-substituierte Derivate hergestellt. Dabei kom-
men vor allem amidierte, carboxylierte und hydroxylierte Modifikationen des Phenazin-
Grundkorpers vor [Mavronr et al., 2006]. Einige Beispiele sind in Abbildung 1 gezeigt.

Trotz dieser geringfiigigen Unterschiede in der Modifikation konnen sich die biologischen



Aktivitdten erheblich voneinander unterscheiden. Es wurden antibiotische, antitumorale,
antiparasitische sowie Antimalaria-Eigenschaften beschrieben [Laursen & NieLsen, 2004].
In der Humanmedizin stellen einige Phenazine relevante Virulenzfaktoren dar. Dazu ge-
hort auch das Pyocyanin (siehe Abbildung 1), das von dem opportunistischen Humanpa-
thogen Pseudomonas aeruginosa produziert wird. Es schwicht bei Patienten mit
cystischer Fibrose das Immunsystem, was das Uberleben des Erregers fordert [Lau ef al.,
2004; Murray et al., 2007].

Antibakteriell wirkende Phenazine hemmen meist nur Gram-positive Bakterien. Dies ist
z. B. fiir die Phenazin-1-Carbonsiure (siche Abbildung 1) der Fall, die aufgrund ihrer Wir-
kung gegen Mycobacterium tuberculosis auch als Tubermycin B bezeichnet wird. Die
Substanz weist wie viele weitere Phenazin-Derivate zudem eine antimykotische Wirkung
auf und trigt im Boden zur Hemmung von pflanzenpathogenen Pilzen wie Gaeumanno-
myces graminis var. tritici, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Gibberella
avenacea, Alternaria spp. oder Drechslera graminea bei [CuiNn-A-WoENG et al., 2001;
Mavronpi et al., 2006]. Einige Pseudomonaden werden deshalb auch als Biofungizide ein-

gesetzt.
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Abbildung 1: Strukturformeln einiger von Pseudomonas spp. produzierter Phenazine



Zusitzlich zu den einfachen Phenazin-Derivaten werden auch weit komplexere Strukturen
mit einer Vielzahl von Substituenten am Grundgertist hergestellt, z. B. bei Streptomyceten.
Dazu gehoren unter anderem Aminoséure-, Terpen-, Thioether-, Zucker- und Saphensiure-

derivate [Laursen & NieLsen, 2004]. Einige Beispiele sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Strukturformeln weiterer Phenazin-Derivate, die nicht von Pseudomonas spp. stammen

Mit Methanophenazin wurde das erste Phenazin identifiziert, das nicht von einem Bakteri-
um, sondern von einem methanogenen Archeaeon, Methanosarcina mazei Go1, produziert
wird. Die physiologische Rolle dieses membrangebundenen Ether-Derivats ist vermutlich
die Ubertragung von Elektronen innerhalb der Cytoplasmamembran [ABken et al., 1998;
Beiruss et al., 2000]. Im Allgemeinen haben viele Phenazine eine gute Redox-Aktivitét,
d. h. sie konnen Elektronen aufnehmen und an passende Akzeptoren wieder abgeben. Dies
trdgt wie im Fall des Pyocyanins zur Virulenz bei, indem der Vorrat an intrazelluldrem
cAMP und ATP sowie dem Antioxidans Glutathion reduziert bzw. die Katalase, ein Enzym
zur Entgiftung von Sauerstoffradikalen, inhibiert wird. Dadurch kommt es zur Akkumula-

tion von reaktiven Sauerstoffspezies, was die Zellen irreversibel schadigt [KANTHAKUMAR et



al., 1993; MuLLer, 2002; O'MAaLLEY et al., 2004]. Dariiber hinaus konnen aufgrund dieser
Redoxeigenschaften freie Radikale neutralisiert werden. Dies hat neuroprotektive Wirkun-
gen zur Folge, da freie Radikale bei Erkrankungen des zentralen Nervensystems wie Par-
kinson oder Demenz eine entscheidende Rolle spielen, indem sie die neuronalen Zellen
irreversibel schiadigen. Dieser schiitzende Effekt konnte auch fiir die Aestivophoenine,
Benthocyanine und Phenostatine nachgewiesen werden [Kim et al, 1999; LaursiNn &

NiELsEN, 2004; SHuiNya et al., 1993].

1.5.2 Genetische und biochemische Aspekte der Phenazin-Biosynthese

Die Phenazin-Biosynthese wird bereits seit tiber 50 Jahren untersucht und ist bis heute
noch nicht vollstindig aufgeklirt. In ersten Versuchen wurde durch Zugabe radioaktiv-
markierter Vorstufen zu Pseudomonas-Kulturen eine Verkniipfungen zwischen Phenazin-
Biosynthese und Shikimisdure-Stoffwechselweg entdeckt [MiLLican, 1962]. Enorme Fort-
schritte wurden jedoch erst durch die Identifizierung der Phenazin-Gencluster in Pseudo-
monas chlororaphis und Pseudomonas fluorescens erzielt [Mavrobr et al., 2006;
MentEL ef al., 2009]. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein konserviertes Operon, das sie-
ben Gene (phzABCDEFG) enthilt, fiir die Phenazin-Synthese verantwortlich ist [Mavrobi
et al., 1998; PiersoN & TrHomasHOw, 1992; Pierson et al., 1994, 1995]. Diese Grundgene
finden sich in nahezu allen Phenazin-Produzenten wieder. Es werden mindestens die fiinf
Gene phzB, phzD, phzE, phzF und phzG bendtigt, um Phenazin-1-Carbonsdure bzw. Phe-
nazin-1,6-Dicarbonsdure zu produzieren. Daneben gibt es Gene, die ausschlieBlich an der
Modifikation dieser Substanzen beteiligt sind. Ein Vergleich der Phenazin-Biosynthese-

Gencluster verschiedener Spezies ist in Abbildung 3 gezeigt.
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Abbildung 3: Zusammenstellung der Phenazin-Gencluster verschiedener Spezies; die Farben der
Gene geben ihre Funktion an; rot: Grundgene, gelb: regulatorische Gene, griin: modifizierende Gene,
hellblau: Transport- oder Resistenzgene; Abbildung entnommen aus [MEeNTEL ef al., 2009]

Die Vorstufen fiir die Phenazin-Biosynthese stammen aus dem Shikimisdure-Stoffwech-
selweg (Abbildung 4), der nur bei Pflanzen und Mikroorganismen vorkommt. Ausgehend
von der Kondensation von Erythrose-4-Phosphat mit Phosphoenolpyruvat zu 3-Desoxy-D-
Arabinoheptulosonséiure-7-Phosphat (DAHP) durch das Schliisselenzym DAHP-Synthase
wird in weiteren enzymkatalysierten Schritten Shikimisdure und anschlieend Chorismin-
sdure gebildet. Die am besten untersuchten bakteriellen DAHP-Synthasen sind die aus
E. coli, bei dem drei Isoenzyme vorkommen, eine Phenylalanin-sensitive, eine Trypto-
phan-sensitive und eine Tyrosin-sensitive DAHP-Synthase. Sie werden durch die jeweilige
aromatische Aminosiure gehemmt (negative Riickkopplung). Chorisminsdure wiederum
dient als Ausgangsstoff fiir die Synthese der aromatischen Aminoséuren Phenylalanin, Ty-
rosin und Tryptophan sowie der para-Aminobenzoesiure (pAba) bzw. der para-Hydroxy-
benzoesdure (pHba) [Herrmann, 1995a, 1995b]. Die Enzyme aus dem Shikimisdure-
Stoffwechselweg stammen alle aus dem Primérstoffwechsel und sind fiir Mikroorganis-

men essentiell.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Shikimiséiure-Stoffwechselwegs. DAHP: 3-Desoxy-D-Ara-
binoheptulosonsiure-7-Phosphat

Dariiber hinaus ist die Chorisminsédure ebenfalls eine Vorstufe der Phenazine. Fiir weitere
Syntheseschritte ausgehend von Chorisminsdure bzw. die Bildung des Phenazin-Grundge-
rists sind die Enzyme PhzE, PhzD, PhzF, PhzA/B und PhzG entscheidend. Eine Sonder-
stellung nimmt PhzC ein, da es eine im Sekundérstoffwechsel vorkommende DAHP-
Synthase darstellt. Diese katalysiert ebenfalls die Kondensation von Erythrose-4-Phosphat
mit Phosphoenolpyruvat zu DAHP, wird aber nicht durch negative Riickkopplung inhibiert
[WEeBBY ef al., 2005]. Der hypothetische Syntheseweg des Phenazingrundgeriists ist in Ab-

bildung 5 dargestellt und wird im Folgenden weiter erlautert.
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Abbildung 5: Biosyntheseweg des Phenazin-Grundgeriists ausgehend vom Shikimisdurestoffwechsel-
weg bis hin zur Phenazin-1-Carbonsiure bzw. Phenazin-1,6-Dicarbonsiure; ADIC, 2-Amino-2-Des-
oxyisochorisminsiure; DHHA, 2,3-Dihydro-3-Hydroxyanthranilsiure; Gln, Glutamin; Glu, Glutamat

PhzE ist eine Anthranilsdure-Synthase, an deren C-Terminus sich eine Amidotransferase-
Domine befindet. Diese amidiert vermutlich Chorisminséure zu 2-Amino-2-Desoxyiso-
chorisminsiure (ADIC) [McDonaLp et al., 2001]. Dabei wird Glutamin als Aminogrup-
pendonor verwendet [GaLsraitH et al., 2004]. Durch die Hydrolyse von ADIC mittels
PhzD, einer Isochorismatase, entsteht 2,3-Dihydro-3-Hydroxyanthranilsdure (DHHA).
Diese Reaktion wird durch Protonierung des Ethylen-Rests initiiert und fiihrt zur Abspal-
tung von Pyruvat [Parsons ef al., 2003]. DHHA wird anschlieBend durch die Isomerase
PhzF umgewandelt. Bei dieser sogenannten perizyklischen Reaktion werden die Doppel-
bindungen des DHHA so verdndert, dass 6-Amino-5-Oxocylohex-2-en-1-Carbonsédure ent-
steht [BLANKENFELDT ef al., 2004; Parsons et al., 2004b]. Im Anschluss kdnnen zwei dieser
Produkte zu einer symmetrischen Phenazin-Vorstufe kondensieren. Diese Dimerisierung
kann spontan erfolgen, wird jedoch auch durch die Enzyme PhzA bzw. PhzB katalysiert

[Anuia et al., 2008]. Die letzten Schritte zur Herstellung von Phenazin-1-Carbonsdure
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(PCA) und Phenazin-1,6-Dicarbonsdure sind noch nicht vollstindig aufgeklért. Dies be-
trifft vor allem den Mechanismus der vollstindigen Aromatisierung sowie die Decarboxy-
lierung zu PCA. In vivo konnte gezeigt werden, dass PhzF und PhzA/B ausreichen, um
DHHA hauptsidchlich in PCA umzuwandeln, wobei in geringen Mengen auch Phena-
zin-1,6-Dicarbonsiure und der unsubstituierte Phenazin-Grundkdrper entstehen [Anusa et
al., 2008]. Bei Untersuchungen an PhzG wurde herausgefunden, dass es sich bei diesem
Enzym um eine Flavinmononukleotid-abhingige Oxidase handelt [Parsons et al., 2004a;
Pierson et al., 1995]. Aufgrund dieser Beobachtungen wird angenommen, dass es zwei
Moglichkeiten der Vorstufen-Aromatisierung gibt. PCA entsteht vermutlich in einer En-
zym-unabhdngigen Reaktion durch oxidative Decarboxylierung der Vorstufe, wéhrend
PhzG die Bildung von Phenazin-1,6-Dicarbonsdure durch eine Oxidation ohne Abspaltung
der Carboxygruppe katalysiert [MenTEL ef al., 2009]. Diese beiden Molekiile stellen somit
die Endprodukte dieses Biosynthesewegs dar, die jedoch stammspezifisch weiter modifi-

ziert werden konnen.
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1.6 Sekundirstoffproduktion in Dermacoccus sp.

Von den acht Dermacoccus-Stimmen, die als Dermacozin-Produzenten identifiziert wor-
den waren (vgl. 1.4), wurden die beiden Spezies Dermacoccus abyssi MT 1.1 und Derma-
coccus sp. MT 1.2 in frilheren Arbeiten ndher untersucht [ABpeL-Maceep et al., 2010;
Wacner, 2009]. Aus D. abyssi konnten dabei die Dermacozine A, B, D, E und G, aus
D. sp. MT 1.2 die Dermacozine C und F isoliert werden. Anhand ihrer chemischen Struk-
tur wurden die Substanzen den Phenazinen zugeordnet. Sie zeigen das charakteristische
Grundgeriist aus drei aromatischen Ringen mit zwei Stickstoffatomen im mittleren Zyklus

(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Strukturformeln der Dermacozine A - G
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Weitere Charakteristika dieser Dermacozine sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Bezeichnung und Charakteristika aller bisher isolierten Dermacozine [Abdel-Mageed et al.,
2010; Wagner, 2009]

Dermacozin Summenformel Molekulargewicht Exakte Masse Farbe
[g/mol] [g/mol]
A CisH14N4O2 282 282,1107 orange
B CH sN,Os 386 386,1276 orange
C CH7N304 387 387,121502 orange
D C2sH19N;Os 429 429,12714 gelb
E Cy;Hi6N4Os 396 396,1217 blau
F Cy3HisN;04 397 397,3971056 blau
G C,3HiN;Os 413 413,101092 blau

Dartiber hinaus wurden diese Substanzen auch auf ihre biologische Aktivitit untersucht.
Dabei zeigten die Dermacozine F und G eine méBige zytotoxische Wirkung gegen die
Leukédmie-Zellinie K562 mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsp) von 9
bzw. 7 uM. Fiir alle Dermacozine konnten Radikalfdnger-Eigenschaften nachgewiesen
werden, die hochste Aktividt war dabei fiir Dermacozin C (ICs, von 8,4 uM) zu beobach-

ten.

1.7 Zielsetzung

Neben den Dermacozinen C und F wurden mit Hilfe von HPLC-DAD-Analysen neun
weitere Substanzen im Kulturfiltrat von Dermacoccus sp. MT 1.2 identifiziert, die anhand
von UV-Vis- und HPLC-MS-Analysen ebenfalls den Phenazinen zugeordnet wurden. Auf-
grund der zu geringen produzierten Menge von weniger als 1 mg/l konnten sie jedoch
nicht als Reinsubstanzen gewonnen werden [WaaGner, 2009]. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es daher, die Produktion dieser Substanzen zu verbessern, um sie in ausreichender
Menge isolieren und anschlieBen weiter charakterisieren zu konnen. Dazu sollte zunéchst
der Einfluss einer unterschiedlichen Nahrstoffzusammensetzung auf Sekundarstoffproduk-
tion und Wachstum in Schiittelkulturen getestet werden.

Zudem hatte sich in vorausgegangenen Arbeiten eine extreme Schaumentwicklung wih-
rend des Fermentationsprozesses gezeigt [Wacner, 2009]. Diese galt es im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zu vermindern, um eine Reduktion der Substanzmenge zu umgehen.
Unter diesen optimierten Bedingungen sollten Fermentationen im 10 Liter-Mafstab durch-

gefiihrt werden, um geniigend Material fiir die Aufreinigung der Zielkomponenten zu ge-
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winnen. Diese sollte mit Hilfe spezifischer Isolierungsmethoden erfolgen, um die erhalte-
nen Reinsubstanzen anschlieend biologisch, chemisch und physikalisch charakterisieren
zu konnen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den Biosyntheseweg der Dermacozine mit Hilfe
einer Genbibliothek aufzukliren. Die bereits fiir andere Phenazine beschriebene Abfolge
der einzelnen Reaktionsschritte (vgl. 1.5.2 und Abbildung 5) diente dabei als Ausgangs-
punkt. Anhand des identifizierten Genclusters sollte ein Schema iiber den hypothetischen
Verlauf der Dermacozin-Synthese erstellt werden. Das Gencluster sollte anschlieBend mit-

tels heterologer Genexpression in Streptomyces sp. verifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1

Material

2.1.1 Geriate und Hilfsmittel

Tabelle 2: Verwendete Geriite

Gerit Bezeichnung Firma
10 Liter-Blattrithrfermenter FS-314 New Brunswick Scientific,
New Jersey

Elektroporationsgerét MicroPulser™ Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Gefriertrockner Lyovac GT2 Heraeus Holding, Hanau
Gelelektrophoresezubehdr — Elektophoresekammer Bioplex Strehlau & Kruse, Freiburg

Power Supply 1000-500 Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Heizblock Digital dry block Heater PMC Barnstead Dataplate, Leverkusen
HPLC-DAD-System HP 1090 Hewlett Packard, Waldbronn

HP Kayak XM 600 Software
Rev A.08.03

HPLC-DAD-ESI-MS-
System

1200 Binére Pumpe

1200 Autosampler, thermostatisiert
1200 Saulenthermostat

1200 DAD mit 10 mm Standard-
Flusszelle

LC/MSD Ultra Trap System

XCT 6330

Agilent Technologies, Waldbronn

HPLC-Kohlenhydrat-
Analytik

HP 1050 HPLC-Pumpe
HP 1074 A Refraktometer
HP 3396A Integrator
ISS-100 Autosampler

Hewlett Packard, Waldbronn

Perkin-Elmer, Uberlingen

Inkubatoren

Ehret Labor- und Pharmatechnik,
Emmendingen

LC-Niederdrucksystem

2 x Pumpe E100

Software BEGRA

Ultrorac 7000 Fraktionssammler
ISCO UA-5

Besta, Wilhelmsfeld

Amersham-Pharmacia, Freiburg
AS Messtechnik, Sporkhdvel

Magnetriihrer IKAMAG Reo IKA Werke, Staufen
pH-Meter Orion 2 Star pH Benchtop Fisher Scientific, Schwerte
Photometer Spectralphotometer U-2000 Hitachi

PHPLC-System

LaPrep mit 2 x P110 Pumpen
dynamische Mischkammer

P 314 2-Kanal-UV-Vis Detektor
manuelles Injektionssystem Valco
C6UW mit 5 ml-Probenschlaufe

VWR, Darmstadt

Knauer, Berlin

VWR, Darmstadt
Macherey & Nagel, Diiren

2-Kanal Flachbettschreiber Abimed, Langenfeld
Pipetten Labmate 20 pl, 200 pl, 1000 pul, 5 ml, Abimed, Langenfeld
10 ml
Reinstwasseranlage MilliQ Water Purification System Millipore, Schwalbach
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Gerit Bezeichnung Firma
Rotationsverdampfer Rotavapor-RE Biichi, Essen

Controller CVC 24 Vacuubrand, Wertheim

Pumpe MD 4 Vacuubrand, Wertheim
Thermocycler Primus 96 Plus AVISO, Greiz-Gommla
Trockenschrank Bio VI 2055-48 Memmert, Schwabach
Uberkopfschiittler Reax 2 Heidolph Instruments, Schwabach
UV-Transilluminator Biochapt MV Herolab Laborgerite, Wiesloch

Vakuumpumpe WOB L-PRESS/VAC DRY PUMP2  Welch, Alton, UK
Vakuumzentrifuge Centrivac Heraeus Holding, Hanau

Vortexer Reax IR Heidolph Instruments, Schwabach
Waage Sartorius Basic Sartorius, Gottingen

Zentrifugen Megafuge 1.0 R Heraeus Holding, Hanau

Biofuge 13

Heraeus Holding, Hanau

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Firma

Antibiotika-Testblattchen

Macherey-Nagel, Diiren

Einmal-Kiivetten 1,5 ml

Kuhnle, Karlsruhe

Elektroporationskiivetten

Molecular BioProducts, San Diego, USA

Extraktglidschen 4 ml, 5 ml, 20 ml

International Chemie Technik, Bad Homburg

Glasfaserfilterpapier MN85Bf

Macherey-Nagel, Diiren

HPLC-Probengldschen N11-1 HP

Dedeke, Konigswinter

Microspin S-400 HR Columns

GE Healthcare, Miinchen

Parafilm American National Can, Chicago, USA
Petrischalen 94/16 mm Kuhnle, Karlsruhe
Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen

Reaktionsgefdfle 1,5 ml
Reaktionsgefafie Safe Lock 2,0 ml
Reaktionsgefiale PCR Multi Ultra-Stripes

Kuhnle, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Carl Roth, Karlsruhe

Rotiprotect-Latexhandschuhe
Rotiprotect-Nitrilhandschuhe

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

Kuhnle, Karlsruhe

2.1.3 Verwendete Kits

Tabelle 4: Verwendete Kits

Bezeichnung

Firma

CloneJET™ PCR Cloning Kit

Fermentas, St. Leon-Rot

Gigapack III XL Packaging Extract

Stratagene, Agilent Technologies, Boblingen

illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit

GE Healthcare, Miinchen

illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit

GE Healthcare, Miinchen

PureYield™ Plasmid Midiprep System

Promega, Mannheim
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2.1.4 Enzyme

Tabelle 5: Verwendete Enzyme

Bezeichnung

Firma

BamHI 10 U/l

Fermentas, St. Leon-Rot

Bsal 10 U/ul

Fermentas, St. Leon-Rot

CIAP 1 U/ul

Fermentas, St. Leon-Rot

Dral 10 U/ul

Fermentas, St. Leon-Rot

EcoRI1 10 U/ul

Fermentas, St. Leon-Rot

KAPAHiFi-Polymerase 1 U/ul

Peqlab, Erlangen

Lysozym 105000 U/mg

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Ncol 10 U/ul

Fermentas, St. Leon-Rot

Proteinase K 51 U/mg

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Sacl 10 U/ul

Fermentas, St. Leon-Rot

Sau3Al 10 U/pl

New England Biolabs, Frankfurt am Main

T4 DNA-Ligase 1 WeissU/ul

Fermentas, St. Leon-Rot

Tag-Polymerase 5 U/ul

Qiagen, Hilden

Xbal 10 U/pl

Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.5 Vektoren und Cosmide

Tabelle 6: Verwendete Vektoren und Cosmide

Vektor/Cosmid relevanter Genotyp Referenz

pJET1.2/blunt eco4TRI Fermentas, St. Leon-Rot
plJ787 attP-int, tet [Gust et al., 2004]
plI790 ARED (gam, bet, exo), cat, araC, repl101° [Gusrt et al., 2003]
pUB307 RP4-Derivat, tra, tet, Aneo [BenNETT ef al., 1977]
pUWL201 bla, tsv, ermE* [Doumith et al., 2000]

(Abbildung 60)

pUWL201 orfl5

bla, tsr, codiert orf15 aus MW _A9 hinter
dem konstitutiven Promotor ermE*

diese Arbeit (vgl. Abbildung 61)

pUWL201_orf20

bla, tsr, codiert orf20 aus MW _A9 hinter
dem konstitutiven Promotor ermFE*

diese Arbeit (vgl. Abbildung 62)

pUWL201 orf22

bla, tsr, codiert orf22 aus MW _A9 hinter
dem konstitutiven Promotor ermFE*

diese Arbeit (vgl. Abbildung 63)

pUWL201 orf24

bla, tsr, codiert orf24 aus MW _A9 hinter
dem konstitutiven Promotor ermE*

diese Arbeit (vgl. Abbildung 64)

pUWL201 Plac/ermE

bla, hph, tsr, ermE*

[SALEH ef al., 2012]

SuperCos 1

bla, cos, neo

[Evans ef al., 1989]; Stratgene

Cosmid MW_A9

SuperCos 1-Derivat mit orfI - orf30 aus
D. sp. MT 1.2, bla, cos, neo

diese Arbeit (vgl. Abbildung 57)

Cosmid MW_A9 int

SuperCos 1-Derivat mit orfI - orf30 aus
D. sp. MT 1.2, cos, neo, tet, int

diese Arbeit (vgl. Abbildung 58)

Cosmid MW_A9 int ermE

SuperCos 1-Derivat mit orf] - orf30 aus
D. sp. MT 1.2 hinter dem konstitutiven
Promotor ermE*, cos, neo, tet, int

diese Arbeit (vgl. Abbildung 59)
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2.1.6 Synthetische Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG, Ebersberg, be-

zogen.

Tabelle 7: Verwendete Primer

Bezeichnung Sequenz

ermE/hygro fw  5'-GAAATCGGGCGTGGGTCGCTACAAGC Amplifizierung von Aph und ermE* zur
TCCGGTCAGCACGTCGATAAGCTTGATTG homologen Rekombination
TAGG-3'

ermE/hygro rev 5'-CGGATGCACCTGCTCCACCTGGAGCG  Amplifizierung von hph und ermE* zur
TGTGCTTGTAAGCCTTCTAGAACTAGTGG homologen Rekombination
ATC-3'

Anwendung

orfl5 fw 5'-TTAGCGAATTCAATGCGAGCTGACCGA Amplifizierung von orf15 unter
CTTG-3' Einfiihrung einer EcoRI-Schnittstelle
orfl5 rev 5'-GAGTCCTCTAGACTACGACAGCACGTG Amplifizierung von orf15 unter
GTCGTGGAACGG-3' Einfiihrung einer Xbal-Schnittstelle
orf20 fw 5'-CGTAGGAATTCATGGACGAGCGCGTTG Amplifizierung von orf20 unter
CAC-3 Einfiihrung einer EcoRI-Schnittstelle
orf20_rev 5'-TTATCCTCTAGACTAGCCGCGTGCGCA Amplifizierung von orf20 unter
GTCG-3' Einfiihrung einer Xbal-Schnittstelle
orf22 fw 5'-ATAGCGAATTCATGGCATTGCGGGTGG Amplifizierung von orf2 unter
TG-3' Einfithrung einer EcoRI-Schnittstelle
orf22 rev 5-GTAGCCTCTAGATCACCCGACCAACA  Amplifizierung von orf22 unter
GAAC-3' Einfithrung einer Xbal-Schnittstelle
orf24 fw 5'-ATGCAGAATTCATGGCCCGACCTCGT  Amplifizierung von orf24 unter
G-3' Einfithrung einer EcoRI-Schnittstelle
orf24 rev 5'-GTTAACTCTAGATCATCGGAAGGACGC Amplifizierung von orf24 unter
GAGGAC-3' Einfithrung einer Xbal-Schnittstelle
phzB fw 5-TGYTTCCCCGACTGGGAGTGG-3' PCR zur Identifizierung von phzB im
Genom von Dermacoccus sp. MT 1.2
phzB rev 5'-NGGDATNCCTCNCGYTTDAT-3' PCR zur Identifizierung von phzB im
Genom von Dermacoccus sp. MT 1.2
phzF fw 5'-CTCGGGGCGGCGATCGTGCT-3' PCR zur Identifizierung von phzF im
Genom von Dermacoccus sp. MT 1.2
phzF_rev 5'-TCCACGACGCCGTAAGCCGG-3' PCR zur Identifizierung von phzF im

Genom von Dermacoccus sp. MT 1.2

5'-CATCCGGATCTTGACCCCNGTNAAY
GA-3'
5'-GAGGGGCGCCCCATYTCNCANCC-3'

phzFdegen fw PCR zur Identifizierung von phzF im

Genom von Dermacoccus sp. MT 1.2

phzFdegen rev PCR zur Identifizierung von phzF im

Genom von Dermacoccus sp. MT 1.2

phzF-hygro fw 5-ATCTCCTGTGCGATCTGCTGCATCC-3'  PCR zur Kontrolle der Integration von

ermE*/hph in das Cosmid MW_A9 int
phzF-hygro rev 5-GTCTCCCGCATAGACGTCGGTGAAG-3' PCR zur Kontrolle der Integration von
ermE*/hph in das Cosmid MW_A9 int

T3 5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG -3' Sequenzierung der Cosmid-Insert-
Enden

T7 5'-TAATACGACTCACTATAGGG -3' Sequenzierung der Cosmid-Insert-
Enden

tet fw 5'-ATGTCATCAGCGGTGGAGTG-3' PCR zum Nachweis von tetR

tet_rev 5'-TGACGATCAGCGGTCCAGTG-3' PCR zum Nachweis von tetR
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2.1.7 Bakterienstimme

Tabelle 8: Verwendete Stimme

Bezeichnung relevanter Genotyp Referenz
Dermacoccus sp. MT 1.2 [PatHoM-AREE et al., 2006c]
E. coli SURE endAl ginV44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB  Stratagene, Agilent

rec sbcC umuC::Tn5 uvrC el4- A(mcrCB- Technologies, Boblingen

hsdSMR-mrr)171 [F' proAB™ lacl
lacZAM15 Tnl0]

E. coli BW25113 lacl’ rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 [DaTsENkO & WANNER, 2000]
A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
E. coli GM2163 F- ara-14 leuB6 thi-1 fhud31 lacY! tsx-78  New England Biolabs,

galK?2 galT22 supE44 hisG4 rpsL136 xyl-5 [BennerT et al., 1977]
mtl-1 daml13::Tn9 dem-6 merB1 hsdR2

E. coli XL1 Blue endAl gyrA96 thi-1 recAl relAl lac ginV44 Stratagene, Agilent
[F' ::Tn10 proAB" lacld A(lacZ)M15] Technologies, Boblingen
hsdR17(ry” mK+)
E. coli S17-1 recA pro hsdR RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 [McFARLANE et al., 1987]
Streptomyces lividans TK 23 spc-1, plasmidfrei [KIEsEr et al., 1982]

2.1.8 Materialien fiir die Chromatographie

Tabelle 9: Verwendete Materialien fiir Diinnschicht- und Fliissigchromatographie

Bezeichnung Firma

Amberlite XAD-16 Rohm und Haas, Frankfurt
Fractogel TSK-40 F (0,040 - 0,063 mm) Merck, Darmstadt

LiChroprep Diol (0,040 - 0,063 mm) Merck, Darmstadt

Nucleosil 100 C-18 (3um) Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen
Sephadex LH-20 Amersham Bioscience, Freiburg
Reprosil 100 NH, Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen
Reprosil pur Basic C-18 (5 pm) Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen
Reprosil pur Basic C-18 (10 pm) Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen

2.1.9 Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders aufgefiihrt wurden analysereine Chemikalien der Firma Merck, Darm-

stadt, verwendet.

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Firma

Aceton Fisher Scientific, Ulm

Acetonitril HPLC Grade J.T. Baker, Deventer, Holland

Agrimul COS2 COGNIS, Monheim am Rhein

Agrimulester Derivat 1 Sidobre Sinnova, Saint-Fargeau Ponthierry, Frankreich
Ampicillin-Natriumsalz AppliChem, Darmstadt

para-Aminobenzoesdure Carl Roth, Karlsruhe
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Chemikalie

Firma

Ascorbinsédure

Carl Roth, Karlsruhe

Bacto-Agar

Becton Dickinson, Heidelberg

Bacto Casaminoacids

Difco Laboratories, Augsburg

Bacto Nutrient Broth

Difco Laboratories, Augsburg

Bacto Pepton

Difco Laboratories, Augsburg

Bacto Soyton

Difco Laboratories, Augsburg

Bacto Trypton Difco Laboratories, Augsburg
CaCl, Riedel-de Haén, Seelze

CaCO;s Carl Roth, Karlsruhe
Chloramphenicol Serva Electrophoresis, Heidelberg
Dichlormethan Fisher Scientific, Ulm

2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl

Alfa Aesar, Karlsruhe

DMSO Carl Roth, Karlsruhe
EDTA Riedel-de Haén, Seelze
Ethylacetat Fisher Scientific, Ulm
Genapol 2882 Hoechst, Burgkirchen

GeneRuler 1 kb DNA-Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

Glucose Cerestar, Krefeld
L-Glutamin Carl Roth, Karlsruhe
Glycerin (99,5 %) Henkel, Diisseldorf
H,SO, Carl Roth, Karlsruhe

Hafermehl Holo Hafergold

Neuform, Zarretin

HCl

Riedel-de Haén, Seelze

Hefeextrakt Ohly KAT

Deutsche Hefewerke, Hamburg

Hexan

Carl Roth, Karlsruhe

para-Hydroxybenzoesédure

Carl Roth, Karlsruhe

Hygromycin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Isopropanol Fisher Scientific, Ulm

Kanamycin AppliChem, Darmstadt
Malzextrakt Oxoid, Wesel

Meersalz Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Methanol Fisher Scientific, Ulm

MgCl, x 6 H,O Carl Roth, Karlsruhe
Nalidixinséure Fluka Chemie, Oberhaching
NaOH Carl Roth, Karlsruhe

NH,CI Carl Roth, Karlsruhe

NH.NO; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Phenylalanin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
PEG2000 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Q-Solution Fermentas, St. Leon-Rot
Rotiphenol/C/1 Carl Roth, Karlsruhe

Saccharose Carl Roth, Karlsruhe

SDS Serva Electrophoresis, Heidelberg
Sojacl COGNIS, Monheim am Rhein

Sonnenblumendl K-Classic

Kaufland Warenhandel, Neckarsulm

Spiilmittel K-Classic

Kaufland Warenhandel, Neckarsulm

Starke 10slich

Carl Roth, Karlsruhe

TES

Carl Roth, Karlsruhe
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Chemikalie Firma

Tetracyclin Serva Electrophoresis, Heidelberg
Thiostrepton Carl Roth, Karlsruhe

Triethylamin Fluka Chemie, Oberhaching

Tris-HCL Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Tryptophan Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Tyrosin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Ucolub N 115 Fragol Industrieschmierstoft, Miilheim

2.1.10 Medien und Medienzusitze

Der pH-Wert wurde mit HCI bzw. NaOH entsprechend eingestellt. Alle Medien wurden
autoklaviert; fiir Festndhrmedien wurden vor dem Autoklavieren 15 g/l Bacto-Agar zuge-

setzt.

Tabelle 11: Verwendete Medien

Bezeichnung Zusammensetzung
410 (pH 7,0) Glucose 10g
Glycerin 10g
Hafermehl 5¢
Hefeextrakt 5¢
Bacto Casaminoacids 5g
CaCO; lg
Leitungswasser ad 1,01
420 (pH 7,0) Glucose 20g
Glycerin 10g
Hafermehl 5¢
Hefeextrakt 5¢
Bacto Casaminoacids S5g
CaCO; 2g
Leitungswasser ad 1,01
Cullum Mannit 20g
Sojamehl 20g
H,O deion. ad 1,01
DSMZ 1 (pH 7,0) Bacto Pepton 5g
Malzextrakt 3g
MnSO, x H,O 10 mg
H,O deion. ad 1,01
KM 1 (pH 7,2) Bacto Nutrient Broth 8g
NaCl S5g
H,O deion. ad 1,01
KM 4 (pH 7,3) Hefeextrakt 4g
Glucose 10g
Malzextrakt 4¢g
Leitungswasser ad 1,01
KM 5 (pH 5,0) Hefeextrakt 4¢g
Glucose 10g
Malzextrakt 4¢g
Leitungswasser ad 1,01
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Bezeichnung Zusammensetzung
LB (pH 7,4) Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 5¢g
H,O deion. ad 1,01
M2 (pH 7,0) Sojamehl 15¢g
NaCl 5g
CaCoO;, 3g
Eisen-II-Sulfat 03¢g
Glycerin 50g
Leitungswasser ad 1,01
MM 1 (pH 7,0) Glucose' 5¢
Tri-Na-Citrat x H,O 05¢g
KH2PO4 3 g
KzHPO4 7 g
MgSO, x 7 H,O 0,1g
(NH4)st4 1 g
H,O deion. ad 1,01
MM 2 Glucose' 8g
Ammoniumtartrat 4g
NaCl 5g
KzHPO4 2 g
MgSO, x 7 H,O lg
CaClz X2 HzO 0,2 g
Ml’lSO4 X HzO 0,01 g
Ferrioxamin B 0,02 ¢
H,O deion. ad 1,01
MS Mannit 20g
Sojamehl 20g
MgClz x 6 Hzo 2 g
H,O deion. ad 1,01
oM Hafermehl 25g
Spurenelementldsung OM? 5ml
Leitungswasser ad 1,01
R2YE Saccharose 128,75 g
K,SO, 0,31 g
MgClz X 6 HzO 12,65 g
Glucose 125¢g
Casaminoacids 0,125 ¢g
H,O deion. ad 800 ml
0,5 % KH,PO,' 12,5 ml
5 M CaCl,! 5 ml
20 % L-Prolin’ 18,75 ml
5,73 % TES (pH7,2)" 125 ml
Spurenelementldsung R2YE? 2,5 ml
1 N NaOH' 6,25 ml
10 % Hefeextrakt' 50 ml
S Pepton 4g
Hefeextrakt 4g
KzHPO4 4 g
KH2PO4 2 g
Glycin 10g
S-Medienzusatz'? 200 ml
H,O deion. ad 1,01
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Bezeichnung
SGG (pH 7,3)

SOB

SOC

TSG (pH 7.3)

YMG (pH 7,3)

2xYT (pH 7,0)

Zusammensetzung

Stérke 16slich
Glucose

Glycerin
Cornsteep Powder
Bacto Pepton
Hefeextrakt

NaCl

CaCO;
Leitungswasser

Hefeextrakt
Trypton

NaCl

KCl

MgClz X6 Hzo
MgSO4 X 7 Hzo
H,O deion.

Hefeextrakt
Trypton

NaCl

KCl

MgClz X 6 Hzo
MgSO, x 7 H,O
Glucose'

H,O deion.

Bacto Trypton
Bacto Soyton
Glucose

NaCl

K,HPO,
Leitungswasser
Hefeextrakt
Glucose
Malzextrakt
Leitungswasser

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

H,O deion.

4g
4g
10g
ad 1,01
16 g
10g

5g
ad 1,01

"wurde separat autoklaviert und nach dem Abkiihlen steril zum Medium gegeben
? Zusammensetzung siehe Tabelle 12

2.1.11 Losungen und Puffer

Tabelle 12: Verwendete Losungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

50 x TAE-Puffer Tris-HCl 484 ¢
Na-Acetat 82¢g
EDTA 3722 ¢
Eisessig 100 ml
H,O deion. ad 2,01
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Bezeichnung Zusammensetzung
Dische-Reagenz Diphenylamin 1,5¢
Eisessig 100 ml
konz. H,SO, 1,5 ml
1,6 % wissriges Acetaldehyd? 0,1 ml
Kaliumacetat' 5 M Kaliumacetat 6 ml
Eisessig 1,15 ml
H,O deion. 2,85 ml
Konservierungslosung' Glycerin 20¢g
Saccharose 10g
H,O deion. 70 ml
Losung I (pH 8,0) Tris-HCl 50 mM
EDTA 10 mM
Losung 11 NaOH 200 mM
SDS 1%
Losung III (pH 5,5) Kaliumacetat 3iM
P-Puffer 350 mM Saccharose' 858 ml
Spurenelementlésung P"? 2 ml
TES (250 mM; pH 7,2)"* 10 ml
1 M MgCl,"2 10 ml
250 mM CaCl,"? 10 ml
140 mM K,SO,"? 10 ml
40 mM KH2PO4 1,2 10 ml
S-Medienzusatz' Glucose 10g
MgSO, x 7 H,O 0,5¢g
H,Odeion. ad 200 ml
SM-Puffer' NaCl 58¢g
MgSO4X 7 Hzo 2 g
1 M Tris-HCI (pH 7,5) 50 ml
2 % Gelatine 5ml
H,O deion. ad 1,01
Spurenelementlosung P! MgSO, x 7 H,O 200 mg
FeSO.,x 7 H,O 300 mg
MHSO4 X HzO 100 mg
ZnS0O, x 7 H,O 300 mg
CoCl, x 6 H,O 10 mg
H,O deion. ad 100 ml
Spurenelementlosung CMMN'  (NH4)¢Mo0,0,4 x 4 H,O 18 mg
CuSOs4x 5 H,O 0,125 ¢g
H;BO; 1,546 g
KCl 3,728 g
MHSO4 X Hzo 0,845 g
ZnS0, x 7 H,O 0,845 g
H:O deion. ad 100 ml
Spurenelementlsung OM' CaCl, x 2 H,O 3g
Eisen-III-Citrat lg
MgSO, x 7 H,O 200 mg
ZnCl, 100 mg
CuSO04x 5 H,O 25 mg
N32B407 X 10 HzO 20 mg
COClz X 6 Hzo 4 mg
Na,MoO;, x 2 H,O 10 mg
H,O deion. ad 1,01
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Bezeichnung Zusammensetzung

Spurenelementlosung R2YE'  (NH4)sMo0,0,4 x 4 H,O 10 mg
FeCl; x 6 H,O 200 mg
MgCl; x 4 H,O 10 mg
ZnCl, 40 mg
CuCl, x2 H,O 10 mg
NazB407 X 10 HzO 10 mg
H,O deion. ad 1,01

TE-Puffer (pH 8)' Tris-HCI 855 mg
EDTA 146 mg
H-O deion. ad 500 ml

'die Losung wurde autoklaviert
> wurde kurz vor Gebrauch zur Losung zugesetzt

2.2 Methoden

2.2.1 Stammhaltung

Um Bakterienstimme langerfristig aufzubewahren, wurden diese als Kryokulturen bei
-80 °C eingefroren. Dazu wurden 100 ml Néhrldsung in 500 ml-Erlenmeyerkolben mit ei-
nem seitlichen Einstich mit dem entsprechendem Stamm angeimpft und bis zu 72 Stunden
bei 27 °C und 120 Upm inkubiert. 0,8 ml dieser Kultur wurden mit 0,8 ml steriler Konser-

vierungslosung (Tabelle 12) gemischt und eingefroren.

2.2.2 Kaultivierungsbedingungen der Produktionsstimme

2.2.2.1 Vorkulturen

500 ml-Erlenmeyerkolben mit einem seitlichem Einstich und 100 ml NL 410 bzw. NL 420
wurden mit 1,6 ml Kryokultur angeimpft und bei 27 °C und 120 Upm ca. 72 Stunden ge-
schiittelt (Vorkultur I).

Fiir die Fermentation wurden je 5 ml dieser Kultur verwendet, um fiinf 500 ml-Erlen-
meyerkolben mit 100 ml NL 420 und einem seitlichem Einstich anzuimpfen, die weitere

72 Stunden bei 27 °C und 120 Upm inkubiert wurden (Vorkultur II).
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2.2.2.2 Hauptkulturen in 500 ml-Erlenmeyerkolben

Wenn nicht anders angegeben, wurden 100 ml Néhrlosung in einem 500 ml-Erlenmeyer-
kolben mit einem seitlichem Einstich mit 5 ml Vorkultur I angeimpft und bei 27 °C und
120 Upm 168 Stunden inkubiert. Fiir die Sekundérstoffanalytik wurden zu verschiedenen

Zeitpunkten Proben genommen (siehe 2.2.3).

2.2.2.3 Hauptkulturen im 10 Liter-Fermentationsmafistab

Fiir die Fermentation im 10 Liter-Blattriihrfermenter wurden 10 1 Néhrlosung 420 mit
500 ml Vorkultur IT angeimpft und bei 250 Upm, 27 °C und einer Sauerstoffbegasung von
0,5 vvm maximal 216 Stunden inkubiert. Zur Schaumverminderung wurde vor dem Auto-

klavieren des Bioreaktors 1 ml Antischaummittel Ucolub N 115 zugesetzt.

2.2.3 Probenentnahme und -aufarbeitung zur Sekundirstoffanalyse

Fiir die Analytik der produzierten Sekundarstoffe wurden alle 24 Stunden 10 ml jeder Kul-
tur in ein 15 ml-Falconréhrchen iiberfiihrt und 10 Minuten bei 3.800 Upm zentrifugiert.
Die Biomasse wurde anhand der Skala des graduierten Zentrifugenrohrchens abgelesen,
in Volumenprozent angegeben und anschlieend in 10 ml technischem MeOH resuspen-
diert (Zellextrakt).

5ml des Uberstandes aus dem Zentrifugationsschritt (Kulturfiltrat) wurden in ein neues
15 ml-Falconr6hrchen iiberfithrt. Der pH-Wert wurde zur Extraktion der Sekundirstoffe
mit HCI oder NaOH auf pH 4,0 eingestellt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 5 ml
Ethylacetat.

Sowohl das Kulturfiltrat als auch der Zellextrakt wurden 30 Minuten am Uberkopfschiitt-
ler extrahiert und anschlieBend bei 3.800 Upm 5 Minuten zentrifugiert. Die organische
Phase des Kulturfiltratextrakts wurde in einen 10 ml-Spitzkolben iiberfiihrt und am Rotati-
onsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 0,5 ml MeOH p. A. re-
suspendiert (zehnfache Konzentrierung), im Eppendorf-Reaktionsgefdl 3 Minuten bei
13.000 Upm zentrifugiert, in ein Probengldschen tiberfiihrt und mittels HPLC-DAD unter
Verwendung der Methode MARCEL30 analysiert (siche 2.2.9).

Die MeOH-Phase des Zellextrakts wurde in einen 25 ml-Spitzkolben iiberfiihrt und am
Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 1 ml MeOH p. A.
resuspendiert (zehnfache Konzentrierung) und entsprechend des Kulturfiltratextrakts be-

handelt.
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2.2.4 Wachstumsanalytik in verschiedenen Nihrlosungen

Das Wachstum des Dermacoccus-Stammes MT 1.2 wurde in den Nihrlosungen 410,
KM 1, KM 4, LB und TSG mittels DNA-Bestimmung nach [Hergert ef al., 1971] unter-
sucht.

Hierzu wurde 1 ml Kulturbriihe im Eppendorf-Reaktionsgefd3 5 Minuten bei 13.000 g
zentrifugiert, das Pellet in 1 ml eiskalter 0,25 N Perchlorsdure aufgenommen und durch
30-miniitige Inkubation im Eisbad aufgeschlossen. AnschlieBend wurde die Probe 5 Minu-
ten bei 13.000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 1 ml
0,5 N Perchlorsiure aufgenommen und 15 Minuten bei 70 °C extrahiert. Der Extrakt wur-
de zentrifugiert und der Uberstand gesammelt. Die Extraktion wurde zweimal wiederholt;
die Uberstéinde wurden anschlieBend vereinigt. 0,5 ml des vereinigten Extrakts wurden mit
0,5 ml Dische-Reagenz (vgl. Tabelle 12) gemischt und ca. 18 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Die Absorption wurde bei 628 nm gegen den Leerwert (0,5 ml Dische-Reagenz + 0,5 ml
0,5 N Perchlorsdure) gemessen und der DNA-Gehalt anhand einer Eichkurve mit Herings-
sperma-DNA bestimmt. Ausgehend von einer Stammldsung von 500 pg DNA in 1 ml
5 mM NaOH wurden weitere Verdiinnungen (250 pug/ml, 125 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml,
12,5 pg/ml) in 0,5 N Perchlorsdure hergestellt und 15 Minuten bei 70 °C inkubiert. Nach
Zugabe von jeweils 0,5 ml Dische-Reagenz wurden die Proben 18 Stunden bei 37 °C in-
kubiert. Die Absorption wurde bei 628 nm gegen den Leerwert (0,5 ml Dische-Reagenz +

0,5 ml 0,5 N Perchlorsdure) gemessen.

2.2.5 Optimierung der Produktion durch Variation verschiedener
Kultivierungsbedingungen im Schiittelkolben

Zur Optimierung der Sekundérstoff-Produktion des Dermacoccus-Stammes MT 1.2 wur-

den verschiedene Kultivierungsparameter (vgl. 2.2.2) variiert. Als Ausgangsmedium wur-

de dabei NL 410 verwendet. Die Probenentnahme und -aufarbeitung erfolgte wie unter

2.2.3 beschrieben.

2.2.5.1 Einfluss von Medienbestandteilen der NL 410

Zur Identifizierung der fiir die Produktion essentiellen Bestandteile von NL 410 wurde je-
weils eine Komponente der Nahrlosung (vgl. Tabelle 11) weggelassen. Alle 24 Stunden
wurden Proben entnommen; die Entnahme und Aufarbeitung erfolgte wie unter 2.2.3 er-

lautert.
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2.2.5.2 Einfluss der Wasserqualitit und -zusammensetzung

Die Herstellung des Mediums erfolgte mit deionisiertem Wasser, Tiibinger Bodensee-FEi-
genwasser bzw. Reutlinger Bodenseewasser. Wurde deionisiertes Wasser verwendet, wur-

den 0,1 % v/v der Spurenelementlosung OM bzw. CMMN (Tabelle 12) zugesetzt.

2.2.5.3 Einfluss von Good'schen Puffern

Um zu iiberpriifen, inwieweit sich der Einsatz verschiedener Puffer auf die Sekundarstoff-
produktion auswirkt, wurden anstelle von CaCOs verschiedene Good'sche Substanzen, da-

runter HEPES, MOPS bzw. TES (je 25 mM), ins Medium zugesetzt.

2.2.5.4 Einfluss von CaCO;

Der Einfluss von CaCOj; auf die Produktion wurde durch die Erhhung seiner Konzentra-
tion von 0,1 % auf 0,2 %, 0,3 % bzw. 0,5 % in NL 410 untersucht. Zudem wurde in einem

Ansatz CaCO; weggelassen.

2.2.5.5 Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen

Zur Ermittlung der Produktion unter Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen wur-

den zur NL 410 entweder 1 % Maltose oder 2 bzw. 3 % Glucose oder Glycerin zugegeben.

2.2.5.6 Einfluss verschiedener Stickstoffquellen

Der Einfluss von Stickstoff auf die Produktion wurde unter Zugabe von 0,1, 0,5 bzw. 1 %
Glutamin bzw. je 0,1 % Glutamat, Asparagin, Aspartat, Harnstoff oder 1 % Casaminoacids
getestet. Daneben wurde untersucht, wie sich die Zugabe der anorganischen Stickstoff-

quellen Ammoniumchlorid, -sulfat, -nitrat und -hydrogencarbonat (je 0,1 %) auswirkt.

2.2.5.7 Einfluss komplexer Nihrstoffquellen

Zur Uberpriifung, welchen Einfluss komplexe Nihrstoffquellen auf die Produktion der
Dermacozine haben, wurden 1 bzw. 2 % Hafermehl oder Malzextrakt bzw. 1 % Hefeex-

trakt zur Néhrlosung zugesetzt.

2.2.5.8 Einfluss mehrerer Nahrstoffquellen

Um zu untersuchen, ob das Vorhandensein mehrerer Néhrstoffquellen die Produktion der
Sekundirmetabolite fordert, wurde die Zugabe von Glucose (2 %), Hafermehl (1 %) und

Malzextrakt (1 %) miteinander kombiniert (Zweier- bzw. Dreierkombinationen).
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2.2.6 Untersuchungen zum Schaumverhalten von Dermacoccus sp.
MT 1.2 in Schiittelkulturen

Zur Schaumverminderung in Schiittelkulturen wurden die Substanzen Agrimul COS2,

Agrimul Derivat 1, Genapol 2882, Sojadl COGNIS sowie Sonnenblumendl bzw. Spiilmit-

tel in Konzentrationen von 0,1 %, 0,5 % und 1 % zur NL 410 zugesetzt. Es wurden wie

unter 2.2.3 beschrieben Proben entnommen und aufgearbeitet.

2.2.7 Untersuchungen zum Schaumverhalten von Dermacoccus sp.
MT 1.2 wahrend der Fermentation
Zur Schaumverminderung wihrend des Fermentationsprozesses wurden drei Strategien
getrennt voneinander verfolgt. Zum einen wurden zum 10 Liter-Fermentationsansatz (sie-
he 2.2.2.3) 0,1 % bzw. 0,5 % des Antischaummittels Agrimulester Derivat 1 zugegeben.
Zum anderen wurde oberhalb der Kulturbriihe ein Propellerrad an der Drehwelle ange-
bracht, um entstehenden Schaum zu zerschlagen. Im dritten Ansatz wurden die Vorkultu-
ren II (siehe 2.2.2.1) nur fiir 24 bzw. 48 Stunden geschiittelt, bevor sie bis zum Zeitpunkt
72 Stunden als Standkulturen inkubiert wurden. Die 10 Liter-Fermentationsansitze wur-

den mit je 500 ml dieser Kulturen angeimpft.

2.2.8 Fermentation und begleitende Analytik

Die Fermentationen erfolgten wie unter 2.2.2.3 beschrieben. Die Bestimmung von Bio-

masse, pH-Wert und DNA-Gehalt wurde wie unter 2.2.3 und 2.2.4 erldutert durchgefiihrt.

2.2.8.1 Ernte der 10 Liter-Blattriihrfermenter

Zur Trennung der festen und fliissigen Bestandteile der Kulturbrithe wurde diese in
500 ml-Kunststoffbechern 10 Minuten bei 4.000 Upm zentrifugiert und das Kulturfiltrat
anschlieBend vereinigt. Die Isolierung der Zielmetabolite erfolgte anschliefend wie unter

2.2.10 beschrieben. Die Zellmasse wurde verworfen.

2.2.8.2 Bestimmung der Kohlenstoffquellen mittels HPLC

Die quantitative Bestimmung der Kohlenstoffquellen Glucose und Glycerin mittels HPLC
erfolgte in modifizierter Form nach Praca et al. [1989]. Die entsprechenden Parameter so-
wie die Gerdteausstattung sind in Tabelle 13 aufgefiihrt. Als Probe wurden 0,5 ml Kultur-

filtrat verwendet.
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Tabelle 13: Trennparameter fiir die Bestimmung der Kohlenstoffquellen

Ger:iit Bezeichnung

Saulenmaterial Reprosil 100 NH, (3 pm)

Saulenmafle 250 x 3 mm L.D.

Flussrate 0,4 ml/min

Injektionsvolumen S5pul

mobile Phase isokratische Elution mit Acetonitril/Wasser (80 + 20)

Die Quantifizierung erfolgte mittels Peakflachenbestimmung nach einer Kalibrierung mit

Glucose- und Glycerin-Eichstandards.

2.2.9 HPLC-DAD-Analytik

Die Analyse der Proben erfolgte mittels HP 1090 Chromatograph anhand der Methode
Marcel30 (siehe Tabellen 14 und 15).

Tabelle 14: Verwendete Sidule und Sdulenmalfle

Stationére Phase Hauptsiule Vorsiiule
Reprosil pur Basic C-18 (5 pm) 125 x 3,0 mm L.D. 20 x 3,0 mm LD.

Tabelle 15: Verwendete HPLC-Methode mit Trennparametern

Methode Detektions- mobile Phasen Gradient Fluss Injektions-
wellenléingen volumen
MARCEL30 210, 230, 260, Eluent A: linearer Gradient 0,85 ml/min 5 pl
280, 310, 360, 0,1 % H;PO, von 25 % bis 60 %
435, 500 nm Eluent B: Eluent B in 12 min
Acetonitril

2.2.10 Isolierung der Dermacozine

Die Isolierung der Dermacozine erfolgte aus mehreren 10 Liter-Fermentationsansitzen.

Hierzu wurden verschiedene chromatographische Verfahren angewendet.

2.2.10.1 Umkehrphasenchromatographie an Amberlite XAD-16 und Ethylacetat-
Extraktion

Der Kulturiiberstand wurde auf eine Amberlite XAD-16-Sdule mit einem Fluss von
5 1/Stunden aufgetragen, wobei das Harzvolumen 10 % des Auftragsvolumens betrug. Die
Sdule wurde mit je fiinf Bettvolumen (BV) Wasser bzw. 30 % MeOH gewaschen. Die
Zielsubstanzen wurden mit fiinf BV 60 %igem MeOH eluiert, in mehreren Fraktionen auf-
gefangen und mittels HPLC-DAD analysiert (siche 2.2.9). Die Sdule wurde mit je fiinf BV
80 %igem bzw. 100 %igem MeOH gewaschen; dabei wurden die Fraktionen gesammelt

und ebenfalls analysiert.
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Im Anschluss wurden die aufgefangenen Wertfraktionen am Rotationsverdampfer bis zum
Waissrigen eingeengt. Dieser Riickstand wurde auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt, mit
einem Drittel des Volumens an Ethylacetat extrahiert und mittels HPLC-DAD analysiert
(siehe 2.2.9). Die Ethylacetat-Extraktion wurde solange wiederholt, bis keine Zielmetabo-
lite mehr im wéssrigen Riickstand zu finden waren. Die Fraktionen wurden anschlieBend
vereinigt, am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt und fiir weitere chromatogra-

phische Trennungen verwendet.

2.2.10.2 Adsorptionschromatographie an LiChroprep Diol

Die eingeengten Fraktionen aus fritheren chromatographischen Trennungen wurden in
Aceton gelost und zusammen mit dem gleichen Volumen an Sdulenmaterial gemischt, ge-
bunden und am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Das trockene Sdulenmateri-
al mit gebundener Substanz wurde im Anschluss auf das Séulenbett aufgetragen. Die
Parameter fiir die anschlieBende Adsorptionschromatographie sind in Tabelle 16, das Gra-

dientenprofil in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 16: Trennparameter fiir LiChroprep Diol

Geriit Bezeichnung

Séulenmaterial LiChroprep Diol

Sdulenmalle 40 x 2,5 cm I.D.

Flussrate 5 ml/min

mobile Phase A: Dichlormethan (DCM), B: DCM-MeOH 9 + 1
Fraktionierung 3 min

Tabelle 17: Gradientenprofil fiir LiChroprep Diol

Zeit [min] Eluent A Eluent B
0 100 % 0%

30 100 % 0%

270 0% 100 %
300 0% 100 %

2.2.10.3 Ausschlusschromatographie an Fractogel TSK HW-40 F bzw.
Sephadex LH-20

Zur Trockene eingeengte Fraktionen aus vorherigen chromatographischen Trennungen
wurden in maximal 5 ml MeOH p. A. gelost, auf die Sdule aufgetragen und an Fracto-
gel TSK HW-40 F bzw. Sephadex LH-20 chromatographiert. Die Trennparameter sind in
Tabelle 18 aufgefiihrt.
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Tabelle 18: Trennparameter fiir Fractogel TSK HW-40 F bzw. Sephadex LH-20

Ger:iit Bezeichnung

Saulenmaterial Fractogel TSK HW-40 F bzw. Sephadex LH-20
Sadulenmalle 90 x 2,5 cm I.D. bzw. 90 x 1,5 cm L.D.
Flussrate 30 ml/Std. bzw. 15 ml/Std.

mobile Phase MeOH

Fraktionierung 20 min

2.2.10.4 Priparative RP-HPLC

Zur Trockene eingeengte Fraktionen aus vorherigen chromatographischen Trennungen
wurden in maximal 2 ml MeOH p.A. und ca. 0,5 ml H,O deion. gelost, mit der Injektions-
nadel in die Probenschleife injiziert und an der Trennsdule chromatographiert. Die Frak-

tionierung erfolgte manuell. Die Gerdteausstattung und Trennparameter sind in Tabelle 19

aufgefiihrt.

Tabelle 19: Trennparameter fiir die praparative RP-HPLC

Geriit Bezeichnung

Séulenmaterial Reprosil pur Basic C-18 (10 um)
Saulenmalle 250 x 20 mm L.D.

Schreiber 2-Kanal Flachbettschreiber, Modell N-2
Flussrate 24 ml/min

mobile Phase A: MeOH,

B: 0,1% HCOOH + 25 mM Triethylamin (pH 4,5)

2.2.11 Chemisch-physikalische Charakterisierung der Dermacozine

2.2.11.1 Massenspektrometrische Untersuchungen

Untersuchungen zur Bestimmung der Molmasse einzelner Substanzen in Extrakten bzw.
isolierter Sekundérmetabolite wurden freundlicherweise von Dipl.-Ing. Andreas Kulik (In-
terfakultéres Institut fiir Mikrobiologie und Infektionsmedizin Tiibingen, Universitdt Tii-
bingen)  mittels = HPLC-Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie ~ (ESI-MS)
durchgefiihrt. Die Trenn- und Detektionsparameter sind in Tabelle 20 aufgefiihrt.
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Tabelle 20: Trenn- und Detektions-Parameter fiir HPLC-ESI-MS

Parameter Bezeichnung

Séule Nucleosil 100 C-18 (3um), 100 mm x 2 mm L.D.

Saulentemperatur 40 °C

mobile Phase A: 0,1 % Ameisensiure,
B: 0,06 % Ameisensure in Acetonitril

Gradient linearer Gradient von 10 % bis 100 % Eluent B in 15 min,
anschlieBend isokratisch 100 % Eluent B fiir 2 min

Flussrate 0,4 ml/min

Injektionsvolumen 2,5 ul

Ionisierung Elektrosprayionisierung, negativ und positiv alternierend,
chemische lonisierung bei Atmosphéirendruck, negativ und positiv
alternierend

Modus Ultrascan

Kapilarspannung 3.500V

Temperatur 350 °C

Die Untersuchungen der isolierten Sekundérmetabolite mittels FT-ICR-MS (Fouriertrans-
formations-Ionencyclotronresonanz-Massenspektrometrie) erfolgten durch Wael M. Ab-
del-Mageed und Dr. Rainer Ebel (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Jaspars, Department of
Chemistry, University of Aberdeen).

2.2.11.2 Strukturaufklirung

Die Strukturaufkldrung der isolierten Reinsubstanzen mittels "H- und *C-NMR-Spektro-
metrie und zweidimensionaler NMR wurde von Wael M. Abdel-Mageed und Dr. Rainer
Ebel in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jaspars (Department of Chemistry, University of
Aberdeen) durchgefiihrt.

2.2.12 Biologische Testierung der Dermacozine

2.2.12.1 Antibakterielle und antifungische Wirkung

Die Teststimme wurden in 500 ml-Erlenmeyerkolben mit einem seitlichen Einstich und
100 ml Nahrlosung bei 27 °C und 120 Upm inkubiert (vgl. Tabelle 21). Die Kultur wurde
10 Minuten bei 4.000 Upm zentrifugiert und das Zellpellet in Saline resuspendiert. Fiir die
Testplatten mit chemisch-definiertem Medium wurden die Zellen zwei weitere Male mit
Saline gewaschen. Die resuspendierten Zellen wurden auf eine optische Dichte (OD) von
1,3 bei einer Wellenlidnge von 546 nm eingestellt. Je 10 ml DSMZ-, KM- bzw. MM-Agar
wurden mit 100 pl der Zellsuspension beimpft und in Petrischalen abgefiillt. Diese Test-
platten wurden fiir einen Agardiffusionstest mit den gereinigten Substanzen eingesetzt.

Dazu wurden diese in MeOH auf eine Konzentration von 1 mg/ml, 0,3 mg/ml bzw.
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0,1 mg/ml verdiinnt. Je 10 pl dieser Verdiinnungen wurden auf Antibiotika-Testblédttchen
pipettiert, diese 30 Minuten getrocknet und auf die Platten aufgelegt. Die Inkubation er-
folgte fiir 24 bzw. 48 Stunden bei entsprechender Temperatur (vgl. Tabelle 21). Zur Be-
stimmung der antibakteriellen bzw. antifungischen Wirkung wurden die Hemmhofe

gemessen.

Tabelle 21: Kultivierungsbedingungen der Teststimme fiir die biologische Testierung

Bezeichnung Medium Temperatur Inkubationsdauer
Bacillus subtilis DSM 10 DSMZ 1,MM1 37°C 24 Std.
Brevibacillus brevis DSM 30 DSMZ 1, MM2 37°C 24 Std.

Botrytis cinerea Tl 157 KM 2 24 °C Riesenkolonie
Escherichia coli K12 KM 1, MM 1 37°C 24 Std.
Mycobacterium phlei DSM 750 KM 1 27 °C 24 Std.
Pseudomonas fluorescens DSM 50090 KM 1, MM 1 27 °C 24 Std.
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080 KM 5 27 °C 24 Std.
Staphylococcus aureus DSM 20231 KM 1 37°C 48 Std.

Die Untersuchung der gereinigten Substanzen bzgl. ihrer Hemmung von Bacillus subtilis,
Candida glabrata, Propionibacterium aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa, Staphylo-
coccus epidermidis, Staphylococcus lentus bzw. Xanthomonas campestris wurde mit Hilfe
des Mikrotiterplatten-Tests durchgefiihrt. Die eingesetzte Konzentration der Testsubstan-
zen betrug hierbei 100 uM. Dieser Wirkstofftest erfolgte durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Imhoff (KiWiZ, Kiel).

2.2.12.2 Antitumor-Wirkung

Die zu testenden Substanzen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Imhoff (KiWiZ,
Kiel) auf ihre cytotoxische Aktivitdt gegen die Tumorzelllinien Hep G2 (menschliches Le-
berepithelkarcinom [Moore et al., 1955]) und NIH 3T3 (embryonale Fibroblasten der
Maus [Toparo & Green, 1963]) getestet. Es wurden Konzentrationen von 10 bzw. 50 uM

eingesetzt.

2.2.12.3 Enzymhemmende Wirkung

Die Testsubstanzen (10 uM) wurden auf ihre enzymhemmende Wirkung gegen die Acetyl-
cholinesterase, Phosphodiesterase 4 und Reverse Transkriptase untersucht (Arbeitsgruppe

Prof. Dr. Imhoff, KiWiZ, Kiel).
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2.2.12.4 Antioxidative Wirkung

Die Bestimmung der Antioxidativen Wirkung erfolgte in modifizierter Form nach Tanc &
Liv [2007]. Dabei wurden die Testsubstanzen in Konzentrationen von 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40,
70, 100 bzw. 120 uM mit je 50 uM 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) fiir 30 Minu-
ten bei 30 °C inkubiert. Die Absorption der Proben wurde gegen Methanol bei 517 nm im
Photometer gemessen.

Das DPPH-Radikal hat eine violette Farbe; geht es eine Bindung mit einem Wasserstoffa-
tom eines Radikalfdngers ein, entsteht das reduzierte DPPH-H (2,2-Diphenyl-1-Picrylhy-
drazin) und die Farbe dndert sich von violett nach gelb. Mittels photometrischer Messung
kann eine Verringerung der Absorption bei 517 nm beobachtet und somit die antioxidative
Wirkung der Testsubstanz nachgewiesen werden.

Die Auswertung erfolgte durch Berechnung der prozentualen Inhibition (Q) jeder Konzen-
tration.

Q (% Inhibition) = [(Ag - Ax)/Ag] x 100

A= Absorption der Testsubstanzldsung, Ag = Absorption des Leerwerts

Die berechneten Werte wurden in einem Diagramm gegen die eingesetzten Konzentratio-
nen aufgetragen. Die Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsy) er-

folgte mit Hilfe einer Ausgleichsgeraden durch den linear verlaufenden Bereich.

2.2.13 Molekulargenetische Methoden

2.2.13.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli

Fiir die Herstellung elektrokompetener E. coli-Zellen wurden 100 ml LB-Medium 1:50
mit einer Ubernacht-Kultur angeimpft und bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. Sobald die
Kultur eine ODs75 von 0,5 bis 0,8 erreicht hatte, wurden die Zellen 10 Minuten auf Eis ge-
lagert und im Anschluss drei Mal mit 20 ml 10 % Glycerin gewaschen. Die Zentrifugation
zwischen jedem Waschschritt erfolgte fiir 5 Minuten bei 4 °C und 4.000 Upm. Die Zellen
wurden in 200 pl eiskaltem 10 %igem Glycerin gelost, zu je 50 pl aliquotiert und bei

-80 °C eingefroren.

2.2.13.2 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Fiir die Transformation wurden 50 pl elektrokompetente Zellen (vgl. 2.2.13.1) auf Eis auf-
getaut, mit 1 - 2 pl DNA versetzt und in eine eiskalte Elektroporationskiivette iiberfiihrt.

Die Elektroporation erfolgte bei einem Puls von 2,5 kV, 25 uF und 200 - 400 Q fiir
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4,5 - 4,9 ms. Die Zellen wurden anschlieBend in 500 pl S- oder SOC-Medium eine Stunde
bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. 100 ul des Ansatzes wurden auf Selektionsplatten aus-
plattiert. Der Rest wurde 1 Minute bei 13.000 Upm abzentrifugiert und der Uberstand de-
kantiert. Das Zellpellet wurde im Riicklauf resuspendiert und ebenfalls ausplattiert. Die

Platten wurden ca. 16 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.2.13.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen von E. coli

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden diese wie unter 2.2.13.1 be-
schrieben kultiviert und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet in
20 ml eiskaltem 100 mM CaCl, aufgenommen und erneut 5 Minuten bei 4 °C und
4.000 Upm zentrifugiert. Die Zellen wurden in 2 ml eiskaltem 100 mM CaCl, mit 15 %
Glycerin resuspendiert, zu je 200 ul aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

2.2.13.4 Transformation von E. coli nach der CaCl,-Methode

Ein 200 pl-Aliquot chemisch kompetenter Zellen (vgl. 2.2.13.3) wurde auf Eis aufgetaut
und mit 2 pl DNA versetzt. Der Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis gelagert; anschlieBend
erfolgte ein Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei 42 °C. Die Zellen wurden in 1 ml LB-Medi-
um fiir eine Stunde bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert und wie unter 2.2.13.2 erldutert auf

Selektionsplatten ausplattiert.

2.2.13.5 Herstellung von Streptomyces-Protoplasten

Eine Schiittelkultur von Streptomyces sp. in S-Medium wurde nach einer Inkubation von
ca. 48 Stunden bei 27 °C und 180 Upm fiir 10 Minuten zentrifugiert (4.000 Upm). Das
Pellet wurde in 10 ml P-Puffer mit Lysozym (1 mg/ml) resuspendiert und 10 bis 20 Minu-
ten bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. Der Grad der Protoplastierung wurde im Mikroskop
verfolgt und durch Zugabe von 20 ml eiskaltem P-Puffer (Tabelle 12) abgestoppt. Zur Ab-
trennung von Mycelresten wurde der Ansatz durch sterile Watte filtriert. Das Filtrat wurde
bei 3.200 Upm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die pelletierten Protoplasten wurden in 1 ml

P-Puffer aufgenommen, zu je 100 pl aliquotiert und bei -20 °C eingefroren.

2.2.13.6 Transformation von Streptomyces-Protoplasten

Ein 100 pl Aliquot von Streptomyces-Protoplasten (siehe 2.2.13.5) wurde mit 5 - 20 pl
DNA sowie 500 pl P-Puffer mit 25 % PEG 2000 versetzt. Der Ansatz wurde gleichméBig
auf zwei R2YE-Agarplatten ausplattiert und 16 Stunden bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend

wurden die Platten mit 3 ml Weichagar und entsprechenden Antibiotika iiberschichtet.
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2.2.13.7 Isolierung genomischer DNA

Eine Schiittelkultur von Streptomyces sp. bzw. Dermacoccus sp. MT 1.2 in KM 4- bzw. S-
Medium wurde nach einer Inkubation von ca. 72 Stunden bei 27 °C und 180 Upm zentri-
fugiert (4.000 Upm, 10 Minuten). Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet in 0,5 ml
TE-Puffer resuspendiert und mit 20 pl einer 50 mg/ml Lysozym-Ldsung versetzt. Die Pro-
be wurde unter mehrfachem Invertieren fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe
von 60 ul 0,5 M EDTA und 10 pl Proteinase K erfolgte die weitere Inkubation fiir 20 Mi-
nuten bei 37 °C. Es wurden 600 ul 10 % SDS zur Probe hinzugefiigt, diese fiir 60 Minuten
auf 50 °C erhitzt und anschlieend mit 350 ul 0 °C kaltem Kaliumacetat versetzt. Die Lo-
sung wurde 10 Minuten bei 12.000 Upm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Re-
aktionsgefal} iiberfithrt. Die DNA wurde durch Zugabe von 1 ml Isopropanol gefillt, bei
12.000 Upm 15 Minuten zentrifugiert und mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach erneu-
tem Zentrifugieren (3 Minuten, 12.000 Upm) wurde das Ethanol abpipettiert, die DNA bei
27 °C 20 Minuten getrocknet und in 50 pl H,O deion. resuspendiert.

2.2.13.8 Isolierung von Cosmiden und Plasmiden

Die Isolierung von Cosmiden erfolgte mit Hilfe des ,,PureYield™ Plasmid Midiprep* Sys-
tems mit Vakuumpumpe (GE Healthcare) entsprechend den Angaben des Herstellers bzw.
mittels Phenol-Chloroform-Fillung. Dabei wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur 1 Minute
bei 13.000 Upm zentrifugiert und in Losung I resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Lo-
sung I wurde mehrfach invertiert und 150 pl eiskalte Losung III hinzugefiigt. Der Ansatz
wurde mehrmals invertiert und 5 Minuten bei 13.000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 400 ul Rotiphenol/C/I extrahiert und nochmals 5 Minuten bei
13.000 Upm zentrifugiert. Die DNA wurde anschlieBend mit 600 pl Isopropanol gefallt
und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt
(13.000 Upm; 5 Minuten) wurde das Pellet mit 200 pl 70 % Ethanol gewaschen, bei 60 °C
getrocknet und in 50 pl H,O deion. resuspendiert.

Fiir die Isolierung von Plasmiden wurde das ,,illustra™ Plasmid Prep Mini Spin Kit* (GE
Healthcare, Miinchen) verwendet; dabei wurde entsprechend den Angaben des Herstellers

verfahren.
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2.2.13.9 Agarosegelelektrophorese

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren wurde 1 % Agarose in 1 x
TAE-Puffer bis zum vollstindigen Losen aufgekocht. Die Agarose wurde in die Lautkam-
mer mit eingesetztem Kamm eingegossen und nach dem Polymerisieren mit 1 x TAE-Puf-
fer iiberschichtet. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 1 - 5 ul Bromphenolblau
versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 V. Zur Farbung der DNA
wurde das Agarosegel 5 Minuten in ein Ethidiumbromid-Bad (5 pl/ml) gelegt und an-
schlieBend mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage fotographiert. Zur GroéBenbestim-
mung wurden GroBenstandards (GeneRuler 1 kb DNA-Ladder von Fermentas bzw.

wt ADNA aus dem ,,Gigapack III XL Packaging Extract Kit“, Stratagene) aufgetragen.

2.2.13.10 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Standard-Bedingungen zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels PCR sind

den Tabellen 22 bis 24 zu entnehmen.

Tabelle 22: Standard-PCR-Ansatz unter Verwendung der Taq-Polymerase

Losung Endkonzentration/Volumen
DNA-Templat 1l

dNTPs (10 mM) 0,2 mM

10 x PCR-Puffer 1x

Q-Solution 10 pl

Primer vorwirts (100 uM) 2 uM

Primer riickwérts (100 uM) 2 uM

Taq-DNA-Polymerase 1l

H,O deion. ad 50 ul

Tabelle 23: Standard-PCR-Ansatz unter Verwendung der KAPAHiFI-Polymerase

Losung Endkonzentration/Volumen
DNA-Templat 1 ul

dNTPs (10 mM) 0,2 mM

5 x PCR-Puffer Ix

100 uM Primer vorwérts 2 uM

100 uM Primer riickwirts 2 uM
KAPAHifi-DNA-Polymerase 1 ul

H,O deion. ad 50 pul
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Tabelle 24: Standard-PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit

Denaturierung 94 °C 5 min

Denaturierung 94 °C 30 sec

Annealing* 52-68°C 30 sec 30 Zyklen
Elongation 72 °C 30 sec

Elongation 72 °C 10 min

Lagerung 4°C halten

* die Annealing-Temperatur variierte je nach verwendetem Primerpaar

Das Ergebnis der PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese (vgl. 2.2.13.9) liberpriift.

2.2.13.11 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einer PCR (siehe 2.2.13.10) oder einem Re-
striktionsverdau (siehe 2.2.13.12) wurden diese gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl.
2.2.13.9) und unter UV-Licht analysiert. Die gewlinschte Bande wurde mit einem Skalpell
ausgeschnitten und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Die Isolierung aus dem Gel er-
folgte mit dem ,,illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit*“ (GE Health-

care) entsprechend Herstellerprotokoll.

2.2.13.12 Restriktionsspaltung von DNA
Zur Herstellung definierter DNA-Fragmente sowie zur Uberpriifung klonierter Konstrukte
wurden Restriktionsenzyme verwendet. Der Verdau wurde entsprechend den Angaben des

Enzym-Herstellers (siehe Tabelle 5) durchgefiihrt.

2.2.13.13 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden konnen unter Verwendung der DNA-Ligase mit-
einander verkniipft werden. PCR-Produkte wurden in den Vektor pJET1.2/blunt kloniert.
Dazu wurden diese zunédchst mit dem ,,DNA blunting enzyme* (CloneJET™ PCR Cloning
Kit, Fermentas) nach Herstellerprotokoll behandelt, um glatte Enden zu erzeugen. Alle Li-
gationen erfolgten mit Hilfe der T4 DNA-Ligase entsprechend den Angaben des En-
zym-Herstellers (siche Tabelle 5).

2.2.13.14 Sequenzierungen von DNA

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Sequenzierungen von der Firma Eurofins

MWG GmbH, Ebersberg, durchgefiihrt.
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2.2.14 Herstellung und Screening einer Genbibliothek

Zur Identifizierung und Charakterisierung des Phenazin-Genclusters aus Dermacoccus sp.
MT 1.2 wurde eine Genbibliothek der gesamten genomischen DNA hergestellt und diese
mittels Kolonie-PCR nach spezifischen Genen durchsucht.

Dazu wurde die genomische DNA von Dermacoccus sp. MT 1.2 wie unten beschrieben
partiell verdaut und mit dem Vektor SuperCos 1 (Stratagene) ligiert. Die Produkte wurden
in A-Phagen verpackt und mittels Transduktion in FE .coli-Zellen eingebracht (vgl.
2.2.14.2). Die Durchfiihrung erfolgte anhand des Protkolls des ,,Gigapack III XL Packa-
ging Extract“-Kits (Stratagene).

2.2.14.1 Priparation der genomischen DNA

Die isolierte genomische DNA von Dermacoccus sp. MT 1.2 (vgl. 2.2.13.7) wurde mit
dem Restriktionsenzym Sau3 Al partiell verdaut. Fiir die Reaktion wurden 100 pg genomi-
sche DNA und 0,1 U Enzym eingesetzt. Nach 2,5, 5, 10 bzw. 15 Minuten wurde die Reak-
tion durch Zugabe von je 100 ul 0,5 M EDTA-Losung gestoppt und gelelektrophoretisch
tiberpriift. AnschlieBend wurde die DNA mit Rotiphenol/C/I extrahiert und bei
13.000 Upm 5 Minuten zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde abgenommen und auf
0,3 M Kaliumacetat (pH 5,5) eingestellt. Der DNA-Prézipitation mit 500 pl Ethanol p.A.
folgte eine flinfminiitige Zentrifugation, worauthin das Pellet mit 70 % Ethanol gewa-
schen, anschliefend getrocknet und in 30 ul H,O deion. resuspendiert wurde.

Um eine Religation zu verhindern, wurde die DNA mit 5 U CIAP laut Herstellerangaben
in einem Gesamtvolumen von 100 ul dephosphoryliert. AnschlieBend wurde das Enzym
nach Zugabe von 6,5 pl einer 250 mM EDTA-Losung durch zehnminiitiges Inkubieren bei
68 °C inaktiviert. Die DNA wurde wie oben beschrieben mit Rotiphenol/C/I gefillt.

2.2.14.2 Praparation des Cosmids SuperCos 1

Zur Gewinnung des Cosmids SuperCos 1 wurde E. coli XL1 Blue mittels Elektroporation
transformiert (vgl. 2.2.13.2) und das Cosmid wie unter 2.2.13.8 beschrieben isoliert. An-
schlieBend wurde die DNA extrahiert und dephosphoryliert (vgl. 2.2.14.1).

Zur Vorbereitung der Ligation genomischer DNA-Fragmente in das Cosmid wurde dieses
zunéchst mit Xbal gespalten; dazu wurden 45 pg Cosmid-DNA mit 9 U Enzym pro 1 pg

DNA laut Herstellerangaben verdaut. Das Cosmid wurde im Folgenden mit BamHI ge-
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schnitten, um eine der beiden cos-Stellen im Cosmid auszuschneiden und die spétere Ver-
packung in A-Phagen zu ermdglichen. Nach der Restriktion mit 5 U Enzym pro 1 pg DNA
laut Herstellerprotokoll wurde die DNA erneut extrahiert.

Jeder Restriktionsverdau wurde mittels Agarosegelelektrophorese tiiberpriift (vgl.

2.2.13.9).

2.2.14.3 Ligation und Verpackung der DNA

Die Ligation von 5 pg der partiell verdauten genomischen DNA (vgl. 2.2.14.1) mit 1 pg
des geschnittenen Cosmids (vgl. 2.2.14.2) erfolgte unter Verwendung der T4 Ligase (Fer-
mentas) nach Herstellerprotokoll.

Die Verpackung der ligierten DNA in A-Phagen erfolgte wie im Protokoll des ,,Gigapack
IIT XL Gold Packaging Extract“-Kits (Stratagene) beschrieben. Hierbei wurde 1 pl des Li-
gationsansatzes mit 25 ul A-Phagensuspension zwei Stunden bei 22 °C inkubiert. Im An-
schluss wurden 500 pul SM-Puffer dazugegeben und auftretende Proteine mit Chloroform

sedimentiert. Die wéssrige Phase wurde bei 4 °C gelagert.

2.2.14.4 Transduktion von E. coli mit A-Phagen und Amplifizierung der Cosmid-
Bibliothek

E. coli SURE-Zellen wurden in LB-Medium mit 10 mM MgSO, und 0,2 % Maltose fiir
16 Stunden bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. Die Kultur wurde abzentrifugiert, das Pellet
in 10 mM MgSO, resuspendiert und auf eine ODggo von 0,5 eingestellt. Diese Bakterien-
suspension wurde 1:50 verdiinnt und zu je 250 ul aliquotiert. Zu jedem der daraus resultie-
renden acht Aliquots wurden 250 pl Verpackungsansatz (d. h. in A-Phagen verpackte
DNA, vgl. 2.2.14.3) gegeben und 30 Minuten bei 22 °C inkubiert. Zu allen Ansédtzen wur-
den 4 ml LB-Medium hinzugefiigt, diese vorsichtig invertiert und eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Nach zehnminiitigem Zentrifugieren bei 4.000 Upm wurde jedes Zellpellet in
500 pl LB-Medium aufgenommen und in 50 pl-Aliquots auf LB-Agarplatten mit 50 pg/ml
Kanamycin und 150 pg/ml Ampicillin ausplattiert (insgesamt 80 Platten). Die Platten wur-
den ca. 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die erhaltenen Klone bilden eine Genbibliothek

von Dermacoccus sp. MT 1.2

2.2.14.5 Screening der Genbibliothek mittels Kolonie-PCR
Die hergestellte Genbibliothek (vgl. 2.2.14.4) wurde mittels Kolonie-PCR auf das Vorhan-

densein des Phenazin-Genclusters untersucht. Die Klone wurden dabei zunichst mit Pri-

mern fiir phzF, ein fiir die Phenazin-Synthese essentielles Gen, gescreent.
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Da die Sequenz von phzF aus Dermacoccus sp. MT 1.2 nicht bekannt war, wurden anhand
bekannter Sequenzen anderer Phenazin-Produzenten mit Hilfe des Programms Codehop
(http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html) [Rosk et al., 1998] degenerier-
te Primer fiir phzF erstellt. Mit diesen Primern wurde eine PCR mit genomischer DNA bei
einer Annealing-Temperatur von 60 °C durchgefiihrt (vgl. 2.2.13.10), das PCR-Produkt
aus dem Gel ausgeschnitten (vgl. 2.2.13.11) und fiir die Sequenzierung in den Vektor
pJET1.2/blunt kloniert (vgl. 2.2.13.13). Aus den erhaltenen Sequenzen wurden spezifische
Primer fiir phzF hergestellt (phzF_fw und phzF rev; vgl. Tabelle 7), welche fiir das weite-
re Screening verwendet wurden (vgl. 2.2.14.5).

Hierfiir wurden die Klone aus 2.2.14.4 zunichst mit Hilfe von Stempel und Samttiichern
auf neue LB-Platten kopiert; diese wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und fiir ein spa-
teres Screening verwendet. Das erste Screening erfolgte mit den Kolonien der Original-
platten. Dabei wurden alle Klone einer Platte mit 2 ml LB-Medium abgeldst, in ein
Eppendorf-Reaktionsgefil} iiberfiihrt und zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden 3 Minuten bei 13.000 Upm zentrifugiert und jeweils in 50 pl sterilem H,O deion.
resuspendiert. Diese 80 verschiedenen Bakteriensuspensionen (aus dem Pool der Kolonien
von jeweils einer Platte) wurden anschlieBend fiir eine Kolonie-PCR verwendet.

Der PCR-Ansatz und das PCR-Programm sind in den Tabellen 25 bzw. 26 dargestellt. Als
Positivkontrolle fiir die PCR wurde 1 pl genomische DNA verwendet.

Tabelle 25: PCR-Ansatz fiir die Kolonie-PCR mit E. coli

Losung Endkonzentration/Volumen
10 x PCR-Puffer 1 x

dNTPs (10 mM) 0,2 mM

Primer vorwirts (100 M) 2 uM

Primer riickwirts (100 uM) 2 uM

Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,1U

Zellsuspension (Templat) ad 50 pl

Tabelle 26: PCR-Programm fiir die Kolonie-PCR mit E. coli

Schritt Temperatur Zeit

Denaturierung 94 °C 5 min

Denaturierung 94 °C 30 sec

Annealing 60 °C 30 sec 30 Zyklen
Elongation 72 °C 30 sec

Elongation 72 °C 10 min

Lagerung 4°C halten
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Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel analysiert. Zeigte ein Pool die ge-
wiinschte Bande fiir phzF, wurden die Klone der entsprechenden Platte einem weiteren
Screening unterzogen. Dazu wurden die Kopien der Originalplatten verwendet.

Um aus einem Zellpool auf einzelne positive Klone schlieBen zu konnen, die das phzF-
Gen auf dem Cosmid enthalten, wurden die Kolonien weiter vereinzelt. Dazu wurden je
20 - 40 Klone einer Agarplatte auf neue Selektionsplatten liberfiihrt. Diese wurden eben-
falls kopiert und wie oben beschrieben fiir eine Kolonie-PCR verwendet. Zellpools, die
hierbei die gewiinschte PCR-Bande zeigten, wurden fiir ein drittes Screening einzeln aus-
gestrichen und nochmals einer Kolonie-PCR unterzogen.

Die Cosmide aus den daraus resultierenden positiv getesteten Klonen wurden mit dem
,,PureYield™ Plasmid Midiprep Kit*“ (Promega) isoliert und mittels PCR (vgl. 2.2.13.10)

unter Verwendung der Primer phzF _fw und phzF rev nochmals iiberpriift.

2.2.15 Auswabhl eines Cosmids zur vollstindigen Sequenzierung

Um die Nukleotidsequenz des Dermacozin-Genclusters zu erhalten, sollte eines der iso-
lierten Cosmide (siehe 2.2.14.5) vollstdndig sequenziert werden. Zur Auswahl des Cos-

mids wurden verschiedene Methoden angewendet.

2.2.15.1 Nachweis des phzB-Gens in phzF-positiven Cosmide

Durch eine PCR mit degenerierten Primern fiir phzB (phzB_fw und phzB_rev, vgl. Tabel-
le 7) sollte neben phzF ein weiteres essentielles Phenazin-Gen auf dem Cosmid identifi-
ziert werden. Dazu wurde eine PCR mit den phzF-positiven Cosmiden wie unter 2.2.13.10

beschrieben durchgefiihrt.

2.2.15.2 Restriktionsanalysen der phzF-positiven Cosmide

Des Weiteren wurde jedes Cosmids mit den Restriktionsenzymen BamHI, Ncol bzw. Sacl
verdaut (vgl. 2.2.13.12), um Cosmide, die das phzF-Gen tragen, zu identifizieren. Die Re-
striktionsprodukte wurden anhand des Bandenmusters auf einem Agarosegel (vgl.

2.2.13.9) analysiert.
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2.2.15.3 Sequenzierung der Insert-Enden

Als drittes Auswahlkriterium wurden die Enden des DNA-Inserts mit den Primern T3 bzw.
T7 (vgl. Tabelle 7) sequenziert. Die Sequenzen wurden mit Hilfe von BLASTx
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [ArrscHuL ef al., 1997] mit den Sequenzen der nr-

(non-redundant) Datenbank verglichen.

2.2.16 Sequenzierung des ausgewihlten Cosmids

Das Cosmid, das anhand der unter 2.2.15 beschriebenen Kriterien ausgewéhlt worden war,
wurde mit Hilfe der sogenannten ,,Shotgun-Methode* von der Firma GenoTech (Seoul,
Stidkorea) vollstindig sequenziert. Dabei wurde die DNA zufillig in 300 bis 1.000 bp
grofe Stiicke fragmentiert, die sequenziert und anschlieBend aufgrund von Uberlappungen
zu einer Konsensussequenz zusammengefiigt wurden.

Die erhaltene Sequenz wurde anschlieBend mit Hilfe des Programms Artemis: Genome
Browser and Annotation Tool (http://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis)
[RutHErFORD et al., 2000] nach offenen Leserahmen (ORF) mit 300 oder mehr Nukleotiden
durchsucht. Die Proteinsequenz jedes ORFs wurde mit Hilfe von BLASTx mit den Se-

quenzen der nr-Datenbank verglichen.

2.2.17 Heterologe Expression des Genclusters in Streptomyces sp.

Die heterologe Expression in Streptomyces sp. sollte als Nachweis dienen, dass das ausge-
wihlte Cosmid (vgl. 2.2.15) das fiir die Dermacozin-Biosynthese verantwortliche Gen-

cluster enthalt.

2.2.17.1 Integration der ®C31-Integrase mittels ,,Rekombineering* in ein Cosmid

Zur Integration von DNA-Fragmenten in ein Cosmid mittels homologer Rekombination
(,,Recombineering*) wurde die Methode nach Gusr et al. [2006] angewendet. Dazu wurde
zunidchst die ®C31-Integrase, die die spitere Integration der Cosmid-DNA in das Genom
von Streptomyces sp. vermittelt, in das entsprechende Cosmid eingebracht. Dieses wurde
hierfiir mittels Elektroporation in E. coli BW25113/plJ790 ARED transferiert (siche
2.2.13.2). Ein aus dieser Transformation resultierender Klon wurde in 5 ml LB-Medium
mit entsprechenden Antibiotika angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C und 180 Upm inku-
biert. Mit 5 % dieser Kultur wurden 10 ml SOB unter Zugabe entsprechender Antibiotika

und 100 pl einer 1 M Arabinoseldsung angeimpft. Arabinose induziert die Expression der
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ARED-Gene, die fiir die homologe Rekombination verantwortlich sind. Die Kultur wurde
bei 30 °C und 180 Upm bis zum Erreichen einer ODg von 0,4 inkubiert und anschlieend
5 Minuten bei 4 °C und 4.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet dreimal in 10 ml eiskaltem 10 %igem Glycerin gewaschen. Nach dem letzten
Schritt wurde das Zellpellet in 100 ul 10 % Glycerin resuspendiert. Im Anschluss wurde in
diese Zellen (E. coli BW25113/plJ790 ARED mit dem Cosmid) das entsprechende DNA-
Fragment mittels Elektroporation (siehe 2.2.13.2) eingebracht. Dazu wurde das codierende
Gen der ®C31-Integrase zusammen mit der Tetracyclin-Resistenzkassette mit den Restrik-
tionsenzymen Dral und Bsal aus dem Plasmid plJ787 (vgl. Tabelle 6) ausgeschnitten (sie-
he 2.2.13.12) und aufgereinigt (siche 2.2.13.11). An den Enden dieses DNA-Fragments
befinden sich zur Ampicillin-Resistenzkassette kompatible Bereiche, iiber die es mit dem
Ampicillin-Gen auf dem entsprechenden Cosmid (MW _A9) rekombinieren kann. Die an-
schlieBende Inkubation der Selektionsplatten fiir 20 Stunden bei 37 °C fiihrte zum Verlust
des temperatursensitiven Plasmids plJ790. Aufgrund der Zugabe entsprechender Antibioti-
ka konnten zudem nur die Klone wachsen, bei denen das DNA-Fragment mit der Tetracy-
clin-Resistenzkassette durch homologe Rekombination in das Cosmid integriert worden
war. Aus einem Klon wurde das rekombinante Cosmid mittels Phenol/Chloroform-Fallung
wie unter 2.2.13.8 beschrieben isoliert und die Integration des gewiinschten DNA-Frag-

ments durch Restriktionspaltungen (siehe 2.2.13.12) bzw. PCR (siehe 2.2.13.10) iiberpriift.

2.2.17.2  Biparentale Konjugation zwischen E. coli und Streptomyces sp. zur
Ubertragung eines rekombinanten Cosmids

Fiir die biparenterale Konjugation zwischen E. coli und Streptomyces sp. wurde die ent-
sprechende Cosmid-DNA zundchst durch Elektroporation in E. coli GM2063 pUB307
bzw. E. coli S17-1 eingebracht (vgl. 2.2.13.2). Mit 1 ml einer Ubernachtkultur eines dar-
aus resultierenden Transformanten wurden 50 ml LB-Medium mit entsprechenden Anti-
biotika angeimpft und bei 37 °C und 180 Upm bis zu einer ODs;5 von 0,5 bis 0,6 inkubiert.
Nach dem Abzentrifugieren der Zellen fiir 10 Minuten bei 5.000 Upm wurden diese zwei-
mal mit 20 ml LB-Medium gewaschen. Das Zellpellet wurde in 5 ml LB-Medium resus-
pendiert. Parallel dazu wurden ca. 10® Sporen von Streptomyces lividans TK 23 in 500 pl
2 x YT-Medium fiir 10 Minuten bei 60 °C erhitzt. Zu den Sporen wurden 500 pl der trans-
formierten E. coli-Zellen gegeben und 30 Sekunden bei 7.000 Upm zentrifugiert. Der

Uberstand wurde dekantiert und das Pellet im Riicklauf resuspendiert. Der Konjugations-
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ansatz wurde auf MS-Agar ausplattiert und liber Nacht bei 30 °C inkubiert. Im Folgenden
wurden die Platten mit 20 pg/ml Nalidixinsdure und 50 pg/ml Kanamycin iiberschichtet
und fiir 3 - 5 Tage bei 30 °C inkubiert.

Die Integration des Cosmids in das Streptomyces-Genom wurde anhand einer PCR mit
den Primern tet fw und tet rev entsprechend 2.2.13.10 mittels Tag-Polymerase tiberpriift.
Die PCR-Produkte wurden auf einem 1 %igen Agarosegel analysiert (vgl. 2.2.13.9). Die
Exokonjuganten wurden in verschiedenen Nahrlosungen kultiviert; dabei wurde die Se-

kundérstoffproduktion bis zu vier Wochen lang verfolgt und analysiert (siehe 2.2.17.3).

2.2.17.3 Kultivierung der Exokonjuganten und Produktion in verschiedenen
Nihrlosungen

Mehrere Exokonjuganten von Streptomyces lividans TK23 wurden durch Verdiinnungs-
austriche auf Cullum-Agarplatten mit Nalidixinsdure (20 ug/ml) und Kanamycin
(50 pg/ml) von E. coli-Zellen befreit. Mit den Reinkulturen wurden VorkulturenI in
500 ml-Erlenmeyerkolben mit 100 ml NL 410 angeimpft und drei Tage bei 27 °C und
120 Upm inkubiert. Die Hauptkulturen in 500 ml-Erlenmeyerkolben wurden mit 5 % die-
ser Vorkulturen angeimpft und vier Wochen bei 27 °C und 120 Upm inkubiert. Zur Uber-
priifung der Produktivitit wurden wie unter 2.2.3 beschrieben Proben entnommen (die
erste Woche alle 24 Stunden, danach nur noch alle 7 Tage) und analysiert. Als Produkti-
onsmedien wurden Cullum, KM 4, M2, NL 410, NL 420, NL SGG, R2YE, TSG und
YMG verwendet.

2.2.17.4 Aktivierung der Expression des Phenazin-Genclusters durch zusitzliche
konstitutive Expression einzelner Regulatoren

Verschiedene Gene des identifizierten Phenazin-Genclusters, die als Regulatoren identifi-
ziert worden waren (vgl. 3.7.3), wurden einzeln unter Kontrolle des konstitutiven Promo-
tors ermE* auf dem Plasmid pUWL201 exprimiert. Somit sollte untersucht werden, ob
diese erhohte Transkription die Dermacozin-Synthese in Streptomyces lividans TK23 akti-
viert. Dazu wurde jedes Gen (vgl. Tabelle 43) mittels PCR unter Verwendung der KAPA-
HiFi-Polymerase amplifiziert (siehe 2.2.13.10). Es wurden Primer verwendet, die am
jeweiligen Startcodon des jeweiligen Gens begannen bzw. an dessen Stoppcodon endeten
und 10 - 15 bp lange 5'-Uberhiinge aufwiesen. In diese wurden die Restriktionsschnittstel-
len fiir EcoRI (vor dem Startcodon) bzw. Xbal (hinter dem Stoppcodon) eingebaut (vgl.
Tabelle 7). Das PCR-Produkt wurde zundchst in den Vektor pJetl.2 blunt kloniert (sieche
2.2.13.13) und zur Kontrolle sequenziert (siche 2.2.13.14). Mit den Restriktionsenzymen
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EcoRl und Xbal wurde das Fragment wieder ausgeschnitten und mit dem Vektor
pUWL201 ligiert (siehe 2.2.13.13), der mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut
worden war. Die daraus resultierenden rekombinanten Plasmide pUWL201 orfl5,
pUWL201 orf20, pUWL201 orf22 bzw. pUWL201 orf24 (vgl. Tabelle 6) wurden wie
unter 2.2.13.8 beschrieben isoliert und mittels Protoplasten-Transformation in Streptomy-
ces lividans TK23, der das Cosmid MW_A9 int im Genom integriert hat, eingebracht
(siche 2.2.13.6). Die Transformanten wurden auf Cullum-Agarplatten mit Kanamycin
(50 ng/ml) und Thiostrepton (25 pg/ml) iiberfiihrt. Die Transformanten wurden in den
Néhrlosungen NL 410, KM 1, KM 4, M2 bzw. SGG kultiviert und die Sekundirstoffpro-
duktion verfolgt (siche 2.2.3).

2.2.17.5 Aktivierung der Expression des Phenazin-Genclusters durch Einfithrung
eines konstitutiven Promotors

Zur Expression des Phenazin-Genclusters wurde aulerdem vor dessem erstem Gen (phzF)
der konstitutive Promotor ermE* eingefiigt. Dies erfolgte entsprechend der unter 2.2.17.1
aufgefiihrten Vorgehensweise, allerdings wurde dabei ein Cosmid verwendet, auf dem sich
bereits die Integrase ®C31 und die Tetracyclin-Resistenzkassette befanden (Cosmid
MW_A9 int) (vgl. 2.2.17). Unter Verwendung der KAPAHiFi-Polymerase und der Primer
ermE/hygro fw und ermE/hygro rev wurden mittels PCR der Promotor ermE* und die
Hygromycin-Resistenzkassette amplifiziert. Die verwendeten Primer wiesen 39 bp lange
5'-Uberhiinge auf, die kompatibel zur Region strangaufwiirts von phzF waren.

Die korrekte Integration des Fragments wurde mit Hilfe einer PCR unter Verwendung der
Primer phzF-hygro fw und phzF-hygro rev, die im phzF-Gen bzw. der Hygromycin-Re-
sistenzkassette binden, iiberpriift (siche 2.2.13.10).

Das resultierende rekombinante Cosmid (MW_A9 int ermE) wurde isoliert, (siche
2.2.13.8) mittels Elektroporation in den Stamm E. coli S17-1 eingebracht (sieche 2.2.13.2)
und durch biparentale Konjugation in Streptomyces lividans TK23 {iibertragen (siche
2.2.17.2). Die Exokonjuganten wurden anschliefend wie unter 2.2.17.3 behandelt, zusitz-
lich wurde jedoch auf Hygromycin (50 pg/ml) selektioniert; als Produktionsmedien wur-

den NL 410, KM 1, KM 4, M2, OM bzw. SGG verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung der Sekundarstoffproduktion durch
Variation verschiedener Kultivierungsbedingungen

Da die von Dermacoccus sp. MT 1.2 produzierten Dermacozin-Nebenkomponenten K, L,
P, W, Z, RT 2.3, RT 3.37, RT 4.6 und RT 6.8 bislang fiir ihre Isolierung als Reinsubstanzen
in zu geringen Mengen produzierten worden waren, wurde versucht deren Produktion

durch Variationen verschiedener Kultivierungsbedingungen zu steigern.

3.1.1 Wachstumsanalytik in verschiedenen Nihrlosungen

In einer fritheren Studie wurde eine Dermacozin-Produktion ausschlieflich in sehr néhr-
stoffreichen Medien wie 333, 410 oder SGG beobachtet [Waaner, 2009]. Diese Nahrlo-
sungen sind fiir die Wachstumsanalytik ungeeignet, da sie viele unldsliche Bestandteile
enthalten, die eine photometrische Bestimmung der Zelldichte unmoglich machen. Daher
sollten in der vorliegenden Arbeit andere Medien getestet werden, um dieses Problem zu
umgehen.

Zunichst wurden Untersuchungen bzgl. des Wachstums- und Produktionsverhaltens in den
voll-16slichen Komplexmedien TSG, LB, KM 1 und KM 4 durchgefiihrt. Dazu wurde der
Wachstumsverlauf anhand des DNA-Gehalts verfolgt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7

dargestellt.
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Abbildung 7: DNA-Konzentration bei Kultivierung von Dermacoccus sp. MT 1.2 in verschiedenen
Nihrlosungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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Die DNA-Konzentration lag zum Zeitpunkt Null, d. h. nach dem Animpfen der Kulturen,
in allen Néhrldsungen bei ca. 50 pg/ml. Innerhalb der ersten 72 Stunden stiegen die Werte
in NL 410 und TSG um ca. 20 pg/ml und in KM 1, KM 4 bzw. LB um ca. 10 ug/ml an. Im
weiteren Verlauf nahmen die Werte in allen Medien zu, insbesondere in NL 410, in der
nach einer Inkubationszeit von 168 Stunden ein DNA-Gehalt von ca. 260 pg/ml erreicht
wurde. Der maximale DNA-Wert lag in TSG bei 207 pg/ml, in KM 4 bei 190 pg/ml, in
LB bei 160 pg/ml und in KM 1 bei 100 pg/ml.

Des Weiteren wurde die Sekundirstoffproduktion in den verschiedenen Medien unter-
sucht. Dabei wurde stets die Menge von Dermacozin C, das sich als das Hauptprodukt
herausgestellt hatte (Abbildung 8), bestimmt. Es hatte sich gezeigt, dass Anderungen in
der Kulturfiihrung oder Medienzusammensetzung mit der Syntheserate aller Dermacozine
in gleichem MaBe korrelieren, sodass die produzierte Menge von Dermacozin C als MaB3-

stab fur die Produktivitit verwendet wurde.

mAU |
700

2 4 6 8 10 12 min

Abbildung 8: HPLC-Analyse des Kulturfiltratextrakts aus der Kultivierung von Dermacoccus sp.
MT 1.2 in NL 410 bei einer Inkubationszeit von 168 Stunden

Zur Berechnung der Dermacozin C-Konzentration wurde die Fliache des entsprechenden
Peaks im HPLC-Chromatogramm bei 280 nm bestimmt. AnschlieBend wurde iiber Riick-
rechnung der Peakflidche eines Dermacozin C-Standards die produzierte Menge berechnet

und in Balkendiagrammen dargestellt (siche unten).
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Die Konzentration des Hauptprodukts Dermacozin C lag nach einer Kultivierung von
144 Stunden in NL 410 bei 56 mg/l; in diesem Medium war der DNA-Gehalt i. Vgl. zu
LB, KM 1, KM 4 und TSG am hochsten. In diesen Medien war keine (LB, KM 1 und
TSG) bzw. nur eine minimale Sekundirstoffproduktion (4,5 mg/l in KM 4) zu verzeich-
nen, obwohl das Wachstum nur minimal geringer war als in NL 410 (vgl. Abbildung 7).
Es konnte somit nur fiir NL 410 eine eindeutige Korrelation zwischen Wachstum bzw.

Zellzahl und Produktion festgestellt werden.

3.1.2 Einfluss von Medienbestandteilen in NL 410

Da die Produktion in allen getesteten Néhrlosungen deutlich geringer war als in NL 410
(vgl. 3.1.1), wurde dieses Medium fiir weitere Optimierungsversuche beibehalten. Um
dessen essentielle Bestandteile zu identifizieren wurde beim Ansetzen des Mediums je-

weils eine Komponente weggelassen. Abbildung 9 zeigt die daraus resultierenden Ergeb-

nisse.
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Abbildung 9: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Entfernung verschiedener Medienbe-
standteile

In den Ansitzen ohne Glucose, Glycerin, Casaminoacids, Hefeextrakt bzw. CaCO; nahm
die Dermacozin C-Produktion im Vergleich zu NL 410 um ca. 80 % bis 90 % ab oder war

gar nicht mehr zu verzeichnen. Ohne Hafermehl sanken die Werte um ca. 30 %.
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In weiteren Experimenten wurde versucht, das Hafermehl durch voll-16sliche Kohlenstoft-
quellen wie Maltose, Malzextrakt oder Stirke zu ersetzen. Dies war jedoch nicht erfolg-
reich, die Produktion war in allen Fillen ca. 20 bis 30 % geringer als in der Kontrolle
(Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass alle Komponenten von

NL 410 fur die Produktion der Dermacozine essentiell sind.

3.1.3 Einfluss der Wasserqualitiit

Die Wasserqualitdt kann je nach Bezugsort stark variieren. In einer fritheren Arbeit wurde
gezeigt, dass Medien, die mit deionisiertem Wasser hergestellt worden waren, sehr
schlecht fiir die Kultivierung der Dermacoccen und fiir die Produktion der Dermacozine
sind [WaGnEr, 2009]. Die Synthese der Sekundirstoffe war ausschlieBlich in Néhrldsun-
gen zu beobachten, die mit Tiibinger Leitungswasser hergestellt worden waren. Dabei
handelt es sich um eine Mischung aus Bodensee- und Eigenwasser, das sehr kalk- und
spurenelementhaltig ist. Um festzustellen, ob diese komplexe Zusammensetzung des Was-
sers flir die Produktion essentiell ist, wurde zum Vergleich reines Bodenseewasser bzw.
deionisiertes Wasser, das mit der Spurenelementlosung OM bzw. CMMN (vgl. Tabelle 7)
ergianzt wurde, zur Herstellung von NL 410 verwendet. Die Ergebnisse dieser Untersu-

chungen sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Verwendung von Mischwasser, Boden-
seewasser bzw. deionisiertem Wasser, das mit einer Spurenelementlésung erginzt worden war
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Bei Verwendung von Mischwasser wurden maximal 56 mg/l Dermacozin C im Kulturfil-
trat nachgewiesen (Zeitpunkt 120 Stunden). Wurde die Néhrlosung mit Bodenseewasser
hergestellt, zeigte sich keine Synthese von Dermacozin C. Im Ansatz mit deionisiertem
Wasser wurden ca. 3 mg/l Dermacozin C produziert, was durch den Zusatz verschiedener
Spurenelementlosungen bis auf 9 mg/l gesteigert werden konnte. Dermacozin C war in al-
len Ansdtzen, die mit deionisiertem H,O hergestellt worden waren, das einzige Produkt

(Daten nicht gezeigt).

3.1.4 Einfluss von Good'schen Puffern

Der Einsatz der nicht metabolisierbaren Substanzen HEPES, MOPS und TES sollte Auf-
schluss dariiber geben, ob anstelle von CaCOs; auch andere Puffer zur Kultivierung des
Dermacoccus-Stammes MT 1.2 verwendet werden konnen bzw. inwieweit sich dies auf
die Sekundarstoff-Produktion auswirkt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.

Im Kontrollansatz wurde CaCO; weggelassen.
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Abbildung 11: Produktion von Dermacozin C in NL 410, unter Zugabe verschiedener Puffersubstan-

zen

In allen Medien ohne CaCO; wurden keine Dermacozine produziert; HEPES, MOPS bzw.
TES konnten dieses Carbonat nicht ersetzen. Da diese Substanzen nur bestimmte pH-Puf-
ferbereiche besitzen, wurde der pH-Wert wihrend der Kultivierung alle 24 Stunden ge-
messen. Der Verlauf ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: pH-Wert bei Kultivierung von Dermacoccus sp. MT 1.2 unter Zugabe verschiedener
Puffersubstanzen

Unter Zusatz von MOPS, HEPES bzw. TES zu NL 410 stieg der pH-Wert von ca. 7,0 zu
Beginn der Messung (nach einer Kultivierungsdauer von 72 Stunden) auf 7,8 (nach
168 Stunden); die Kurven verliefen dabei dhnlich (vgl. Abbildung 12). In der Kontrolle
(NL 410 mit 0,1 % CaCOs) war eine Zunahme des pH-Werts von 7,5 auf 8,3 zu beobach-
ten. Im Ansatz ohne CaCOs fiel der pH-Wert von anfénglich pH 6,7 auf pH 5,2.

3.1.5 Einfluss von CaCO;

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, hat der Zusatz von CaCOs eine enorme Auswir-
kung auf die Sekundérstoff-Produktion von Dermacoccus sp. MT 1.2 in NL 410. In weite-
ren Untersuchungen sollte dessen Einfluss durch Zugabe der doppelten, dreifachen bzw.

fiinffachen Menge iiberpriift werden (Abbildung 14).
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Abbildung 13: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Verwendung verschiedener CaCOs-
Konzentrationen

Im Kontrollansatz mit NL 410 (enthélt bereits 0,1 % CaCO;) wurden maximal 42 mg/l
Dermacozin C produziert. Die Verdopplung der CaCO;-Menge auf insgesamt 0,2 % fiihrte
zu einem Anstieg der maximalen Produktion auf 73 mg/l. Im Vergleich dazu erhdhte die
Zugabe von 0,2 % bzw. 0,4 % CaCOs die Dermacozin C-Synthese nicht weiter, die Werte
lagen bei maximal 62 bzw. 48 mg/l. Der Verlauf der pH-Kurven aller Ansdtze mit CaCO;

waren jedoch nahezu identisch (Daten nicht gezeigt).

3.1.6 Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen

Durch Zugabe von verschiedenen Kohlenstoffquellen zu NL 410 und der damit verbun-
denen Erhohung des Nihrstoffangebots sollte die Ausbeute der Dermacozine gesteigert

werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 veranschaulicht.
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Abbildung 14: Produktion von Dermacozin C in NL 410 bei Erhohung der Glucose- bzw. Glycerin-
Konzentration sowie bei Zusatz von Maltose bzw. Stirke

Durch den Einsatz zusitzlicher Kohlenstoffquellen verschob sich das Produktionsmaxi-
mum von Dermacozin C von 96 auf 120 bzw. 144 Stunden. Die Verwendung von insge-
samt 2 % Glucose fiihrte zu einer entscheidenden Steigerung der Produktion von
Dermacozin C auf 85 mg/l (Maximalwert) i. Vgl. zu einer Konzentration von 70 mg/l in
der Kontrolle (NL 410, enthélt bereits 1 % Glucose und 1 % Glycerin). Mit insgesamt 3 %
Glucose bzw. mit 1 % Maltose wurde eine Ausbeute von 73 mg/l erzielt, wiahrend der Zu-
satz von insgesamt 2 % bzw. 3 % Glycerin bzw. 1 % Stirke nichts an der Produktivitét an-

derte.

3.1.7 Einfluss verschiedener Stickstoffquellen

Bei den Dermacozinen handelt es sich um stickstofthaltige Verbindungen, die vermutlich
wéhrend ihrer Biosynthese an den Carboxylgruppen transamidiert werden. Daher wurden
verschiedene anorganische bzw. organische Stickstoffquellen zum Medium zugesetzt, um
deren Einfluss auf die Synthese des Hauptproduktes Dermacozin C zu untersuchen. Die

Ergebnisse sind in den Abbildungen 15 und 16 dargestellt.
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Abbildung 15: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Zusatz verschiedener anorganischer
Stickstoffquellen
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Abbildung 16: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Zusatz verschiedener organischer
Stickstoffquellen
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Unter Zugabe von 0,1 % Ammoniumchlorid, -sulfat bzw. -hydrogencarbonat sowie
Glutamat bzw. Aspartat zeigte sich so gut wie keine Synthese von Dermacozin C. Der Ein-
satz aller anderen getesteten Stickstoffquellen fiihrte zu einer deutlichen Verminderung der
Produktion.

Mit zunehmender Menge Glutamin, einem universellen Aminogruppendonor, sank die
Konzentration von Dermacozin C immer weiter. Da diese Beobachtung fiir eine zuneh-
mende Umsetzung von Dermacozin C zu Dermacozin B sprechen konnte, wurde die syn-

thetisierte Menge dieser beiden Substanzen miteinander verglichen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Produktion von Dermacozin B und C in NL 410 unter Zugabe verschiedener Stickstoff-
quellen

In keinem Ansatz wurde mehr Dermacozin B als C produziert, in den meisten Féllen wur-
de liberhaupt kein Dermacozin B gefunden. Grundsitzlich resultierte der Zusatz verschie-
dener Stickstoffquellen in einer Abnahme der Produktion aller Dermacozine (Daten nicht
gezeigt).

Aus den beiden Versuchsreihen ldsst sich ableiten, dass sich das Metabolitenspektrum
durch Verwendung verschiedener Stickstoffquellen nicht verdndert hat und Dermacozin C

stets das Hauptprodukt darstellt.
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3.1.8 Einfluss komplexer Nihrstoffquellen

Komplexe Nahrstoffquellen konnen von Bakterien oft noch als Nahrungsgrundlage die-
nen, wenn leicht metabolisierbare Kohlen- und Stickstoffquellen im Medium verbraucht
sind. In einer fritheren Studie hatte sich gezeigt, dass die Sekundirstoffproduktion der
Dermacoccen erst nach dem Verbrauch von Glucose und Glycerin eintritt [ WaGner, 2009].
Daher wurde durch den Einsatz von Hafermehl, Hefeextrakt bzw. Malzextrakt versucht,

einem Mangel an Nihrstoffen entgegenzuwirken, um so die Produktion der Dermacozine

zu steigern (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Zusatz von Malz- bzw. Hefeextrakt
oder Hafermehl

Bei Verwendung von 1 % Hafermehl bzw. Malzextrakt wurde eine Erhdhung der Produk-
tion von ca. 20 % gegeniiber der Kontrolle (NL 410, enthilt bereits 0,5 % Hafermehl) be-
obachtet. Unter Zugabe von Hefeextrakt konnte keine Steigerung erzielt werden, genauso

wie unter Zusatz von 2 % Hafermehl bzw. Malzextrakt.
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3.1.9 Einfluss mehrerer Niahrstoffquellen

Durch Verwendung von 2 % Glucose, 1 % Hafermehl oder 1 % Malzextrakt in NL 410
konnte die Produktion der Dermacozine deutlich gesteigert werden (vgl. 3.1.6 und 3.1.8).
Daher wurde versucht, durch Kombination dieser Néhrstoffquellen eine weitere Erh6hung

der Produktivitit zu erzielen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 19

dargestellt.
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Abbildung 19: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter gleichzeitiger Zugabe mehrerer Néhr-
stoffquellen

Durch Zusatz mehrerer Néhrstoffquellen konnte die Produktion von Dermacozin C gestei-
gert werden. Die hochsten Ausbeuten konnte mit einer Gesamtglucose-Konzentration von
2 % bzw. deren Kombination mit 1 % Hafermehl und 1 % Malzextrakt erzielt werden. In

beiden Ansdtzen war die maximale Synthesemenge ca. 20 % hdher als in der Kontrolle
(NL 410).

3.2 Untersuchungen zum Schaumverhalten von
Dermacoccus sp. MT 1.2 in Schiittelkulturen

In vorangegangenen Fermentationen hatte sich gezeigt, dass es bei der Kultivierung von
Dermacoccus sp. MT 1.2 im 10 Liter-Bioreaktor zu einer extremen Schaumentwicklung

kommt [Wacner, 2009]. Dies sollte durch Zugabe verschiedener Antischaummittel redu-
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ziert werden, um einen Substanzverlust durch Ausschdumen des Fermenters zu verhin-
dern. In Vorversuchen wurden Agrimul COS2, Agrimul Derivat 1, Genapol 2882, Sojadl,
Sonnenblumendl oder Spiilmittel in Konzentrationen von 0,1 %, 0,5 % und 1 % in 100 ml-
Schiittelkulturen getestet. Die Bewertung der Schaumentwicklung erfolgte anhand der

Schaumhohe im Schiittelkolben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 27 dargestellt.

Tabelle 27: Schaumentwicklung in Schiittelkulturen mit NL 410 unter Zusatz von 0,1, 0,5 bzw. 1 %
Agrimul COS2, Agrimulester Derivat 1, Genapol 2882, Sojadl, Sonnenblumendl oder Spiilmittel

Zusatz Schaumentwicklung nach

96 Std. 120 Std. 144 Std. 168 Std.
NL 410 (Kontrolle) ++ +++ +++ +++
0,1 % Agrimul COS 2 ++ ++ ++ ++
0,5 % Agrimul COS 2 + + + ++
1 % Agrimul COS 2 - - - -
0,1 % Agrimulester Derivatl + + + +

0,5 % Agrimulester Derivatl - - - -

1 % Agrimulester Derivatl - - - -
0,1 % Genapol 2882 - - - +
0,5 % Genapol 2882 - - - -
1 % Genapol 2882 - - - -

0,1 % Sojacl ++ ++ ++ et
0,5 % Sojasl + + ++ 4t
1 % Sojadl + + + I
0,1 % Sonnenblumendl + + T+ T+
0,5 % Sonnenblumenol + + + +

1 % Sonnenblumenol - - _ _

0,1 % Spiilmittel ++ et o -+
0,5 % Spiilmittel ++ ++ +++ ++
1 % Spiilmittel +++ +++ +++ +++

+++ hohe Schaumentwicklung; ++ mittlere Schaumentwicklung; + geringe Schaumentwicklung; - keine
Schaumentwicklung

Alle Substanzen setzten die Schaumbildung in hoherem oder niedrigerem Malle herab, mit
Ausnahme von Spiilmittel, das eine gegenteilige Wirkung zeigte. Allerdings fiihrte jedes
der eingesetzten Mittel zu einer Verringerung der Produktion. Die Auswirkung der ver-

schiedenen Zusitze auf die Produktion ist in den Abbildungen 20 und 21 veranschaulicht.
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Abbildung 20: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Zusatz von 0,1, 0,5 bzw. 1 % Agri-
mul COS2, Agrimulester Derivat 1 oder Genapol 2882
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Abbildung 21: Produktion von Dermacozin C in NL 410 unter Zusatz von 0,1, 0,5 bzw. 1 % Sojaél,
Sonnenblumendl oder Spiilmittel
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Genapol 2882 stellte das beste Antischaummittel dar, es verhinderte schon in einer Kon-
zentration von 0,1 % die Schaumentwicklung. Allerdings hemmte die Zugabe dieser Sub-
stanz die Dermacozin C-Produktion vollstdndig. Die Verwendung von 0,1 % Agrimulester
Derivat 1 reduzierte die Schaumbildung deutlich, wohingegen die Dermacozin-Ausbeute
nur um ca. 17 % abnahm. In hoheren Konzentrationen von 0,5 % bzw. 1 % fiel die Pro-
duktion auf unter 25 % i. Vgl. zur Kontrolle (NL 410). Unter Zugabe von 0,1 % Agrimul
COS 2 wurde der Schaum kaum reduziert. In hoheren Konzentrationen verringerte sich
zwar die Schaumentwicklung, jedoch auch die Produktivitit. Das Gleiche traf fiir Sonnen-
blumen- und Sojadl zu. Spiilmittel forderte die Schaumentwicklung und setzte die Produk-

tion der Dermacozine ebenfalls herab.

3.3 Untersuchungen zum Schaumverhalten von
Dermacoccus sp. MT 1.2 im 10 Liter-Fermenter

In Vorversuchen im Schiittelkolbenmaf3stab hatte sich herausgestellt, dass die Zugabe von
2 % Glucose bzw. 0,2 % CaCOs; die Produktion fordert (vgl. 3.1.5 und 3.1.6). Daher wur-
de fiir die Fermentationsansitze ein optimiertes Medium mit diesen Zusitzen verwendet
(NL 420, vgl. Tabelle 11). Des Weiteren hatte sich Agrimulester Derivat 1 als die beste
Substanz erwiesen, um die Schaumbildung zu reduzieren und gleichzeitig die Produktion
nicht allzu sehr zu reduzieren. Daher wurde dieses Antischaummittel fiir die Kultivierung

im Fermenter eingesetzt.

3.3.1 Sekundirstoff- und fermentationsbegleitende Analytik bei
Kultivierung unter Zusatz von Agrimulester Derivat 1

Die Fermentation erfolgte wie unter 2.2.7 beschrieben unter Zusatz von 0,1 bzw. 0,5 %
Agrimulester Derivat 1. Das in den Schiittelkolben beobachtete reduzierte Schaumverhal-
ten bestétigte sich in den Fermentern nicht. Der Ansatz mit 0,5 % Agrimulester Derivat 1
begann direkt nach dem Animpfen zu schdumen. Nach ca. 48 Stunden war dieser komplett
ausgeschdumt. Der Fermenter mit 0,1 % Agrimulester Derivat 1 verhielt sich dhnlich und
enthielt nach 72 Stunden kaum noch Kultur. In der Kontrolle (zunidchst ohne Antischaum-
mittel) zeigte sich ebenfalls eine extreme Schaumentwicklung, daher wurde Ucolub N 115
(insgesamt drei Milliliter wahrend der gesamten Fermentationsdauer) zugesetzt. In einer
fritheren Studie hatte sich herausgestellt, dass diese Substanz die Produktivitdt um ca. 80 -

90 % herabsetzt, jedoch auch die Schaumbildung deutlich reduziert [WaGner, 2009]. Die
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Zugabe dieser Chemikalie sollte einen Vergleich bzgl. der Schaumentwicklung mit den an-
deren beiden Ansdtzen ermoglichen. Unter Zugabe von Ucolub N 115 gingen insgesamt
ca. drei Liter Kultur verloren, wéhrend die anderen beiden Fermenter mit Agrimulester
Derivat 1 komplett ausschdumten. In diesen Ansdtzen war bis zum Zeitpunkt des vollstan-
digen Ausschidumens keine Sekundérstoff-Produktion zu beobachten.

Im Kulturfiltrat des Fermenters mit Ucolub N 115 konnten die Dermacozine B, C, F, K, L
und W mittels HPLC-DAD nachgewiesen werden. Nach ca. 96 Stunden setzte die Produk-
tion ein, das Maximum wurde nach 168 Stunden erreicht. Die Konzentrationen der Der-
macozine C, K, L und W wurden mittels Peakflachenriickrechnung bestimmt und in

Tabelle 28 dargestellt; die Substanzen B und F wurden nicht weiter behandelt.

Tabelle 28: Konzentrationen der Dermacozine im Kulturfiltratextrakt des Fermenters unter Zugabe
von Ucolub N 115 nach 168 Stunden

Substanz Konzentration [mg/l]
Dermacozin C 23,5
Dermacozin K 7.8
Dermacozin L 2.4
Dermacozin W 5,0

Im Zellextrakt konnten die Dermacozine B, C, K und W nur in sehr geringen Mengen

nachgewiesen werden, daher wurden diese Proben nicht weiter bearbeitet.

Die fermentationsbegleitende Analytik beinhaltete die Bestimmung des Wachstums, des
pH-Werts und des Néhrstoffverbrauchs. Fiir die Bestimmung des Wachstums wurde die
Biomasse volumetrisch in Prozent gemessen (vgl. 2.2.3) und der DNA-Gehalt ermittelt
(vgl. 2.2.4, Abbildung 22). Die Messung des Kohlenstoffverbrauchs erfolgte wie unter
2.2.8.2 beschrieben; die Ergebnisse sind in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 22: Verlauf von Biomasse (A), DNA-Konzentration (m) und pH-Wert (o) im Fermenter
mit NL 420

Der pH-Wert im Fermenter stieg in den ersten 24 Stunden leicht an, bevor er im weiteren
Verlauf von ca. 7,8 auf einen Wert von 5,7 abfiel. Die Biomasse sank in den ersten
24 Stunden von 5 auf 3 % und stieg in den folgenden 72 Stunden wieder auf den Aus-
gangswert an, wo sie bis zur Messung nach 168 Stunden verblieb. Fiir den DNA-Gehalt
zeigte sich in den ersten 144 Stunden eine starke Zunahme bis zu einer maximalen DNA-
Konzentration von 590 pg/ml. AnschlieBend sank der Wert wieder leicht auf ca.

500 pg/ml.

Konzentration [g/1]

L % % |
0 24 48 7 96 120 144 168
Zeit [Std,]

Abbildung 23: Glucose- (m) und Glycerinverbrauch (A) im Fermenter mit NL 420
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Was den Nihrstoffverbrauch anbelangt wurden Glycerin und Glucose von Beginn der Fer-
mentation an abgebaut. Glucose war nach 96, Glycerin schon nach 48 Stunden verstoft-

wechselt.

3.3.2 Sekundirstoff- und fermentationsbegleitende Analytik bei
Kultivierung im 10 Liter-Bioreaktor mit Propellerrad

Da die Zugabe von Agrimulester Derivat 1 zum Fermentationsansatz die Schaumbildung
nicht verhindern konnte, wurde versucht, das Problem mechanisch durch den Einbau einer
Propellerschraube an der Drehwelle zu beheben. Dadurch wurde der aufsteigende Schaum
seitlich nach unten gedriickt und konnte somit nicht mehr die Abluft des Fermenters errei-
chen.

Das Ausschiumen des Fermenters konnte durch das Propellerrad weitgehendst verhindert
werden, es gingen wiahrend der gesamten Fermentationsdauer nur zwei Liter Kultur verlo-
ren, was aufgrund des Beliifungssystems ca. dem normalen Verlust einer 10 Liter-Fermen-
tation entspricht. Die Synthese der Dermacozine setzte dabei nach 72 Stunden ein. Die
maximale Produktion der Dermacozine C, B, F, L, W und Z war nach 168 Stunden zu ver-
zeichnen. In Tabelle 29 sind die Konzentrationen dieser Sekundidrmetabolite aufgefiihrt;

die Substanzen B und F wurden nicht weiter behandelt.

Tabelle 29: Konzentrationen der Dermacozine im Kulturfiltratextrakt bei Kultivierung von
Dermacoccus sp. MT 1.2 im Fermenter mit Propellerad nach 168 Stunden

Substanz Konzentration [mg/l]
Dermacozin C 24,5
Dermacozin L 1,9
Dermacozin W 4,1
Dermacozin Z 3

Im Zellextrakt konnte neben den Dermacozinen B, C, F und K auch Dermacozin P nach-
gewiesen werden. Allerdings lagen die Substanzen in Konzentrationen von weniger als

1 mg/1 vor, so dass diese Proben nicht weiter bearbeitet wurden.

Zur Wachstumsbestimmung wurden sowohl Biomasse als auch DNA-Gehalt ermittelt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 veranschaulicht.
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Abbildung 24: Verlauf von Biomasse (A), DNA-Konzentration (m) und pH-Wert (o) im Fermenter
mit Propellerrad

Der pH-Wert stieg im Verlauf der Kultivierung kontinuierlich von pH 6,3 auf pH 7,8 an.
Die Biomasse und der DNA-Gehalt nahmen innerhalb der ersten 72 Stunden sehr stark zu,
die DNA von ca. 40 auf 560 pg/ml und die Biomasse von 4 auf 6 vol%. Anschlieend
stagnierte die Biomasse bei 6 %, wihrend der DNA-Gehalt auf einen Maximalwert von
650 pg/ml nach einer Kultivierungsdauer von 144 Stunden anstieg.

Durch die Bestimmung der Konzentration von Glucose und Glycerin im Kultivierungsver-

lauf wurde der Nahrstoffverbrauch analysiert (Abbildung 25).

Konzentration [g/1]

. % i |
0 24 48 72 96 120 144 168
Zeit [Std)]

Abbildung 25: Glucose- (m) und Glycerinverbrauch (A) im Fermenter mit Propellerrad an der Dreh-
welle
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Glycerin wurde wie auch Glucose direkt nach Beginn der Fermentation abgebaut. Nach
48 Stunden war kein Glycerin mehr im Medium nachweisbar, nach 96 Stunden war die

Glucose komplett verbraucht.

3.3.3 Sekundirstoff- und fermentationsbegleitende Analytik bei
Verwendung unterschiedlich behandelter Vorkulturen
In friiheren Arbeiten wurde festgestellt, dass die Inkubationszeit der Vorkultur einen Ein-
fluss auf die Produktivitdt haben kann [Dieter, 2002; NEeves et al., 2001]. Fiir die Derma-
cozin-Synthese hatte sich eine Verkiirzung der Kultivierungdauer von 72 auf 48 Stunden
nicht als produktionssteigernd erwiesen [ WaGnEr, 2009].
In einem weiteren Experiment wurde untersucht, wie sich die Verwendung einer nicht ge-
schiittelten Vorkultur (Standkultur) von Dermacoccus sp. MT 1.2 auswirkt. Dazu wurden
die Fermentationsansitze mit Vorkulturen angeimpft, die zunédchst 24 bzw. 48 Stunden bei
180 Upm geschiittelt und anschlieBend fiir weitere 48 bzw. 24 Stunden ohne Schiitteln in-
kubiert worden waren (24/48 Stunden-Vorkultur bzw. 48/24 Stunden-Vorkultur). Zur Kon-
trolle wurde ein Fermenter mit einer Vorkultur angeimpft, die 72 Stunden unter Schiitteln
inkubiert worden war (72 Stunden-Vorkultur). Die weiteren Fermentationsbedingungen
sind unter 2.2.2.3 beschrieben.
Unabhéngig von der Vorkultur setzte die Produktion der Dermacozine zwischen 48 und
72 Stunden nach Kultivierungsbeginn ein und erreichte ihren Hohepunkt nach einer Inku-
bationsdauer von 168 Stunden. Mittels HPLC-DAD konnten die Dermacozine C, K, L, W
und Z nachgewiesen werden. Die ermittelten maximalen Konzentrationen sind in Tabel-

le 30 angegeben.

Tabelle 30: Konzentration der Dermacozine im Fermentationsansatz mit unterschiedlich behandelten
Vorkulturen nach 168 Stunden

Substanz Dermacozin-Konzentration [mg/l]

24/48 Std.-Vorkultur' 48/24 Std.-Vorkultur* 72 Std.-Vorkultur®
Dermacozin C 43,8 40,4 19,6
Dermacozin K 6,3 7,6 5,7
Dermacozin L 5,1 5,3 2,1
Dermacozin W 3,7 32 1,7
Dermacozin Z 5,8 2,7 0

! Vorkulturen wurden 24 Std. schiittelnd und die folgenden 48 Std. stehend inkubiert
% Vorkulturen wurden 48 Std. schiittelnd und die folgenden 24 Std. stehend inkubiert
? Vorkulturen wurden 72 Std. schiittelnd inkubiert
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In den Fermentationsansitzen, die mit der 24/48 Stunden- bzw. 48/24 Stunden-Vorkultur
angeimpft worden waren, wurde keine Schaumbildung beobachtet. Im Gegensatz dazu
schiumte der Fermenter, der mit einer stets geschiittelten Vorkultur angeimpft worden war,
sehr stark und verlor dabei ca. vier Liter Kultur. Unter Verwendung von Standvorkulturen
war die Produktion i. Vgl. zu den Schiittelvorkulturen der Dermacozine um ca. das Dop-
pelte erhoht. Eine Ausnahme stellte Dermacozin K dar, dessen Konzentration nur ca.

15 - 25 % erhoht war.

Die fermentationsbegleitende Analytik umfasste zunédchst die Bestimmung des pH-Ver-

laufs (Abbildung 26).

pH

7.5

6.5
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Abbildung 26: pH-Werte in den Fermentationsansitzen mit unterschiedlich behandelten Vorkulturen
zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten; e, 24/48 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; A, 48/24 Std.-
Schiittel-/Stand-Vorkultur; m, 72-Std. Schiittel-Vorkultur

In allen Ansétzen zeigte sich fiir die pH-Werte eine zunehmende Tendenz, dabei lagen die
Werte zu Beginn der Fermentation zwischen 7,0 und 7,2 und stiegen im weiteren Verlauf
in allen drei Fermentern auf pH 7,9 an.

Des Weiteren wurde das Wachstum von Dermacoccus sp. MT 1.2 anhand von Biomasse

und DNA-Gehalt verfolgt (Abbildungen 27 und 28).
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Abbildung 27: Biomasse in den Fermentationsansitzen mit unterschiedlich behandelten Vorkulturen

zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten; e, 24/48 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; A, 48/24 Std.-
Schiittel-/Stand-Vorkultur; m, 72-Std. Schiittel-Vorkultur
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Abbildung 28: DNA-Konzentration in den Fermentationsanséitzen mit unterschiedlich behandelten

Vorkulturen zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten; e, 24/48 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; A,
48/24 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; m, 72-Std. Schiittel-Vorkultur

Die Biomasse im Fermenter, der mit der 72 Stunden-Vorkultur angeimpft worden war,
stieg innerhalb der ersten 120 Stunden kontinuierlich von 3 vol% bis auf 4,5 vol% an.

Dort stagnierte der Wert filir weitere 24 Stunden, bevor er nach 168 Stunden auf 4 vol%
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abfiel. Im Fermenter mit der 48/24 Stunden-Vorkultur verblieb die Biomasse in den ersten
48 Stunden bei 2 vol% und stieg 24 Stunden spiter auf 4,5 vol%. Nach weiteren 72 Stun-
den nahm diese um ca. ein Drittel ab. Im Ansatz, der mit der 24/48 Stunden-Vorkultur
beimpft worden war, stieg die Biomasse innerhalb der ersten 120 Stunden kontinierlich
von 3,0 auf 4,5 vol% an. Nach weiteren 24 Stunden auf diesem Niveau fiel der Wert auf
3,5 vol%.

Der Verlauf der DNA-Konzentration nahm wihrend der gesamten Fermentationsdauer in
allen drei Ansédtzen stetig zu. Im Fermenter mit der 24/48 Stunden-Vorkultur zeigte sich
dabei ein Anstieg von 100 pg/ml auf 700 pg/ml, im Ansatz mit der 48/24 Stunden-Vorkul-
tur von 250 pg/ml auf 832 pg/ml und im Fermenter mit der 72 Stunden-Vorkultur von
181 pg/ml auf 654 pg/ml.

Konzentration [g/1]

Zeit [Std)]

Abbildung 29: Glucose- (ausgefiillte Symbole) bzw. Glycerinverbrauch (Symbole ohne Fiillung) in den
Fermentationsansitzen mit unterschiedlich behandelten Vorkulturen; e bzw. o, 24/48 Std.-
Schiittel-/Stand-Vorkultur; A bzw. A, 48/24 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; m bzw. o, 72-Std. Schiit-
tel-Vorkultur

Unabhéngig von der Behandlung der Vorkultur wurde Glucose innerhalb von 96 Stunden

verbraucht, wahrend Glycerin bereits nach 48 Stunden nicht mehr nachweisbar war.
In den eben beschrieben Experimenten hatte sich die Verwendung von Standvorkulturen

als die optimale Methode zur Schaumreduktion im Fermenter herausgestellt. Als positiver

Nebeneffekt war dabei eine Verdopplung der Produktivitdt zu beobachten. Ruhend inku-
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bierte Vorkulturen sollten daher in einem erneuten Fermentationsansatz (vgl. 3.4) verwen-
det werden, um ausreichende Substanzmengen fiir die weitere Charakterisierung zu erhal-

ten.

3.4 Produktionsfermentation im 10 Liter-Bioreaktor

In Vorversuchen zur Optimierung der Dermacozin-Synthese hatte sich die Verwendung
von Standvorkulturen als produktionsfordernd herausgestellt (vgl. 3.3.3). Daher wurden
zum Animpfen der 10 Liter-Bioreaktoren fiir die Produktion im GroBmafstab ebenfalls
Vorkulturen verwendet, die teilweise ruhend inkubiert worden waren (24/48 Stunden- bzw.
48/24 Stunden-Schiittel-/Stand-Vorkultur). Zum Vergleich wurde ein Ansatz mit 72 Stun-
den geschiittelten Vorkulturen angeimpft.

Eine Schaumentwicklung wurde, wie auch schon in einem fritheren Experiment gezeigt
(vgl. 3.3.3), nur in dem Ansatz beobachtet, der mit den 72 Stunden-Vorkulturen angeimpft
worden war. Dabei bestétigte sich auch der Beginn der Dermacozin-Synthese nach 48 bis
72 Stunden. Das Produktionsmaximum wurde nach einer Kultivierungsdauer von
192 Stunden erreicht (vgl. Abbildung 30). Die Konzentrationen der Dermacozine C, F, K,
L, W und Z wurden berechnet und in Tabelle 31 angegeben.
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Abbildung 30: Dermacozin C-Konzentration in den Fermentationsansitzen mit unterschiedlich be-
handelten Vorkulturen zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten; e, 24/48 Std.-Schiittel-/Stand-
Vorkultur; A, 48/24 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; m, 72-Std. Schiittel-Vorkultur
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Tabelle 31: Konzentration der Dermacozine im Fermentationsansatz mit unterschiedlich behandelten
Vorkulturen nach einer Kultivierungsdauer von 192 Stunden

Substanz Dermacozin-Konzentration [mg/l] im Produktionsfermenter
24/48 Std.-Vorkultur' 48/24 Std.-Vorkultur’* 72 Std.-Vorkultur®
Dermacozin C 50,0 442 243
Dermacozin K 17,3 16,5 7,5
Dermacozin L 6,7 5,4 2,6
Dermacozin W 6,7 6,1 2,7
Dermacozin Z 3,1 2.8 0

! Vorkulturen wurden 24 Std. schiittelnd und die folgenden 48 Std. stehend inkubiert
? Vorkulturen wurden 48 Std. schiittelnd und die folgenden 24 Std. stehend inkubiert
* Vorkulturen wurden 72 Std. schiittelnd inkubiert

Die Produktion aller Substanzen war in den beiden Fermentern, die mit den 24/48 Stun-
den- bzw. 48/24 Stunden-Standvorkulturen angeimpft worden waren, wie schon unter

3.3.3 beobachtet doppelt so hoch wie im Kontrollfermenter (72 Stunden-Vorkultur).

Die fermentationsbegleitende Analytik fiir diese Fermentationen umfasste die Bestim-
mung des DNA-Gehalts, des pH-Werts, der Biomasse sowie des Glucose- bzw. Glycerin-
Verbrauchs. Dabei waren keine nennenswerten Unterschiede i. Vgl. zur vorhergehenden
Fermentation (vgl. 3.3.3) zu beobachten (Daten nicht gezeigt). An dieser Stelle wird der
Verlauf des DNA-Gehalts dargestellt (Abbildung 31), um Wachstum und Produktion mit-

einander vergleichen zu konnen.
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Abbildung 31: DNA-Konzentration in den Fermentationsansitzen mit unterschiedlich behandelten

Vorkulturen zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten; e, 24/48 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; A,
48/24 Std.-Schiittel-/Stand-Vorkultur; m, 72-Std. Schiittel-Vorkultur
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Der Verlauf des DNA-Gehalts in den drei Fermentern war nahezu identisch. Innerhalb der
ersten 120 Stunden gab es einen flachen Anstieg von ca. 10 pg/ml auf 130 bis 170 pg/ml,
welcher anschlieBend deutlich steiler verlief. Dabei erhohten sich die Werte unter Verwen-
dung der 24/48 Stunden- bzw. 72 Stunden-Vorkulturen bis auf ca. 410 pg/ml, im Ansatz
mit der 48/24 Stunden-Vorkultur bis auf ca. 450 pg/ml.

3.5 Isolierung und Charakterisierung der
Dermacozine

Die Isolierung der Zielsubstanzen erfolgte stets nach derselben Strategie. Im Folgenden
wird das allgemeine Schema beschrieben, das fiir die Isolierung der Dermacozine K, L, P,
W, Z, RT 2.3, RT 3.37, RT 4.6 bzw. RT 6.8 angewendet wurde. Abweichungen sind im
Einzelfall ndher erldutert.

Alle Produktionsfermentationen wurden in 10 Liter-Blattriihrfermentern entsprechend der
unter 2.2.2.3 angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt der hochsten Pro-
duktion wurden die Kulturen geerntet. Die Zellmasse wurde verworfen, da sich gezeigt
hatte, dass die Zielsubstanzen fast ausschlieBlich im Kulturfiltrat vorlagen (vgl. 3.1).

Der Kulturiiberstand wurde an einer Amberlite XAD-16-Séule chromatographiert, die Elu-
tion der Dermacozine erfolgte dabei mit 60 % MeOH in 10 bis 15 Fraktionen zu je
500 ml. Die Fraktionen mit den Zielsubstanzen wurden vereinigt und am Rotationsver-
dampfer zum Wissrigen eingeengt. Der Riickstand wurde mit HCI bzw. NaOH auf pH 4
eingestellt und mehrfach mit Ethylacetat extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt und am
Rotationsverdampfer zur Trockene konzentriert. AnschlieBend erfolgte die Trennung an
einer LiChroprep Diol-Séule. Hierzu wurden die in apolaren Losungsmitteln schlecht 16s-
lichen Extrakte in 50 ml Aceton geldst, mit dem gleichen Volumen des Sdulenmaterials
versetzt, am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt und auf eine in DCM aufge-
schlimmte LiChroprep Diol-Sédule aufgetragen. Die Chromatographie erfolgte in einem
vierstiindigen Gradienten von DCM zu DCM-MeOH (9 + 1). Die Fraktionen wurden mit-
tels HPLC-DAD analysiert (siehe 2.2.9), die Wertfraktionen vereinigt und am Rotations-
verdampfer zur Trockene eingeengt. Weitere Isolierungen der Dermacozine erfolgten an
Sephadex LH-20-Séulen (siehe 2.2.10.3) gefolgt von einer Ausschlusschromatographie an
Fractogel TSK HW-40 F (siehe 2.2.10.3). Die Dermacozine, die bis zu diesem Isolierungs-
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schritt nicht als Reinsusbstanzen vorlagen, wurden mittels praparativer RP-HPLC gerei-
nigt (sieche 2.2.10.4). Die einzelnen Isolierungsschritte sind in Abbildung 32 veranschau-

licht.

Kulturbrithe

Zentrifugation
4000 Upm; 10 min

Uberstand Zellmasse verworfen

Amberlite XAD-16; Elution mit MeOH-H,O (60 + 40)
Extraktion des wissrigen Riickstands mit Ethylacetat bei pH 4,0

Ethylacetat- Extrakt:

LiChroprep Diol in DCM; linearer Gradient z7u DCM-MeOH (9 + 1)

Diol-Fraktionen

Sephadex LH-20; MeOH

Sephadex-Fraktionen

Fractogel TSK HW-40 F; MeOH

Fractogel-Fraktionen

praparative RP-HPLC; Gradient von
0,1 % HCOOH + 25 mM Triethylamin z7u MeOH

Reinsubstanz

Abbildung 32: Isolierung und Reinigung der Dermacozine
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Die Bilanzierung der einzelnen Isolierungsschritte aller Zielsubstanzen erfolgte mittels
Peakflidchenriickrechnung. Hierzu wurde jede Reinsubstanz in einer definierten Konzen-
tration mittels HPLC-DAD analysiert und die Peakflidche bei einer bestimmten Wellenlén-
ge bestimmt. Anhand dieser Werte konnte die Konzentration im Kulturfiltrat bzw. in den
einzelnen Eluaten berechnet werden. Mittels ESI-MS wurden die molaren Massen der
Dermacozine ermittelt; die Bestimmung der exakten Massen erfolgte mittels FT-ICR-MS.
Die Strukturen wurden mittels '"H- und "C-NMR- sowie zweidimensionaler NMR-Spek-
trometrie in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jaspars, Department of Chemistry, University
of Aberdeen, aufgeklart. Im Folgenden wird die Isolierung und Charakterisierung der Der-

macozine K, L, P, W, Z, RT 2.3, RT 3.37, RT 4.6 sowie RT 6.8 beschrieben.

3.5.1 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin K

Dermacozin K wurde bereits nach der Chromatographie an Sephadex LH-20 als Reinsub-
stanz gewonnen. Die Berechnung der Substanzmenge nach jedem Isolierungsschritt er-
folgte bei 260 nm. Die Ergebnisse sind in Tabelle 32 dargestellt. Im Kulturfiltrat lag

Dermacozin K in einer Konzentration von 7,6 mg/I vor.

Tabelle 32: Bilanzierung der Isolierung von Dermacozin K

Zustand Substanzmenge [mg] Ausbeute [%)]
Kulturiiberstand (7 Liter) 54,6 100
XAD-16-Eluat und Ethylacetat-Extrakt 17,2 31,5
LiChroprep Diol-Eluat 8,6 15,8
Sephadex LH-20-Eluat 8,0 14,5

Dermacozin K besitzt eine Masse von 386 g/mol, die Summenformel lautet C,,HsN4Os.
Die UV-Vis-Maxima liegen bei 257, 515, 307 und 373 nm mit eine Schulter bei 237 nm
(Abbildung 33). Die Struktur von Dermacozin K ist in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 33: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin K
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3.5.2 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin L

Fiir die Isolierung von Dermacozin L als Reinsubstanz waren alle in Abbildung 32 aufge-
fiihrten Reinigungsschritte notwendig. Die Bilanzierung der Reinigung erfolgte bei
280 nm und ist in Tabelle 33 aufgefiihrt. Dermacozin L lag nach Riickrechnung iiber die

Bestimmung der Peakflache in einer Konzentration von 6,7 mg/I vor.

Tabelle 33: Bilanzierung der Isolierung von Dermacozin L

Zustand Substanzmenge [mg] Ausbeute [%]
Kulturiiberstand (8 Liter) 53,6 100
XAD-16-Eluat und Ethylacetat-Extrakt 40,0 74,4
LiChroprep Diol-Eluat 12,6 23,5
Sephadex LH-20-Eluat 6,7 12,5
Fractogel TSK HW-40 F-Eluat 4,1 7,6
Eluat aus der praparativen RP-HPLC 3,7 7,0

Die Summenformel von Dermacozin L lautet C»H;¢N,Os, die Masse betrdgt 388 g/mol.
Maxima im UV-Vis-Spektrum sind bei 219, 239, 295 und 437 nm zu verzeichnen (vgl.
Abbildung 34). Die Strukturformel von Dermacozin L ist in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 34: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin L

3.5.3 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin P

Dermacozin P wurde von der Amberlite XAD-16-Sédule mit 80 % MeOH in zehn Fraktio-
nen zu je 500 ml sowie mit 100 % MeOH in fiinf Fraktionen zu je 1 I eluiert. Die 15 Frak-
tionen wurden vereinigt und am Rotationsverdampfer zum Wissrigen eingeengt. Nach

fiinffacher Extraktion mit Ethylacetat wurden die Extrakte vereinigt und am Rotationsver-
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dampfer zur Trockene konzentriert. AnschlieBende Reinigungsschritte mittels Sephadex
LH-20, Fractogel TSK HW-40 F (siche 2.2.10.3) und préiparativer RP-HPLC (siche
2.2.10.4) ergaben 0,9 mg Reinsubstanz. Eine Bilanzierung der Reinigung konnte aufgrund
der schlechten Loslichkeit und der minimalen isolierten Menge nicht vorgenommen wer-
den.

Die Masse von Dermacozin P wurde auf 490 g/mol, die Summenformel auf CyH,,N4O4
festgelegt. Die UV-Vis-Maxima lagen bei 257, 283, 308, 523 und 374 nm mit einer Schul-
ter bei 227 nm (vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin P

Fiir Dermacozin P konnte aufgrund der zu geringen Menge und der Instabilitdt der Sub-

stanz noch keine Struktur ermittelt werden.

3.5.4 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin W

Dermacozin W wurde nach der priaparativen RP-HPLC als Reinsubstanz gewonnen. Die
Berechnung der in den Extrakten bzw. Wertfraktionen enthaltenen Substanzmengen er-
folgte bei 260 nm. Die Bilanzierung ist in Tabelle 34 aufgefiihrt. Im Kulturfiltrat lag Der-

macozin W in einer Konzentration von 5,4 mg/1 vor.
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Tabelle 34: Bilanzierung der Isolierung von Dermacozin W

Zustand Substanzmenge [mg] Ausbeute [%]
Kulturiiberstand (30 Liter) 160,5 100
XAD-16-Eluat und Ethylacetat-Extrakt 88,3 55,0
LiChroprep Diol-Eluat 45,7 28,5
Sephadex LH-20-Eluat 13,3 8,3
Fractogel TSK HW-40 F-Eluat 8,8 5,5
Eluat aus der priaparativen RP-HPLC 8,0 5,0

Fiir Dermacozin W wurde eine Masse von 415 g/mol ermittelt. Die Summenformel lautet
CxH7N50s. Das UV-Vis-Spektrum (Abbildung 36) ldsst Maxima bei 251 und 471 nm mit
zwei Schultern bei 216 und 307 nm erkennen. Die Aufklarung der Struktur von Dermaco-

zin W ist zur Zeit in Bearbeitung.
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Abbildung 36: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin W

3.5.5 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin Z

Dermacozin Z wurde durch Chromatographie mittels priaparativer RP-HPLC als Reinsub-
stanz gewonnen. Die Berechnung der Dermacozin Z-Konzentration erfolgte mittels Peak-
flichenriickrechnung bei 260 nm (Tabelle 35). Die Substanz war im Kulturfiltrat in einer

Konzentration von 4,3 mg/l zu finden.

Tabelle 35: Bilanzierung der Isolierung von Dermacozin Z

Zustand Substanzmenge [mg] Ausbeute [%]
Kulturiiberstand (15 Liter) 64,0 100
XAD-16-Eluat und Ethylacetat-Extrakt 51,7 80,8
LiChroprep Diol-Eluat 19,3 30,2
Sephadex LH-20-Eluat 19,2 30,0
Fractogel TSK HW-40 F-Eluat 12,8 20,0
Eluat aus der praparativen RP-HPLC 12,0 18,8
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Fiir Dermacozin Z wurde eine Masse von 547 g/mol und eine Summenformel von
Cy7H2uNsO6S bestimmt. UV-Vis-Maxima wurden bei 249, 297 und 435 nm mit einer
Schulter bei 215 nm identifiziert (vgl. Abbildung 37). Die Struktur von Dermacozin Z
wurde bereits aufgeklért und ist in Abbildung 42 gezeigt.
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Abbildung 37: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin Z

3.5.6 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin RT 2.3

Die Reinigung von Dermacozin RT 2.3 folgte dem in Abbildung 32 gezeigten Schema bis
zur Chromatographie an Fractogel TSK-HW 40 F, worauthin nochmals an Sephadex LH-
20 getrennt wurde. Nach dieser Trennung lag Dermacozin RT 2.3 als Reinsubstanz vor.
Die Bilanzierung der Reinigung mittels Peakflachenriickrechnung erfolgte bei 260 nm und
konnte aufgrund von Peak-Uberlagerungen im HPLC-Chromatogramm erst ab der ersten

Sephadex LH-20-Saule durchgefiihrt werden.

Tabelle 36: Bilanzierung der Isolierung von Dermacozin RT 2.3

Zustand Substanzmenge [mg] Ausbeute [%]
1. Sephadex LH-20-Eluat 6,2 (100)
Fractogel TSK HW-40 F-Eluat 5,1 (82,3)
2. Sephadex LH-20-Eluat 4,5 (72,6)

Dermacozin RT 2.3 hat eine Masse von 414 g/mol. Die Bestimmung der exakten Masse
und Summenformel sowie die Aufkldrung der Struktur ist zur Zeit noch in Bearbeitung.

UV-Vis-Maxima sind bei 219, 261, 350 und 427 nm zu finden (Abbildung 38).
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Abbildung 38: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin RT 2.3

3.5.7 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin RT 3.37

Dermacozin RT 3.37 lag nach der Chromatographie an Fractogel TSK-HW 40 F in reiner
Form vor. Nach Riickrechnung iiber die Bestimmung der Peakfliche im HPLC-Chromato-
gramm bei 280 nm betrug die Konzentration im Fermentationsansatz 6,4 mg/l. Tabelle 37

zeigt die in den einzelnen Reinigungsschritten isolierten Substanzmengen.

Tabelle 37: Bilanzierung der Isolierung von Dermacozin RT 3.37

Zustand Substanzmenge [mg] Ausbeute [%]
Kulturiiberstand (19 liter) 121,5 100
XAD-16-Eluatund Ethylacetat-Extrakt 70,5 57,6
LiChroprep Diol-Eluat 14,0 11,5
Sephadex LH-20-Eluat 6,7 5,5
Fractogel TSK HW-40 F-Eluat 5,6 5,3

Die Masse von Dermacozin RT 3.37 betrdgt 311 g/mol, die Summenformel lautet
Ci6H15N;504. UV-Vis-Maxima liegen bei 215, 295 und 450 nm mit drei Schultern bei 247,
421 und 359 nm (vgl. Abbildung 39). Abbildung 42 zeigt die Strukturformel der Sub-

stanz.
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Abbildung 39: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin RT 3.37

3.5.8 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin RT 4.6

Die Isolierung von Dermacozin RT 4.6 erfolgte entsprechend dem in Abbildung 32 ge-
zeigten Schema. Es wurden 12,8 mg Reinsubstanz isoliert. Eine Bilanz iiber die isolierten
Substanzmengen der einzelnen Reinigungsschritte konnte jedoch nicht erstellt werden, da
Dermacozin RT 4.6 sehr instabil war. Die Substanz wurde direkt nach dem Trocknen am
Rotationsverdampfer mit Stickstoff begast und bei -20 °C gelagert. Fiir die Substanz wur-
de eine Masse von 408 g/mol bestimmt. Bislang liegen noch keine Daten {liber die Sum-
men- bzw. Strukturformel vor. Was das UV-Vis-Spektrum anbelangt, sind Maxima bei
219, 297 und 455 nm sowie zwei Schultern bei 235 und 423 nm zu verzeichnen (vgl. Ab-
bildung 40).
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Abbildung 40: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin RT 4.6
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3.5.9 Isolierung und Charakterisierung von Dermacozin RT 6.8

Die Isolierung von Dermacozin RT 6.8 folgte dem in Abbildung 32 gezeigten Schema.
Nach der priparativen RP-HPLC wurden 1,2 mg Reinsubstanz erhalten. Aufgrund der In-
stabilitit der Substanz konnten die Bilanzierung und FT-ICR- sowie NMR-Analysen nicht
durchgefiihrt werden.

Die Masse von Dermacozin RT 6.8 betrigt 409 g/mol. Die UV-Vis-Maxima liegen bei
225,295 und 437 nm mit einer Schulter bei 231 nm (vgl. Abbildung 41).
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Abbildung 41: UV-Vis-Spektrum von Dermacozin RT 6.8
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3.5.10 Zusammenfassung und Charakterisierung der isolierten
Dermacozine

In dieser Arbeit wurden insgesamt neun Substanzen isoliert, die aufgrund der HPLC-ESI-
MS- und UV-Vis-Daten als Phenazin-Derivate identifiziert wurden (siehe unten). Davon
sind die Dermacozine K, L und Z sowie RT 3.37 vollstandig chemisch charakterisiert. Die

Strukturformeln sind in Abbildung 42 gezeigt.
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Abbildung 42: Strukturformeln der in dieser Arbeit isolierten Dermacozine im Vergleich zur Phena-
zin-1,6-Dicarbonsiure
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Bei allen Substanzen handelt es sich um Phenazin-1,6-Dicarbonséure-Derivate (vgl.
1.5.1), wobei das Stickstoffatom an Position 5 des Heterozyklus methyliert ist und die
Carboxyl-Gruppen z. T. amidiert vorliegen. Des Weiteren wurden fiir die Dermacozine K,
L und Z die typischen aromatischen Additionen am Phenazin-Grundkorper gefunden (Cs
bzw. Co, vgl. Abbildung 42). Dermacozin RT 3.37 stellt hierbei eine Ausnahme dar, da
sich anstelle des aromatischen Restes an C; eine Ethyl-Gruppe befindet.

Dermacozin L weist zwei Carboxyl-Gruppen (C, und Cs) auf, wohingegen diese bei Der-
macozin K und Z in amidierter Form vorliegen. Dermacozin RT 3.37 enthélt sowohl eine
Carboxyl- (C,) als auch eine Carboxamid-Gruppe (Cs). Dermacozin Z stellt die erste
Komponente dieser Phenazin-Familie dar, die einen schwefelhaltigen Seitenrest enthilt.
Es handelt sich dabei um N-Acetyl-Cystein, das {iber eine Thioetherbindung an den
Grundkorper (Cy) gebunden ist.

Die Arbeiten an Dermacozin P und RT 6.8 wurden aufgrund der geringen Verfiigbarkeit,
unzureichenden Loslichkeit und der hohen Instabilitit der Substanz eingestellt. Die Struk-
turaufklarung der Dermacozine W, RT 2.3 und RT 4.6 ist momentan noch in Bearbeitung.
Eine Zusammenstellung aller bislang charakterisierten Dermacozine ist in Tabelle 38 ge-
zeigt. Die Dermacozine A - G wurden bereits in einer fritheren Arbeit beschrieben [ ABDEL-
Mageep et al., 2010]. Dermacozin I wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jaspars iso-

liert (unverdftentlichte Daten), wobei noch keine Struktur vorliegt.

Tabelle 38: Bezeichnung und Charakteristika aller bislang isolierten Dermacozine

Dermacozin Formel Molekulargewicht Exakte Masse Farbe
[g/mol] [g/mol]

A CisH14N4O, 282 282,1107 orange

B CHisN4Os 386 386,1276 orange

C CH7N304 387 387,121502 orange

D C2H9N305 429 429,12714 gelb

E Cy3HisN4Os 396 396,1217 blau

F Cy3HisN304 397 397,3971056 blau

G C13HN30s 413 413,101092 blau

I CisHi3N305 319 319,1334 rot

K CyHsN4Os5 386 - pink

L CH 6N>Os 388 388,097548 orange

P CyoH2N4O4 490 490,16339 pink

W Cy3H17N30s 415 415,108447 orange

4 Cy7H24N506S 547 547,144832 gelb-orange

RT 2.3 - 414 - orange

RT 3.37 Ci6Hi3N304 311 - orange

RT 4.6 - 408 - orange

RT 6.8 - 409 - orange
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Bei der Isolierung der neun Dermacozine aus Dermacoccus sp. MT 1.2 wurden mittels
HPLC-DAD 26 weitere Sekundirmetabolite entdeckt, fiir die keine Ubereinstimmung in
der UV-Vis-Bibliothek der Arbeitsgruppe Fiedler (933 Eintrdge) [FiepLer, 1993] gefunden
wurde. Anhand der UV-Vis-Spektren (Abbildung 43) wurden diese Substanzen ebenfalls
als Phenazinderivate eingeordnet. Von 15 dieser Substanzen konnte die Masse mittels

HPLC-ESI-MS ermittelt werden (Tabelle 39).
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Abbildung  43: UV-Vis-Spektren von 26 unbekannten Dermacozin-Derivaten aus

Dermacoccus sp. MT 12.
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Tabelle 39: Molekulargewichte von 15 unbekannten Dermacozin-Derivaten aus Dermacoccus sp.

MT 1.2

Dermacozin Molekulargewicht [g/mol]
RT 10.04 503
RT 10.6 519
RT 114 504
RT 12.5 492
RT 3.4 557
RT 4.97 557
RT 6.05 548
RT 6.45 558
RT 6.6 414
RT 6.7 548
RT 6.89 309
RT 6.9 576
RT 7.4 403
RT 8.2 549
RT 8.3 559

3.6 Biologische Aktivitit der isolierten Dermacozine

Die in dieser Arbeit als Reinsubstanzen isolierten Dermacozine wurden auf ihre biologi-
sche Aktivitét liberpriift. Dabei wurde ihre antibiotische, antitumorale, enzyminhibierende

und antioxidative Wirkung getestet.

3.6.1 Antibakterielle und antifungische Wirkung

Die Dermacozine K, L, W und Z wurden im Agardiffusionstest auf ihre antibakterielle und
antifungische Wirkung hin untersucht; die anderen Dermacozine konnten aufgrund der zu
geringen isolierten Substanzmengen nicht getestet werden. In Konzentrationen von 0,1,
0,3 bzw. 1 mg/ml zeigte keines der untersuchten Dermacozine eine Aktivitit gegeniiber
den bakteriellen Testorganismen Bacillus subtilis, Brevibacillus brevis, Escherichia coli,
Mycobacterium phlei, Pseudomonas fluorescens bzw. Staphylococcus aureus sowie gegen
die Pilze Botrytis cinerea bzw. Saccharomyces cerevisiae. Im Mikrotiterplattentest war bei
einer Dermacozin-Konzentration von 100 uM zudem keine antibakterielle Wirkung ge-
genliber Bacillus subtilis, Propionibacterium aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa, Sta-
phylococcus epidermidis, Staphylococcus lentus oder Xanthomonas campestris bzw. keine
antifungische Aktivitit gegen Candida glabrata zu beobachten (Arbeitsgruppe Prof. Dr.
Imhoft, KiWiZ, Kiel).
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3.6.2 Antitumor-Wirkung

Die Dermacozine C, L, W und Z, die in ausreichender Menge isoliert worden waren, wur-
den in Konzentrationen von 10 bzw. 50 uM auf ihre cytotoxische Aktivitit gegen die Tu-
morzelllinien Hep G2 (menschliches Leberepithelkarcinom [Moore et al, 1955]) und
NIH 3T3 (embryonale Fibroblasten der Maus [Toparo & Green, 1963]) getestet (Arbeits-
gruppe Prof. Dr. Imhoff, KiWiZ, Kiel). Dabei zeigten die Dermacozine C, L und Z keiner-
let Wirkung. Dermacozin W inhibierte in einer Konzentration von 50 uM das

Zellwachstum der NIH 3T3-Zellen um 22 %.

3.6.3 Enzymhemmende Wirkung

Des Weiteren wurde iiberpriift, ob die Dermacozine C, L, W und Z eine inhibitorische Ak-
tivitdt gegenliber bestimmten Enzymen aufweisen (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Imhoff); die
anderen Dermacozine wurden aufgrund der zu geringen isolierten Substanzmengen nicht

getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 40 aufgefiihrt.

Tabelle 40: Enzymaktivitit nach Zugabe von Dermacozin C, L, W bzw. Z

Enzym Enzymaktivitiit [%] nach Zugabe von

Dermacozin C Dermacozin L Dermacozin W Dermacozin Z
Acetylcholinesterase 64 % 79 % 100 % 100 %
Phosphodiesterase 4 69 % 78 % 77 % 68 %
Reverse Transkriptase 100 % 100 % 100 % 100 %

In einer fritheren Studie war fiir Dermacozin C eine enzymhemmende Wirkung nachge-
wiesen worden [WaGNeRr, 2009], daher wurde diese Substanz hier als Kontrolle eingesetzt.
Die Hemmung der Acetylcholinesterase und der Phosphodiesterase 4 konnte dabei besté-
tigt werden (Inhibition der Enzymaktivitit um 36 bzw. 31 %, vgl. Tabelle 40). Dermacozin
L hemmte in einer Konzentration von 10 uM ebenfalls beide Enzyme, allerdings lag die
Wirkung mit 21 bzw. 22 % Inhibition etwas niedriger. Die Dermacozine W und Z hemm-

ten ausschlielich die Phosphodiesterase 4 um 23 % bzw. 32 %.
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3.6.4 Antioxidative Wirkung

Da Phenazine gute Radikalfanger sind [Laursen & NieLsen, 2004], wurden die Dermacozi-
ne K, L, W, Z, RT 3.37 und RT 4.6 mittels DPPH-Assay (vgl. 2.2.12.4) auf ihre antioxida-
tive Aktivitdit hin untersucht; die anderen Substanzen wurden aufgrund zu geringer
isolierter Mengen nicht getestet. Als Kontrolle wurde das natiirliche Antioxidans Ascor-

binsdure verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 41 aufgefiihrt.

Tabelle 41: Antioxidative Wirkung der Dermacozine K, L, W, Z, RT 3.37 und RT 4.6

Substanz ICs [uM]
Dermacozin K 34,6
Dermacozin L 14,0
Dermacozin W 36,6
Dermacozin Z 19,6
Dermacozin RT 3.37 18,8
Dermacozin RT 4.6 10,7
Ascorbinsdure 12,5

Dermacozin RT 4.6 wies mit einem ICs-Wert von 10,7 uM die beste antioxidative Aktivi-
tat auf, gefolgt von Dermacozin L (14 uM), Dermacozin RT 3.37 (18,8 uM) und Derma-
cozin Z (19,6 uM). Die Dermacozine K und W zeigten nur eine geringe Radikalfinger-

Eigenschaft (ICs) von 34,6 bzw. 36,6 uM).

3.7 Identifizierung des Dermacozin-Genclusters

3.7.1 Erstellung und Screening einer Genbibliothek

Mit Hilfe einer Genbibliothek sollte das Dermacozin-Gencluster identifiziert werden.
Dazu wurde die genomische DNA von Dermacoccus MT 1.2 zunidchst mit dem Restrik-
tionsenzym Sau3Al in Teilstiicke gespalten. Das Enzym erkennt die Sequenz ,,GATC* und
spaltet vor dem ,,G*. Statistisch kommt diese Konsensussequenz alle 256 bp vor [HinauT
et al., 1996]. Bislang identifizierte Phenazin-Gencluster umfassen ca. 15 - 20 kb
[MenNTEL ef al., 2009]. Um sicherzugehen, dass das zu klonierende Dermacozin-Gencluster
alle Gene enthilt, sollten in Vorversuchen Reaktionsbedingungen ermittelt werden, die in
ca. doppelt so groBen DNA-Fragmenten resultieren. Dabei wurden verschiedene Konzen-

trationen von Sau3Al getestet, die Enzymreaktion nach unterschiedlichen Reaktionszeiten
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gestoppt (vgl. 2.2.14.1) und die Produkte mittels Gelelektrophorese analysiert (Daten nicht
gezeigt). Als optimale Bedingung erwies sich der Verdau von 100 pg genomischer DNA
mit 0,1 Units Enzym bei einer Inkubationszeit von 5 - 10 Minuten.

Fiir die Ligation der verdauten genomischen DNA mit dem Cosmid SuperCos 1 (Vektor-
karte siehe Abbildung 55) wurde dieses in zwei Einzelrestriktionen zuerst mit Xbal, an-
schlieend mit BamHI verdaut. Das Cosmid wurde dephosphoryliert, um ein Religieren zu
verhindern. Der Restriktionsverdau des 7,9 kb grofen Cosmids resultierte in zwei Frag-
menten von 6,8 kb und 1,1 kb, was den Erwartungen entsprach (Daten nicht gezeigt). An-
schlieBend wurden 5 pg verdaute genomische DNA mit 1 ug geschnittenem Cosmid
ligiert und in A-Phagen verpackt (vgl. 2.2.14.3). Die Verpackung der ligierten Cosmide in
Bakteriophagen stellt sicher, dass ausschlieBlich Cosmide, die grofler als 30 kb sind, in
E. coli iibertragen werden, da die Phagen aufgrund ihre natiirlichen Beschaffenheit keine
kleineren DNA-Molekiile aufnehmen koénnen. Um die Cosmide zu amplifizieren wurden
im Anschluss E. coli SURE-Zellen mit den A-Phagen infiziert (vgl. 2.2.14.4), was zur
Ubertragung der Cosmide in die Zellen fiihrte. Der Transduktionsansatz wurde 1:50 ver-
diinnt und auf insgesamt 80 Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Somit
konnten nur die Zellen wachsen, die ein Cosmid aufgenommen hatten. Durchschnittlich
erhielt man 375 Kolonien pro Platte. Da der Ansatz vor dem Ausplattieren 50-fach ver-
diinnt wurde, konnte somit die theoretische Grofle der Genbibliothek errechnet werden;
diese lag demnach bei ca. 20.000 Klonen.

Die fertiggestellte Genbibliothek wurde anschlieend nach Klonen durchsucht, deren auf-
genommenes Cosmid das gesamte Dermacozin-Gencluster trigt. Dazu wurden die Koloni-
en der 80 Agarplatten (s. 0.) zundchst mit Hilfe von Samttiichern und Stempel auf neue
Agarplatten tlibertragen. Anschlieend wurden die Ursprungskolonien mit je 1 ml LB-Me-
dium abgeschwemmt und in 80 Pools zusammengefasst. Das Screening dieser Pools nach
phzF erfolgte mittels Kolonie-PCR unter Verwendung spezifischer Primer (siche 2.2.14.5).
Dieses Gen ist essentiell fiir die Synthese des Phenazin-Grundkdrpers, aus dem die Der-
macozine bestehen (vgl. 1.5.2). Dabei konnte in 22 der 80 Ansétze ein PCR-Produkt fiir
phzF identifiziert werden.

Die Klone von sechs der 22 Agarplatten wurden mit Hilfe steriler Zahnstocher zu je
20 - 40 Kolonien pro Platte auf neue Nahrboden {iiberfiihrt. Diese wurden wie oben be-
schrieben behandelt; die daraus resultierenden 70 Pools wurden erneut mittels Kolonie-
PCR analysiert. Hierbei zeigten 20 Pools in einer gelelektrophoretischen Analyse das ge-

wiinschte PCR-Produkt. Jede Kolonie dieser ca. 500 Klone wurde einzeln als Templat fiir
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eine weitere Kolonie-PCR verwendet. Dadurch wurden zwolf Klone identifiziert, die auf
einem analytischen Agarosegel eine eindeutige Bande fiir phzF zeigten (Daten nicht ge-
zeigt). Aus diesen Klonen wurden die Cosmide (MW_A8, MW_G7, MW _D3, MW _T143,
MW _T141, MW_A6, MW _ A5, MW _F7, MW_E2, MW _F10, MW_A9 und MW_A5)
mittels Phenol-Chloroform-Féllung isoliert und in einer erneuten PCR mit phzF-

spezifischen Primern {iberpriift. Die Ergebnisse sind in Abbildung 44 veranschaulicht.

10kb

500 bp

250 bp

Abbildung 44: Gelelektrophoretische Analyse der Produkte einer PCR zur Amplifizierung von phzF

Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Spur 2: Cosmid MW_AS; Spur 3: Cosmid MW_G7; Spur 4: Cosmid
MW _D3; Spur 5: Cosmid MW_T143; Spur 6: Cosmid MW_T141; Spur 7: Cosmid MW_A6; Spur 8: Cos-
mid MW_AS; Spur 9: Cosmid MW _F7; Spur 10: Cosmid MW_E2; Spur 11: Cosmid MW_F10; Spur
MW _12: Cosmid MW _A9; Spur 13: Cosmid MW _ES; Spur 14: genomische (gen.) DNA von D. sp. MT 1.2

Die erwartete Grofle des Produkts aus der Amplifikation eines Teils des phzF-Gens mit
spezischen Primern liegt bei ca. 300 bp. Eine ebensolche Bande zeigte sich bei allen zwolf
getesteten Klonen (Abbildung 44), d. h. alle tragen das Zielgen.

Zur weiteren Kontrolle wurden die PCR-Produkte der beliebig ausgewédhlten Cosmide
MW _AS und MW_AS8 aus einem Gel aufgereinigt und unter Verwendung phzF-spezifi-
scher Primer sequenziert. Die daraus resultierenden Sequenzen wurden mittels BLASTx
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [ArLtscHuL et al., 1997] mit denen der nr-Daten-
bank verglichen. Die Sequenzen beider Cosmide waren identisch und bestétigten, dass es
sich bei dem PCR-Produkt um das gewiinschte Fragment von phzF handelt. Da alle ande-
ren PCR-Produkte die gleiche Grofle aufwiesen, wurde davon ausgegangen, dass alle

zwolf Cosmide phzF enthielten.
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3.7.2 Auswahl eines Cosmids zur vollstindigen Sequenzierung

Eines der zwolf identifizierten Cosmide sollte anschlieBend komplett sequenziert werden,
um die Sequenz des Dermacozin-Genclusters zu erhalten. Die Auswahl dieses Cosmids er-
folgte unter verschiedenen Aspekten.

Zum einen wurde untersucht, welche Cosmide neben phzF auch das phzB-Gen tragen, das
ebenfalls eine essentielle Rolle in der Phenazin-Synthese spielt (vgl. 1.5.2). Der Nachweis
erfolgte mittels PCR unter Verwendung degenerierter Primer fiir phzB. Fiir die Positivkon-
trolle wurde genomische DNA als Templat eingesetzt. Das Ergebnis der PCR ist in Abbil-
dung 45 gezeigt.

3000 bp
2500 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

Abbildung 45: Gelelektrophoretische Analyse der Produkte einer PCR zur Amplifizierung von phzB

Spur 1: Marker 1 kb DNA-Leiter; Spur 2: Cosmid MW _AS; Spur 3: Cosmid MW_G7; Spur 4: Cosmid
MW _D3; Spur 5: Cosmid MW_T143; Spur 6: Cosmid MW_T141; Spur 7: Cosmid MW_A6; Spur 8: Cos-
mid MW_AS; Spur 9: Cosmid MW_F7; Spur 10: Cosmid MW_E2; Spur 11: Cosmid MW_F10; Spur 12:
Cosmid MW _A9; Spur 13: Cosmid MW_ES; Spur 14: gen. DNA von D. sp. MT 1.2; Spur 15: SuperCos 1

Fiir die Amplifizierung von phzB unter Verwendung degenerierter Primer (phzB_fw und
phzB_rev) wurde ein PCR-Produkt mit einer Gréf3e von ca. 600 bp erwartet. Dies war mit
genomischer DNA von Dermacoccus sp. MT 1.2 als Templat (Spur 14) sowie bei den
Cosmiden MW_A8, MW_G7, MW_D3, MW _TI143, MW _T141, MW_F7, MW_A6,
MW _F10 und MW_A9 (Spur 2 - 7; 9; 11 - 12) der Fall. Bei den Cosmiden MW _AS,
MW _E2 bzw. MW _ES5 (Spur 8; 10; 13) konnte kein PCR-Produkt der gewiinschten Grof3e
nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass diese Cosmide nicht das gesamte Gen-

cluster beinhalten. Es sind weitere Banden auf dem Gelbild zu erkennen, die auf unspezifi-
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sche Bindung der Primer in der Cosmid-DNA (auBerhalb des Inserts) zuriickzufiihren
sind, da sie auch im Kontrollansatz mit leerem SuperCos 1 (Spur 15) zu beobachten sind.
Dies ist auf die geringe Annealing-Temperatur von 52 °C und die Verwendung degenerier-
ter Primer zuriickzufithren. Zur Uberpriifung der Amplifikation von phzB wurde das 600
bp-PCR-Produkt aus Spur 14 (genomische DNA als Templat) sowie das eines beliebigen
Cosmids (MW _A9, Spur 12) aufgereinigt und mit den Primern phzB_ fw und phzB rev
sequenziert. Eine Analyse der erhaltenen Sequenzen mittels BLASTx bestétigte, dass es
sich bei dem Amplifikat um das gewiinschte phzB-Fragment handelt.

Im néchsten Schritt wurden die zwdlf Cosmide mittels Restriktionsanalysen weiter unter-
sucht. Dies diente der Abschitzung der Grof3e des jeweiligen Inserts, die einen Hinweis
iiber die Vollstandigkeit des Genclusters in den Vektoren geben sollte.

Die Cosmide wurden zunédchst mit BamHI verdaut (Abbildung 46).

Abbildung 46: Gelelektrophoretische Analyse der Produkte eines Restriktionsverdaus der zwolf
Cosmide mit BamH 1

Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Spur 2: Cosmid MW_AS; Spur 3: Cosmid MW_G7; Spur 4: Cosmid
MW _D3; Spur 5: Cosmid MW_T143; Spur 6: Cosmid MW_T141; Spur 7: Cosmid MW_A6; Spur 8: Cos-
mid MW_AS; Spur 9: Cosmid MW_F7; Spur 10: Cosmid MW_E2; Spur 11: Cosmid MW _F10; Spur 12:
Cosmid MW _A9; Spur 13: Cosmid MW_ES5; Spur 14: wt ADNA; Spur 15: GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Im Verdau mit BamHI zeigten die Cosmide MW_A8, MW_A6, MW_E2, MW _F10 und
MW _ES5 (Spur 2; 7; 10; 11; 13) andere Fragmentmuster als die restlichen Cosmide, dabei
war das der Cosmide MW_AS8 (Spur 2) und MW_A6 (Spur 7) identisch. Die Fragment-
groflen der Cosmide MW_G7, MW _D3, MW T143, MW _T141, MW_AS, MW_F7 und

MW _A9 (Spur 3 - 6; 8 - 9; 12) waren ebenfalls untereinander sehr dhnlich. Eine Bande
war etwa auf Hohe des ADNA-Markers (45 kb), zwei weitere Banden bei etwa 2,2 kb und
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2,5 kb zu beobachten, die auch bei den Cosmiden A8 und E5 zu erkennen waren. Weitere
schwache Banden zeigten sich bei ca. 1 kb. Die Groflen der Cosmide konnten mit diesem
Verdau nicht abgeschitzt werden, da sich die Hauptbanden auBlerhalb des 1 kb Markers

befanden.

Zur weiteren Grofenbestimmung erfolgte eine Restriktion der Cosmide mit Ncol (Abbil-

dung 47).

Abbildung 47: Gelelektrophoretische Analyse der Produkte eines Restriktionsverdaus der zwolf
Cosmide mit Ncol

Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Spur 2: Cosmid MW _AS; Spur 3: Cosmid MW_G7; Spur 4: Cosmid
MW _D3; Spur 5: Cosmid MW_T143; Spur 6: Cosmid MW_T141; Spur 7: Cosmid MW_A6; Spur 8: Cos-
mid MW_AS; Spur 9: Cosmid MW_F7; Spur 10: Cosmid MW_E2; Spur 11: Cosmid MW _F10; Spur 12:
Cosmid MW _A9; Spur 13: Cosmid MW _ES; Spur 14: GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Im Ncol-Verdau konnten fiir die Cosmide MW_A8, MW D3, MW_A6, MW _F7 und
MW _F10 (Spur 2; 4; 7; 9; 11) groBe Ahnlichkeiten bzgl. ihrer FragmentgréBen und -mus-
ter festgestellt werden; die Fragmente der Cosmide T143 (Spur 5) und MW _T141 (Spur 6)
waren identisch. Alle Cosmide zeigten zwei identische Banden bei 2 bzw. 3 kb, die ver-
mutlich auf eine Spaltung des Vektors SuperCos 1 auBerhalb des Inserts zurlickzufiihren
sind. Die GroBen der Cosmide konnten anhand der DNA-Banden auf dem Agarosegel auf
ca. 25 - 40 kb festgelegt werden.

Eine weitere Restriktionskartierung der Cosmide wurde mit Sacl durchgefiihrt (vgl. Abbil-
dung 48).
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Abbildung 48: Gelelektrophoretische Analyse der Produkte eines Restriktionsverdaus der zwolf
Cosmide mit Sacl

Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Spur 2: Cosmid MW _AS8; Spur 3: Cosmid MW_G7; Spur 4: Cosmid
MW _D3; Spur 5: Cosmid MW_T143; Spur 6: Cosmid MW_T141; Spur 7: Cosmid MW_A6; Spur 8: Cos-
mid MW_AS; Spur 9: Cosmid MW_F7; Spur 10: Cosmid MW_E2; Spur 11: Cosmid MW_F10; Spur 12:
Cosmid MW _A9; Spur 13: Cosmid MW_ES; Spur 14: GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Beim Verdau der Cosmide mit Sacl konnten wie schon mit den anderen Enzymen keine
eindeutigen Ubereinstimmungen im Bandenmuster festgestellt werden, nur MW _T141
und MW _T143 (Spur 5 und 6) verhielten sich identisch. Die FragmentgrofSen konnten
ebenfalls nicht genau bestimmt werden, da die Banden auf3erhalb des Markers lagen.
Zusammengefasst ist festzuhalten, dass anhand der erhaltenen Restriktionskarten keine ex-
akten Aussagen iiber die Ahnlichkeiten der Cosmide bzgl. der GroBe ihres Inserts getrof-
fen werden konnten. Lediglich die Cosmide MW _T143 und MW _T141 zeigten gleiche
Fragmentmuster. Anhand der Ergebnisse der Ncol-Spaltung konnte abgeschdtzt werden,
dass alle Cosmide theoretisch grofl genug sind, um das gesamte Gencluster zu enthalten.
Im nichsten Schritt wurden die Enden der Inserts ansequenziert, um Cosmide auszusortie-
ren, bei denen ein Teil des Phenazin-Genclusters im Restriktionsverdau abgeschnitten
worden war. Da vor der multiplen Klonierungsstelle im Vektor SuperCos 1 der T3- und
dahinter der T7-Promotor liegen, konnten entsprechende Primer fiir die Sequenzierung der
Insert-Enden verwendet werden. Die daraus resultierenden Sequenzen wurden mittels
BLASTx mit denen der nr-Datenbank verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 42 darge-
stellt.
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Tabelle 42: Ergebnisse des BLASTx-Sequenzvergleichs der mittels T3- bzw. T7- Promotor-

Primer sequenzierten Insert-Enden mit den Sequenzen der nr-Datenbank

Cosmid Codierung der Insert-Enden

5'-Ende 3'-Ende
MW_A8 Histidin-Kinase DNA-Primase
MW_G7 hypothetisches Protein Sequenzierung fehlgeschlagen
MW _D3 Glycosyl-Transferase hypothetisches Protein
MW _T143 Acetyl-Transferase hypothetisches Protein
MW _T141 Acetyl-Transferase hypothetisches Protein
MW_A6 Methylase DNA-Primase
MW _AS5S ATP-Bindeprotein PhzD
MW _F7 Sequenzierung fehlgeschlagen DNA-Primase
MW _E2 Ribosylglycohydrolase Transposase
MW _F10 ATP-Bindeprotein Transkriptionsregulator
MW_A9 Helikase hypothetisches Protein
MW _ES5 Transkriptionsregulator sekretorisches Protein

Am 3'-Ende des Inserts im Cosmid MW _AS wurde ein Phenazin-Gen (phzD) identifiziert.
Die Sequenz codiert jedoch nicht das gesamte PhzD-Protein, sondern nur dessen N-termi-
nalen Bereich, was auf eine Restriktriktionsschnittstelle fiir Sau3Al im Insert zuriickzu-
fiihren ist. Dieses Cosmid enthilt somit nicht das komplette Phenazin-Gencluster.

Alle anderen Inserts haben an ihren Enden keine Phenazin-Gene, sondern solche, die fiir
Proteine aus dem Primérstoffwechsel codieren oder deren Funktion nicht bekannt ist. Dies
spricht dafiir, dass diese das gesamte Cluster enthalten.

Ein Sequenzvergleich der Inserts der Cosmide MW _T141 und MW _T143 fiihrte zu dem

Ergebnis, dass diese identisch sind.

3.7.3 Vollstindige Cosmid-Sequenzierung

Fiir die vollstandige Sequenzierung eines Cosmids zur Bestimmung der DNA-Sequenz
des Dermacozin-Genclusters wurde das Cosmid MW_A9 ausgewihlt. Dieses trigt wie
oben beschrieben auf jeden Fall die Gene fiir PhzB und PhzF und weist mit ca. 35 kb eine
GroBe auf, die fiir die Insertion des gesamten Genclusters spricht. Die Sequenzierung er-
folgte mit Hilfe der sogenannten ,,Shotgun-Methode* (GenoTech, Seoul, Siidkorea). Das
Cosmid wurde dabei zufillig in 300 bis 1.000 bp grof3e Stiicke fragmentiert, die sequen-
ziert und aufgrund von Uberlappungen zu einer Konsensussequenz zusammengefiigt wur-
den. Dies lieferte fiir das Insert eine Grofle von knapp 40 kb und einen GC-Gehalt von
65,1 %. Mit Hilfe des Programms Artemis wurden darin 30 mogliche ORFs identifiziert.
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Die Zuordnung der Genfunktionen erfolgte durch Sequenzanalysen mittels BLASTx (nr-

Datenbank). Die Ergebnisse fiir die postulierte Funktion des jeweiligen codierten Proteins

sind in Tabelle 43 dargestellt.

Tabelle 43: Zuordnung der annotierten ORFs zu ihrer Funktion mittels BLASTx

ORF Amino- nichstes Homolog aus dem Organismus’ Ubereinstimmung/ Zugangs-
sduren Ahnlichkeit der nummer
Proteinsequenz NCBI-
[%]? Datenbank
orfl 537 hypothetisches Protein ~ Corynebacterium 40/60 YP 005134734
diphtheriae CDCE 8392
orf2 551 hypothetisches Protein  Aeromicrobium marinum 54/69 ZP 07715755
DSM 15272
orf3 345 hypothetisches Protein ~ Mycobacterium 54/66 YP 887528
smegmatis MC2 155
orf4 233 hypothetisches Protein  Kocuria rhizophila 96/98 YP 001854119
DC2201
orf5 171 vermutliche Transposase Kocuria rhizophila 96/96 YP 001854118
DC2201
orf6 334 PhzM, Phenazin- Pseudomonas 45/63 NP_252898
(phzM) spezifische aeruginosa PAO1
Methyltransferase
orf7 448 Rekombinationsfaktor  Saccharomonospora 69/80 YP 003133386
RarA viridis DSM43017
orf8 281 Protein der Phenazin-  Nocardiopsis 63/73 YP 003682919
(phzF) Biosynthese, PhzF dassonvillei DSM43111
orf9 138 hypothetisches Protein  Solibacter usitatus 30/45 YP 827192
Ellin6076
orfl0 207 PhzD, Isochorismatase  Pseudomonas 68/80 YP 001348742
(phzD) aeruginosa PA7
orfll 631 Protein der Phenazin-  Streptomyces sp. AA4 50/65 ZP 07283194
(phzE) Biosynthese, PhzE
orf12 206 PhzG, Streptomyces anulatus 54/69 CAX48667
(phzG) FMN-abhéngige
Oxidase
orfl3 613 PhzH, Leifsonia xyli CTCBO07 74/85 YP 062965
(phzH) Klasse-II Glutamin-
Amidotransferase
orfl4 159 Protein der Phenazin-  Streptomyces 65/81 AEG23588
(phzB) Biosynthese, EphzB griseoluteus
(PhzB)
orfl5 324 vermutlicher Nocardiopsis 68/82 YP_003680083
Transkriptionsregulator dassonvillei DSM43111
orfl6 133 vermutliche Streptomyces 80/89 ZP 07293001
Endoribonuklease hygroscopicus ATCC
53653
orfl7 163 hyopthetisches Protein ~ Microlunatus 64/78 YP 004574200
phosphovorus NM-1
orfl§ 126 hypothetisches Protein  Nocardia brasiliensis 80/86 EHY25667
ATCC 700358
orfl9 493 L-Asparaginase 11 Ketogulonigenium 46/60 AEM41135

vulgarum WSH-001
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ORF Amino- nichstes Homolog aus dem Organismus' I:Jbereinstimmung/ Zugangs-
sduren Ahnlichkeit der nummer
Proteinsequenz NCBI-
[%]? Datenbank

orf20 114 Transkriptionregulator, Dermacoccus sp. 49/62 ZP 07704952
DksA-/TraR- Familie = Ellin185

orf21 207 Glyoxalase/Bleomycin- Propionibacterium 93/98 YP_003689025
Resistenz- freudenreichii CIRM-
Protein/Dioxygenase BIALI

orf22 177 Transkriptionsregulator Kineococcus 60/75 YP 001361936
TetR-Familie radiotolerans SRS30216

orf23 233 vermutliche Mycobacterium 40/56 ZP 05227287
Alpha-/Beta-Hydrolase intracellulare

ATCC13950

orf24 192 Transkriptionsregulator, Kineococcus 52/64 YP 001360246
TetR-Familie radiotolerans SRS30216

orf25 934 Typ II Restriktions- Corynebacterium 52/66 ZP 07714866
enzym pseudogenitalium

ATCC33035

orf26 210 hyopthetisches Protein  Frankia sp. CN3 50/57 ZP 09168924

orf27 132 hyopthetisches Protein  Streptomyces sp. AA4 33/53 ZP 07284360

orf28 499 ParB-édhnliches Pseudonocardia 34/51 AEA29050
Partitions-Protein dioxanivorans CB1190

orf29 256 Corbyrinséure a,c- Nakamurella 39/56 YP 003202880
Diamid-Synthase multipartita DSM44233

orf30 1194  vermutliche Helikase =~ Arthrobacter aurescens 51/67 YP 950168

TCl

1

zum untersuchten ORF zeigte
2 Ubereinstimmung: die selbe Aminosiure; Ahnlichkeit: bzgl. ihrer Eigenschaften dhnliche Aminoséure

angegeben ist der Organismus, dessen entsprechendes homologes Protein die hochste Sequenzidentitét

Auf dem Cosmid MW_A9 konnten die Phenazin-Grundgene phzB, phzD, phzE, phzF und
phzG identifiziert werden, die fiir die Bildung der Phenazin-1,6-Dicarbonsdure verant-
wortlich sind (vgl. 1.5.2). Daneben wurden die Gene phzH und phzM gefunden, die in an-
deren Phenazin-Produzenten an der Modifikation des Phenazin-Grundkorpers beteiligt
sind [CHIN-A-WOENG ef al., 2001; Parsons et al., 2007]. Mit Hilfe des Programms Artemis
wurde zwischen orf9 und orf10 ein weiteres Gen annotiert, dessen Stoppcodon mit dem
von orf10 identisch war. Ein weiteres Stoppcodon fiir dieses Gen konnte nicht identifiziert
werden. Anhand eines Vergleichs der DNA-Sequenz mittels BLASTx konnte die Region
zwischen orf9 und dem Beginn von orf10 als die vollstindige Sequenz einer 3-Desoxy-D-
Arabino-Heptulosonsdure-7-Phosphat-Synthase (DAHP-Synthase) aus Streptomyces cin-
namonensis identifiziert werden. In anderen Phenazin-Genclustern wird diese Funktion

von PhzC iibernommen (vgl. 1.5.2).
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Zudem wurden alle ORFs mit dem Programm Phyre: protein homology/analo-
gy recognition engine (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/) [Bennert-Lovsey et al., 2008]
untersucht. Dabei wurde fiir die zu untersuchende Aminosdure-Sequenz ein Modell zur
raumlichen Struktur erstellt und in den Datenbanken PDB (protein data bank)
[BernsteElN ef al., 1977] und SCOP (structural classification of proteins) [MurziN et al.,
1995] nach homologen Proteinen mit bekannter Struktur gesucht, um evtl. weitere Hin-
weise liber die Funktion der Proteine zu erhalten, die mittels BLASTx (nr-Datenbank)

nicht zugeordnet werden konnten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 44 aufgelistet.

Tabelle 44: Zuordnung der annotierten ORFs mittels Phyre

ORF néichstes Homolog mit aus dem Organismus Ubereinstimmung PDB-

bekannter Struktur der Proteinsequenz/ Zugangsnummer”
Konfidenz' [%]

orfl hypothetisches Protein 10/0

orf2 Adenin-N6-DNA- Thermus aquaticus YT-1 17/100 1AQJ
Methyltransferase

orf3 hypothetisches Protein 19/35

orf4 Topoisomerase V 16/45

orf5 Katalytisches Zentrum der Human immunodeficiency 15/100 1EXQ
HIV-Integrase virus 1

orfé Protein der Pyocyanin- Pseudomonas aeruginosa 44/100 21P2

(phzM)  Biosynthese, PhzM PAO1

orf7 C-Terminales Fragment der Haemuphilus influenza 86- 41/100 3BGE
AAA+ATPase 028NP

orf8 Protein der Phenazin- Pseudomonas fluorescens 61/100 1u1v

(phzF) Biosynthese, PhzF 2-79

orf9 hypothetisches Protein Bacillus subtilis 13/100 2GXF

orfl0  Isochorismatase, PhzD Pseudomonas aeruginosa 67/100 INF9

(phzD) PAOL1

orfll Anthranilat-Synthase Sulfolobus solfataricus 13/100 1QDL

(phzE)

orfl2 Protein der Phenazin- Pseudomonas fluorescens 42/100 ITY9

(phzG) Biosynthese, PhzD

orfl3  Asparagin-Synthetase E. coli 25/100 1CT9

(phzH)

orfl4  vermutliche Isomerase Bacillus subtilis 12/100 IS5A

(phzB)

orfl5  vermutlicher Thermotoga maritima 20/95 1I5Y
Transkriptionsregulator

orfl6  Chorismat-Mutase- Sulfolobus tokodaii 25/100 1X25
dhnliches Protein

orfl7  Thiosulfat-Sulfurtransferase Arabidopsis thaliana 14/90 1TQI

orfl8  Regulator im 14/10
Zweikomponentensystem

orfl9  tRNA-abhingige Pyrococcus abyssi 13/100 1ZQ1
Amidotransferase

orf20  Transkriptionsfaktor DksA E. coli 21/100 ITJL
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ORF néichstes Homolog mit aus dem Organismus Ubereinstimmung PDB-

bekannter Struktur der Proteinsequenz/ Zugangsnummer’
Konfidenz' [%]
orf21 Glyoxalase/Bleomycin- Vibrio spledidus 12B01 29/100 2RK9
Resistenz-
Protein/Dioxygenase
orf22  vermutlicher Rhodococcus jostii RHA1 19/100 2110

Transkriptionsregulator
TetR-Familie

orf23  Arylesterase Pseudomonas fluorescens 18/100 1VA4
orf24  Transkriptionsregulator Agrobacterium 21/100 2G7S
TetR-Familie tumefaciens C58
orf25  Typ I-Restriktionsenzym  Bacteroides 14/100 20KC
thetaiotaomicron VPI-
5482
orf26  hypothetisches Protein Vibrio parahaemolyticus 16/95 2QIP
RIMD 2210633
orf27  Penicillin G-Acylase 10/0
orf28  ParB-dhnliches Partitions-  Thermus thermophilus 30/100 1VZ0
Protein HB27
orf29  Chromosom-Partitions- Thermus thermophilus 30/100 2BEK
Protein HB27
orf30  ATPase Sulfolobus solfataricus 11/100 1763

! Ubereinstimmung: dieselbe Aminosiure; Konfidenz: Wahrscheinlichkeit, dass die Faltung Zhnlich ist

2 PDB-Zugangsnummer nur fiir homologe Proteine mit hohem Konfidenzwert angegeben

Die Sequenz-Analysen mittels Phyre bestitigten die mittels BLASTx zugeordneten Funk-
tionen und lieferten fiir Orf2, Orf4 und Orf16 bis Orf18 neue Hinweise iiber ihre mogliche
Funktion. Dabei liegen die Werte bzgl. Sequenzidentitidt und Faltungsidhnlichkeit fiir Orf4
und Orf18 jedoch sehr niedrig, so dass die vorgeschlagenen Funktionen nicht zwangslau-
fig zutreffend sind. Eine niedrige Sequenzidentitit bei hohem Konfidenzwert bedeutet le-
diglich, dass das Protein vermutlich zur gleichen Faltungsfamilie gehdrt, was nicht
automatisch eine Bestétigung seiner Funktion darstellt. Fiir Orf2, Orf16 und Orf17 liegen
die Konfidenzwerte bei 90 bis 100 %, was darauf hindeutet, dass die Funktion mit der des
angegebenen Proteins identisch ist.

Die Relevanz der verschiedenen Gene fiir die Dermacozin-Synthese wird unter 4.4 disku-

tiert.
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3.8 Heterologe Expression des Phenazin-Genclusters
in Streptomyces sp.

Das Gencluster auf dem Cosmid MW_A9 sollte heterolog in Streptomyces sp. exprimiert
werden, um nachzuweisen, dass es sich hierbei um das fiir die Dermacozin-Biosynthese
verantwortliche Gencluster handelt und dieses alle dafiir ntigen Gene umfasst.

Dazu wurde zunichst die Integrase des Bakteriophagen ®C31 zusammen mit einer Tetra-
cyclin-Resistenzkassette in das Cosmid MW _A9 integriert (2.2.17.1). Dieser als ,,Recom-
bineering* bezeichnete Prozess basiert auf homologer Rekombination in E. coli, wobei das
ARED-System (gam, bet und exo) von A-Phagen genutzt wird [Poteete, 2001]. Das rekom-
binante Cosmid MW_A9 int wurde anschlieBend mittels Konjugation in Streptomyces li-
vidans TK23 eingebracht (2.2.17.2). Dabei vermittelt die Integrase die Rekombination von
spezifischen Erkennungssequenzen auf dem Cosmid (a#tB) mit Erkennungssequenzen im
Streptomyceten-Genom (at#tP). Die erfolgreiche Integration des Cosmids wurde durch
Amplifikation der cosmidcodierten Tetracyclin-Resistenzkassette iiberpriift; dabei wurde

die genomische DNA von vier verschiedenen Exokonjuganten als Templat verwendet.

1,5kb
1kb

Abbildung 49: Gelelektrophoretische Analyse der Produkte einer PCR zur Amplifizierung der
Tetracyclin-Resistenzkassette in vier Exokonjuganten von Streptomyces lividans TK23 MW_A9 _int
Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Spur 2: gen. DNA Exokonjugant 1; Spur 3: gen. DNA Exokonju-
gant 2; Spur 4: gen. DNA Exokonjugant 3; Spur 5: gen. DNA Exokonjugant 4; Spur 6: Plasmid plJ787;
Spur 7: gen. DNA S. lividans TK23
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Mit Hilfe der Primer tet_fw und tet_rev konnte sowohl in der Positivkontrolle (Spur 6) als
auch in allen vier Exokonjuganten (Spur 2 - 5) die Tetracyclin-Resistenzkassette amplifi-
ziert werden (1,1 kb-Amplifikat). Die Negativkontrolle (genomische DNA von S. lividans
TK23, Spur 7) zeigte diese Bande nicht. Somit konnte die erfolgreiche Integration des
Cosmids in das Genom von S. /ividans TK23 nachgewiesen werden.

AnschlieBend wurde die Dermacozin-Produktion der Exokonjuganten 2 und 3 (vgl. Abbil-
dung 49) in Schiittelkulturen mit NL 410 tiberpriift (vgl. 2.2.17.3). Dabei konnten bei ei-
ner Kultivierungsdauer von vier Wochen zu keinem Zeitpunkt Phenazine im Kulturfiltrat
bzw. Mycel mittels HPLC-DAD nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Aus diesem Grund wurde versucht, die Transkription des Phenazin-Genclusters auf eine
andere Weise zu aktivieren. Fiir vier ORFs (Orf15, Orf20, Orf22 und Orf24) war in Se-
quenzanalysen eine regulatorische Funktion vorhergesagt worden (vgl. Tabelle 43), die
wichtige Regulatoren im Dermacozin-Biosyntheseweg darstellen konnten. Daher wurde
untersucht, ob deren konstitutive Expression die Phenazin-Produktion beeinflusst. Dazu
wurde jedes der vier Gene hinter den konstitutiven Promotor ermE™* auf pUWL201 klo-
niert. Mit je einem der daraus resultierenden Plasmide (pUWL201 orfl5,
pUWL201 orf20, pUWL201 23 bzw. pUWL201 orf24) wurden Protoplasten von Strep-
tomyces lividans TK23 MW_A9 int transformiert. Die Sekundéarstoff-Produktion der
Transformanten wurde iiber zwei Wochen in Schiittelkulturen mit NL 410, KM 1, KM 4,
M2 bzw. SGG verfolgt. In keinem Ansatz war eine Synthese von Phenazinen zu beobach-
ten (Daten nicht gezeigt).

Daher wurde versucht, die Expression des Genclusters durch die Einfiihrung des konstitu-
tiven Promotors ermE* vor dem ersten essentiellen Phenazin-Gen (phzF) zu aktivieren.
Dazu wurde dieser mittels PCR zusammen mit der Hygromycin-Resistenzkassette auf
dem Plasmid pUWL201_Plac/ermE amplifiziert. Die verwendeten Primer wiesen 5'-Uber-
hinge auf, die kompatibel zum Bereich strangaufwirts von phzF waren. Durch homologe
Rekombination in E. coli BW25113 plJ790 wurde das PCR-Produkt in das Cosmid
MW _A9 int integriert. Das  daraus resultierende  rekombinante = Cosmid
MW_A9 int ermE wurde mittels Sequenzierung auf die richtige Integration des Inserts
iiberpriift und anschlieBend mittels biparentaler Konjugation in S. /ividans TK23 einge-
bracht. Die erfolgreiche Integration des Cosmids ins Genom wurde anschlielend bei vier
Exokonjuganten mittels PCR gepriift. Dabei wurden die Primer so gewdhlt, dass einer in
der Hygromycin-Resistenzkassette und der andere im phzF-Gen bindet. Abbildung 50
zeigt das Ergebnis dieser Amplifikation.
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Abbildung 50: Gelelektrophoretische Analyse der Produkte einer PCR zur Amplifizierung von phzF

und der Hygromycin-Resistenzkassette in vier Exokonjuganten von Streptomyces lividans TK23
MW_A9 int_ermE

Spur 1: GeneRuler 1 kb DNA Ladder; Spur 2: gen. DNA Exokonjugant 1; Spur 3: gen. DNA Exokonju-

gant 2; Spur 4: gen. DNA Exokonjugant 3; Spur 5: gen. DNA Exokonjugant 4; Spur 6: gen. DNA S. lividans
TK23 wt; Spur 7: Cosmid MW_A9 int_ermE; Spur 8: gen. DNA S. lividans TK23 MW_A9 int

Die erwartete Bandengrof3e von ca. 1,7 kb war sowohl in der Positivkontrolle (Spur 7) als
auch bei allen vier getesteten Exokonjuganten (Spur 2 - 5) zu erkennen. Damit war die er-
folgreiche Integration des Cosmids MW _A9 int ermE in das Genom von S. lividans
TK23 nachgewiesen.

Fiir vier Klone aus der Konjugation wurde die Sekundérstoff-Produktion in Schiittelkultu-
ren mit verschiedenen Néhrlosungen (410, SGG, OM, KM 1 und KM 4) untersucht. In
keinem Ansatz konnte bis zu einer Kultivierungsdauer von 168 Stunden die Synthese von
Phenazinen nachgewiesen werden.

Somit konnte das identifizierte Gencluster bislang nicht erfolgreich in Streptomyces li-

vidans TK23 exprimiert werden. Griinde dafiir werden unter 4.4 diskutiert.
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4 Diskussion

Aus einer Sedimentprobe des Challengertiefs im Marianengraben wurden 38 Actinomyce-
tenstimme isoliert, darunter 19 Dermacoccus-, elf Tsukamurella- und finf Streptomyces-
Isolate sowie je ein Williamsia- Kocuria-, bzw. Micromonospora-Isolat [PatHom-
AREE et al., 2006c]. Von den isolierten Dermacoccus-Stimmen konnten acht mittels HPLC-
DAD als Produzenten identischer Sekundarmetabolite charakterisiert werden [GIErTH,
2006], die spater als neuartige Phenazin-Derivate, den Dermacozinen, beschrieben wurden
[ABDEL-MAGEED et al., 2010; Wacner, 2009]. Aus zwei dieser Isolate, Dermacoccus abyssi
und Dermacoccus sp. MT 1.2, wurden insgesamt sieben neue Substanzen, die Dermacozi-
ne A - G, isoliert und chemisch sowie z. T. biologisch charakterisiert [ABDEL-MAGEED ef al.,
2010]. Zudem wurden wihrend der Kultivierung von Dermacoccus sp. MT 1.2 neun wei-
tere Substanzen gefunden, die groBe Ahnlichkeiten bzgl. ihres UV-Vis-Spektrums zu den
bereits bekannten Dermacozinen aufwiesen [WacGner, 2009]. Diese wurden in der vorlie-
genden Arbeit ndher charakterisiert. Dazu wurde zunichst ihre Synthese in Dermacoccus

sp. MT 1.2 optimiert, um ausreichende Substanzmengen zu gewinnen.

4.1 Optimierung der Sekundirstoffproduktion von
Dermacoccus sp. MT 1.2

In einer fritheren Studie wurde die Sekundarstoffproduktion von Dermacoccus sp. MT 1.2
in verschiedenen Komplex- und Minimalmedien getestet. Dabei war eine Dermacozin-
Synthese nur in sehr ndhrstoffreichen Medien wie NL 333, 410 oder SGG zu verzeichnen
[WaGneR, 2009]. In allen anderen Néhrlosungen war nur eine sehr geringe bzw. gar keine
Produktion zu beobachten. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass bestimmte Be-
standteile des Mediums die Synthese der Sekundérstoffe reprimieren oder die Medienzu-
sammensetzung das Wachstum der Bakterien negativ beeinflusst. Die Wachstumsraten in
den verschiedenen Néhrlosungen konnten jedoch nicht miteinander verglichen werden, da
die unldslichen Bestandteile der Komplexmedien die photometrische Messung der opti-
schen Dichte sowie die Ablesung der Biomasse anhand der Skala in graduierten Zentrifu-
genrohrchen i. Vgl. zu den Minimalmedien verfélschten. Daher konnte nicht geklart

werden, ob Produktion und Wachstum miteinander korrelieren [ WAGNER, 2009].
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Um diese Probleme zu umgehen, wurde in vorangegangenen Arbeiten versucht, die Kulti-
vierung in voll-16slichen Medien durchzufiihren. Dabei wurde das Wachstum in KM 1,
KM 4, LB bzw. TSG sowie der Ndhrlosung 410, die sich in friiheren Experimenten als op-
timal fiir die Produktivitdt von Dermacoccus sp. MT 1.2 herausgestellt hatte [WAGNER,
2009], anhand der Bestimmung des DNA-Gehalts nach Hergerr et al. [1971] verfolgt. Die
Produktivitdit wurde anhand der Synthesemenge von Dermacozin C, das sich als das
Hauptprodukt erwiesen hatte [WacGnEer, 2009], ermittelt. Eine Phenazin-Synthese war da-
bei ausschlieBSlich in NL 410 und KM 4 zu beobachten, wobei Wachstum und Produktion
in NL 410 am hochsten waren. Obwohl im Medium TSG die zweithochste DNA-Menge
nachgewiesen werden konnte, war eine Produktion nicht zu verzeichnen. Eine eindeutige
Korrelation zwischen Wachstum und Produktion lies sich nicht ermitteln. Weitere Fakto-
ren wie z. B. die einzelnen Bestandteile der Nahrlosung konnten dabei eine entscheidende
Rolle spielen. Fiir viele verschiedene Sekunddrmetabolite wurde beschrieben, dass sich
das Produktionsverhalten von Medium zu Medium unterscheidet [AntaL, 2004; DIETER,
2002; Junker et al., 2001; Scrammana, 2000]. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde ver-
sucht, die Produktivitdt in KM 4 zu optimieren, da sich in diesem voll-16slichen Medium
immerhin eine geringe Produktion gezeigt hatte. Der Zusatz verschiedener Kohlenstoff-
bzw. Stickstoffquellen resultierte jedoch in allen Féllen in Dermacozin-Konzentrationen
unter 20 mg/l (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde die Kultivierung wieder auf
das Komplexmedium 410 umgestellt und die essentiellen bzw. reprimierenden Bestandtei-
le dieses Mediums identifiziert. Ohne Glycerin, Glucose, Hefeextrakt, Casaminoacids
bzw. Calciumcarbonat war kaum noch eine Dermacozin-Synthese zu beobachten, ohne
Hafermehl wurde eine Abnahme um ca. 30 % verzeichnet. Dies fiihrte zu der Schlussfol-
gerung, dass alle Komponenten der Nahrlosung 410 fiir die Produktivitdt von Dermacoc-
cus sp. MT 1.2 essentiell sind.

Somit konnte eine Umstellung der Kultivierung auf voll-16sliche Medien nicht vorgenom-
men werden; auf die unloslichen Bestandteile Hafermehl und CaCO; konnte dabei nicht

verzichtet werden.
Ausgehend von dem Ergebnis, dass ausschliefSlich in NL 410 eine ausreichende Dermaco-

zin-Ausbeute zu verzeichnen war, wurde diese Nihrlosung als Ausgangsmedium fiir wei-

tere Optimierungsarbeiten verwendet.
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Zunichst wurde der Einfluss der Qualitdt des Wassers, das fiir die Herstellung der Nahrlo-
sungen verwendet wurde, untersucht. Die hochste Dermacozin-Synthese konnte mit
Mischwasser aus Tiibingen erzielt werden. Die Verwendung von Bodensee- bzw. deioni-
siertem Wasser fiihrte zu einer Reduktion bzw. kompletten Hemmung der Produktion.
Auch der Zusatz verschiedener Spurenelementldsungen konnte dies nicht ausgleichen.

Die Zusammensetzung des Tiibinger Trinkwassers scheint somit ausschlaggebend fiir die
Dermacozin-Synthese zu sein. Mischwasser enthidlt von allen im Wasser vorkommenden
Bestandteilen, auler Eisen, eine hohere Konzentration als das Bodenseewasser (vgl. Ta-
belle 45). In fritheren Versuchen war gezeigt worden, dass Eisen schon in einer Konzentra-
tion von 0,56 pg/l die Dermacozin-Synthese reprimiert [Wacner, 2009]. Daher wird die in
der vorliegenden Arbeit beobachtete geringere Dermacozin-Synthese mit einer hoheren

Eisenkonzentration im Bodenseewasser in Verbindung gebracht.

Tabelle 45: Trinkwasserzusammensetzung in Tiibingen'

Spurenelement Konzentration [mg/1]
Bodenseewasser Mischwasser

Calcium 50 75,7

Magnesium 8 13,6

Kalium 1,3 2,14

Natrium 4.8 11,8

Mangan <0,0005 <0,005

Eisen 0,051 <0,01

Chlorid 5,9 19,7

Sulfat 34 63,9

Fluorid 0,09 0,11

Nitrat 4,7 8,37

Nitrit <0,005 <0,05

" Quelle: Stadtwerke Tiibingen, http://www.swtue.de/wasser/wasserqualitaet.html

Es ist nicht ausgeschlossen, dass auch die anderen Spurenelemente einen Einfluss auf die
Produktion haben bzw. diese fordern und Dermacoccus sp. MT 1.2 ein grofles Angebot an
Spurenelementen fiir die Sekundarstoff-Synthese bendtigt. Um festlegen zu kénnen, um
welche Bestandteile es sich dabei handelt, miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt

werden.

Calciumcarbonat kann die Produktion von Sekundiarmetaboliten sowohl negativ als auch
positiv beeinflussen [DieTer, 2002; Gurtu & Hepmng, 1978], da es als pH-Puffer fungiert.
Um dies fiir die Dermacozin-Synthese zu {iberpriifen, wurde CaCOs durch die sogenann-

ten Good'schen Puffer MOPS, HEPES bzw. TES ersetzt. Dabei konnte keine dieser Puf-
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fersubstanzen das Fehlen von CaCO; ausgleichen. Dies war jedoch nicht auf eine man-
gelnde pH-Stabilisierung des Mediums zuriickzufiihren, da sich die pH-Werte stets im an-
gegebenen Pufferbereich befanden. Dieser liegt fiir MOPS zwischen pH 6,6 und 7,6, fiir
HEPES zwischen pH 7,0 und 8,0 sowie fiir TES zwischen pH 6,8 und 8,2 [CiBA-GEIGY,
1979]. Friihere Arbeiten hatten gezeigt, dass CaCOs;-Konzentrationen unter 0,1 % zu einer
Abnahme der Dermacozin-Synthese flihren, wobei ohne CaCOj iiberhaupt keine Produkti-
on mehr nachgewiesen werden konnte [Wacgner, 2009]. Dies konnte in der vorliegenden
Arbeit bestitigt werden.

Aus diesen Ergebnissen lédsst sich schlieen, dass CaCO; neben der puffernden Eigen-
schaft eine weitere Wirkung auf das Produktionsverhalten von Dermacoccus sp. MT 1.2
ausiibt. Womoglich dient Ca®" als Cofaktor fiir bestimmte Biosynthese-Enyzme.

Eine Erhohung der CaCO;-Menge bewirkte eine Produktionssteigerung, wobei sich eine
Verdopplung der Konzentration auf 0,2 % als optimal herausstellte. Ein solcher produkti-
onssteigernder Effekt ist auch fiir die Synthese von Helvolinsdure in Cephalosporium cae-
rulens beschrieben, bei der eine Steigerung der CaCOs-Konzentration von 0,2 auf 1 % die
Ausbeute um ca. 200 pg/ml erhohte [Iwar ef al., 1973]. Hohere Mengen (bis 0,5 %) resul-
tierten in einem Riickgang der Dermacozin-Synthese, deren Maximum jedoch immer noch
tiber dem Wert der Kontrolle mit 0,1 % CaCOs; lag. Eine mogliche Ursache fiir die Abnah-
me der Produktion konnte in den abrasiven Eigenschaften des Calciumcarbonats begriin-
det sein, das zum groBen Teil ungeldst im Medium vorliegt. Dies konnte im Fermenter zu
Scherkriften fiihren, die die Bakterienzellen schédigen, sodass die Dermacozin-Ausbeute
abnimmt. Aus diesem Grund wurde in weiteren Versuchen nur eine CaCO;-Konzentration

von 0,2 % eingesetzt.

Die Erhohung des Kohlenstoffangebots durch Verdopplung der Glucose-Menge von 1 %
auf 2 % resultierte in einer Verbesserung der Produktion um 20 %. Pusari & CHANDRA
[2000] konnten durch die Variation der Glucose-Konzentration von 2 % auf 3 bis 4 % im
Medium die Riboflavin-Produktion in Eremothecium ashbyii deutlich erhéhen. Diese
nahm jedoch bei zu hohen Glucose-Mengen von 5 % wieder ab. Ein dhnlicher Effekt wur-
de auch fiir die Dermacozin-Produktion beobachtet. Eine Steigerung der Glucose-Konzen-
tration von 1 % auf 3 % in NL 410 erhohte dabei die Synthese nur um 8 %. Dieser Effekt
konnte auf eine Hemmung wichtiger Enzyme der Sekundérstoff-Synthese zuriickzufiihren

sein, wie dies beispielsweise bei der Cephamycin-Synthese gezeigt wurde. Dabei hemmt
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Glucose in einer Konzentration von 3 % zwei Schliisselenzyme, die flir den Aufbau dieser
3-Lactam-Antibiotika essentiell sind [Corrtes ef al., 1986]. Ob dies auch fiir die Dermaco-
zin-Synthese eine Rolle spielt, wurde nicht weiter iiberpriift.

Glycerin, Maltose bzw. Stirke werden oftmals als alternative Kohlenstoffquellen in Kulti-
vierungsmedien verwendet, um einen moglichen inhibierenden Effekt von Glucose auf die
Expression von Enyzmen der Sekundirstoff-Biosynthese zu verhindern. Des Weiteren
konnen diese Di- bzw. Polysaccharide als Néhrstoffe dienen, wenn die schnell metaboli-
sierbaren Kohlenstoffquellen bereits verbraucht sind [Masurekar, 2008]. Mit der Zugabe
von Glycerin, Maltose bzw. Stirke konnte kein produktionssteigernder Effekt erzielt wer-
den. Eine Erhdhung der Glycerinkonzentration von 10 g/l auf 30 g/l in NL 410 resultierte
in einer Abnahme der Produktion unter den Wert der Kontrolle. Maltose bzw. Stirke hat-
ten weder eine fordernde noch eine hemmende Auswirkung. Eine mdgliche Erkldrung
hierfiir liegt in der Fahigkeit, diese Substanzen metabolisieren zu konnen. So wurde fiir
Dermacoccus abyssi, den nichsten Verwandten von Dermacoccus sp. MT 1.2 gezeigt,
dass dieser keine Maltose abbauen kann [PatHom-AREeE et al., 2006a], was somit auch fiir
Dermacoccus sp. MT 1.2 zutreffen konnte. Weshalb Stirke keinen Einfluss auf die Pro-
duktion hat, ist nicht geklart. Moglicherweise kann dieser Stamm im Gegensatz zu Der-
macoccus abyssi diese Kohlenstoffquelle ebenfalls nicht abbauen oder die Abbaurate ist so
gering, so dass Auswirkungen erst nach dem in dieser Arbeit getesteten Zeitraum zu er-
kennen sind.

Ein weiterer essentieller Bestandteil jedes Kultivierungsmediums ist die Stickstoffquelle,
da dieses Element fiir den Aufbau vieler Produkte aus dem Primir- und Sekundérstoft-
wechsel bendtigt wird [Masurekar, 2008]. Da Phenazine stickstofthaltige Sekundarmeta-
bolite darstellen, wurde versucht, die Biosynthese durch Erhéhung des Stickstoffangebots
zu verbessern. Dies wurde durch den Zusatz verschiedener organischer bzw. anorganischer
Verbindungen getestet. In allen Féllen war eine Abnahme der Produktion von Dermaco-
zin C zu verzeichnen. Dies konnte fiir seine zunehmende Umsetzung zu Dermacozin B
sprechen, bei der ein Hydroxyl-Rest der Sduregruppe durch eine Aminogruppe ersetzt
wird (vgl. Abbildung 6). Eine dhnliche Reaktion wurde bei der Synthese von Phenazin-1-
Carboxamid von Pseudomonas chlororaphis beschrieben. Dabei katalysiert PhzH, eine
Transamidase, die Umsetzung einer Sduregruppe zum Sdureamid [CHiN-A-WOENG ef al.,
2001]. Das Gen phzH wurde ebenfalls auf dem Cosmid MW _A9 identifiziert. Dermaco-
zin C enthilt neben einem Sdureamid an Cs eine Sduregruppe an C,, wihrend Dermaco-

zin B zwei Sidureamide an C, und Cg besitzt, was fiir die Umsetzung von Dermacozin C zu
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B spricht. Glutamin konnte dabei als Aminogruppendonor fungieren, wie dies bei der Phe-
nazin- 1-Carboxamid-Synthese in Pseudomonas chlororaphis gezeigt wurde [CHIN-A-
WoEnG et al., 2001]. Die Zugabe von Glutamin resultierte jedoch in einer gleichméfigen
Abnahme der Konzentration beider Dermacozine, d. h. Glutamin fordert die Produktion
bzw. Umsetzung in keinster Weise.

Die Zugabe von Stickstoff fiihrte zu einer Abnahme der Synthese aller Dermacozine, was
fiir die Vermutung von Iwar & Owmura [1982] spricht, dass die Sekundérstoffproduktion
meist erst nach dem Verbrauch der Stickstoffquelle einsetzt. Die Metabolisierung von
Stickstoff wurde jedoch nicht untersucht, daher kann an dieser Stelle keine Aussage iiber
einen Zusammenhang zwischen Stickstoffverbrauch und Dermacozin-Synthese getroffen
werden.

Des Weiteren wurde versucht, durch zielgerichtete Biosynthese die Ausbeute von Derma-
cozin Z zu steigern. Dieses Phenazinderivat hat einen N-Acetyl-Cysteinrest iiber eine
Thioetherbindung am Cy des Phenazin-Grundkorpers gebunden (vgl. Abbildung 42), so
dass eine Erhohung der Cystein-Konzentration die Biosynthese dieser Substanz férdern
konnte. Dies bestitigte sich jedoch nicht; die Zugabe von 0,1 bis 1 % Cystein hatte keinen
Einfluss auf die Produktion (Daten nicht gezeigt).

Komplexe Nahrstoffquellen wie Hafermehl, Hefe- oder Malzextrakt beinhalten sowohl
Kohlen- als auch Stickstoffquellen und dienen als Nahrungsgrundlage, wenn schnell meta-
bolisierbare Nahrstoffquellen im Medium bereits verbraucht sind. Durch den Zusatz dieser
Komponenten sollte wie schon beim Einsatz von Stirke und Maltose einem Néahrstoft-
mangel entgegengewirkt werden. Mit einer Verdopplung der Hafermehlmenge von 0,5 auf
1 % wurde eine Produktionssteigerung von 15 % erzielt, mit Zugabe von 1 % Malzextrakt
stieg die Dermacozin-Ausbeute um 12,5 %. Alle weiteren Zusétze hatten keinen Einfluss
auf die Dermacozin-Produktion. Derartige komplexe Nihrstoffquellen haben den Nach-
teil, dass ihre Qualitdt stark von einzelnen Chargen der Produkte abhéngig ist. Hefeextrakt
soll hier als Beispiel erwidhnt werden. Es wird durch thermische Lyse in Anwesenheit von
Losungsmitteln oder Salzen von Bicker- oder Brauhefe erzeugt [KeLry, 1983]. ZuanG et
al. [2002] zeigten, dass verschiedene Chargen von Hefextrakt deutlich unterschiedliche
Auswirkungen auf das Wachstum und die Antigen-Produktion in einem rekombinanten
Saccharomyces cerevisiae-Stamm haben. Um dieses Problem zu umgehen, wurden in die-

ser Arbeit soweit moglich die gleichen Chargen dieser Komponenten verwendet.
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Wie bereits beschrieben stellte sich die Verdopplung der Konzentration von Glucose bzw.
Hafermehl sowie die Zugabe von Malzextrakt zu Néahrlosung 410 im Einzelnen als pro-
duktionssteigernd heraus. Durch Kombination dieser Nédhrstoffe wurde die Produktion von
Dermacozin C in allen Ansédtzen nur um ca. 20 % erhoht, was jedoch auch schon durch die
alleinige Zugabe der doppelten Glucose-Menge erreicht werden konnte. Malzextrakt und
Hafermehl haben somit auch nach dem Verbrauch der Glucose (96 Stunden nach Kultivie-
rungsbeginn) keinen entscheidenden Effekt mehr auf die Dermacozin-Synthese.

Anhand der Variation der Medienzusammensetzung konnte in dieser Arbeit die Sekundar-
stoff-Produktion in Dermacoccus sp. MT 1.2 verbessert werden. Eine Verdopplung der
Glucose- und CaCOs-Konzentration auf 2 % bzw. 0,2 % hatte sich dabei als optimal her-
ausgestellt, so dass diese Bedingungen in spitere Produktionsfermentationen iibertragen

wurden.

In einer fritheren Studie hatte sich herausgestellt, dass die Kultivierung von Dermacoc-
cus sp. MT 1.2 im 10 Liter-Bioreaktor zu einer enormen Schaumentwicklung fiihrte, die
eine Dermacozin-Produktion in ausreichenden Mengen unmoglich machte. Auch durch
die Zugabe des Antischaummittels Ucolub N 115 konnte die Schaumbildung nicht unter
Kontrolle gebracht werden. Zudem senkte diese Substanz die Produktion von Dermaco-
zin C um ca. 80 - 90 % [WacnERr, 2009]. Daher wurde versucht, die Schaumentstehung
durch Zugabe verschiedener Reagenzien chemisch zu vermindern. Mit Ausnahme von
Spiilmittel zeigten alle Substanzen einen schaumreduzierenden Effekt in Schiittelkulturen.
Die beste Wirkung wurde dabei mit Genapol 2882 bzw. Agrimuester Derivat 1 erreicht,
die schon in geringen Mengen die Schaumbildung vollstindig unterdriickten. Die beiden
Substanzen gehoren wie auch Agrimul COS2 zu den Polyalkoholen, die als effektive An-
tischaummittel bei der Fermentation beschrieben sind, indem sie die Oberfldchenspannung
von Fliissigkeiten herabsetzen [Junker, 2007]. Im Gegensatz dazu verhindern Soja- und
Sonnenblumendl nicht die Bildung des Schaums, sondern fithren zu dessen Kollabieren,
indem die gebildeten Blasen groBer und damit instabiler werden [Varpar-Sukan, 1988,
1991].

Antischaumzusétze konnen einen erheblichen Einfluss auf Wachstum und Sekundérstoft-
produktion haben [JunkEer ef al., 2001]. Es zeigte sich, dass die verwendeten Substanzen
nicht nur den Schaum, sondern auch die Dermacozin-Produktion herabsetzen. Dies war
vor allem fiir Genapol 2882 zu beobachten, das schon in einer Konzentration von 0,1 %

die Dermacozin C-Synthese vollstandig inhibierte. Agrimulester Derivat 1 hingegen senk-
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te unter Verwendung der gleichen Menge die Dermacozin C-Menge um nur 17 %, wobei
es die Schaumbildung nahezu komplett unterdriickte. Aus diesem Grund wurde dieses
Reagenz fiir die Kultivierung von Dermacoccus sp. MT 1.2 im 10 Liter-Bioreaktor einge-
setzt. Das in den Schiittelkulturen beobachtete Verhalten konnte dabei jedoch nicht repro-
duziert werden, die beiden Fermenter schiumten unter Zugabe von 0,1 bzw. 0,5 %
Agrimulester Derivat 1 innerhalb von 48 Stunden fast vollstindig aus. Dies wird nicht auf
die Zusammensetzung des Mediums zuriickgefiihrt, da ein Ausschdumen im Kontrollfer-
menter zu diesem Zeitpunkt der Kultivierung noch nicht zu beobachten war. Mdéglicher-
weise war die zugesetzte Menge des Antischaummittels nicht ausreichend fiir die
Fermentation im 10 Liter-Bioreaktor, in dem eine hhere Durchmischung der Kultur und
eine gesteigerte Sauerstoffzufuhr die Schaumbildung begiinstigen konnte. Im Kontrollfer-
menter, in dem die Schaumbildung durch Zugabe von Ucolub N 115 vermindert wurde,
fiel die Produktion von Dermacozin C mit 23,5 mg/l deutlich geringer aus als in vorheri-
gen Versuchen in Schiittelkulturen ohne Zusatz von Antischaummitteln (ca. 85 mg/1). Dies
konnte jedoch nicht auf ein reduziertes Wachstum der Bakterien zuriickgefiihrt werden, da
im Fermenter die maximal gemessene DNA-Konzentration ca. dreimal hoher war als im
Schiittelkolben. Des Weiteren konnte im Gegensatz zu anderen Fermentationsanséitzen
eine Abnahme des pH-Werts beobachtet werden. Beide Effekte sind vermutlich auf die
Zugabe von Ucolub N 115 zurilickzufiihren.

Da die verwendeten Antischaummittel entweder die Produktivitit deutlich senkten oder
keine Schaumreduktion bewirkten, wurde in einem weiteren Experiment versucht, den
entstehenden Schaum mechanisch durch ein Propellerrad an der Drehwelle des Fermenters
zu zerschlagen. Hierdurch konnte das Ausschdumen effektiv verhindert werden. Im Ver-
gleich zum Kontrollansatz, in dem die Schaumbildung durch Ucolub N 115 reduziert wur-
de, war die Dermacozin C Ausbeute im Fermenter mit Propellerrad um ca. 30 mg hdher.
Der Verlust von ca. zwei Litern Kultur ist mit dem einer Fermentation ohne Propellerrad
(ca. 1,5 1) zu vergleichen und auf das Beliiftungssystem zuriickzufiihren. Somit stellte sich
die mechanische Zerschlagung des Schaums als eine effektive Methode heraus, die
Schaumentwicklung zu reduzieren ohne die Produktion zu inhibieren.

In einem weiteren Experiment wurde die Auswirkung der Vorkulturen auf die Schaumbil-
dung untersucht. Es stellte sich heraus, dass Vorkulturen, die 24 bzw. 48 Stunden schiit-
telnd und anschlieBend 48 bzw. 24 Stunden stehend inkubiert worden waren, nicht nur
einen positiven Einfluss auf die Schaumbildung im Fermenter, sondern auch auf die Pro-

duktivitdt hatten. Im Vergleich zum Kontrollfermenter, der mit 72 Stunden geschiittelten
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Vorkulturen angeimpft worden war, nahm dabei die Produktion der Dermacozine C, L und
W um ungefahr das Doppelte zu, wiahrend sich die Ausbeute von Dermacozin K um ca. 15
bis 25 % erhohte. Dies wird nicht auf ein erh6htes Wachstum der Dermacoccen zuriickge-
fiihrt, da der Verlauf von Biomasse und DNA-Gehalt in allen Ansétzen vergleichbar war.
Bereits in fritheren Studien wurde beschrieben, dass die Vorkulturen das Wachstum und
die Sekundérstoffproduktion von Mikroorganismen beeinflussen konnen, allerdings bezog
sich dies auf deren Inkubationszeit [Dieter, 2002; HornBaek et al., 2004; Neves et al.,
2001]; tiber die Verwendung von kombinierten Schiittel-/Standvorkulturen liegen bislang
in der Literatur keine Daten vor. Eine Moglichkeit fiir die erhdhte Produktion nach Stand-
inkubation wire eine Aktivierung der Dermacozin-Synthese aufgrund des Sauerstoffman-
gels. WanG et al. [2010] zeigten, dass die Synthese von Phenazinen das Uberleben von
Pseudomonas aeruginosa unter anaeroben Bedingungen ermdglichen kann. Dies kdnnte
ebenfalls fiir die Dermacoccen zutreffen, die in ihrem natiirlichen Habitat in den Tiefen
des Marianengrabens vermutlich unter mikroaerophilen Bedingungen leben. Die Derma-
cozine konnten dabei anstelle von Sauerstoff als Elektronenakzeptoren in der Atmungsket-
te dienen. Diese Vermutung wird durch die beschriebene antioxidative Wirkung der
Dermacozine unterstiitzt (s. u.), was ihre Féhigkeit verdeutlicht, Elektronen abzufangen.
Das Hauptprodukt Dermacozin C zeigte dabei die stirkste Radikalfinger-Eigenschaft
[ABDEL-MAGEED et al., 2010].

4.2 Isolierung und Charakterisierung der
Dermacozine

Da durch die Verwendung von Standvorkulturen das Problem der Schaumbildung im Fer-
menter behoben und dabei zugleich die Produktivitit gesteigert werden konnte, wurden
diese Bedingungen in die Produktionsfermentation iibertragen. Dabei konnten die Ergeb-
nisse aus dem vorherigen Versuch reproduziert werden, die Verwendung von kombinierten
Schiittel-/Standvorkulturen reduzierte die Schaumbildung und erhohte gleichzeitig die
Produktion.

Wie auch schon bei den vorherigen Fermentationen wurde beobachtet, dass Glycerin und
Glucose gleichzeitig verstoffwechselt werden, die Produktion jedoch erst nach dem voll-
standigen Verbrauch von Glycerin einsetzt. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren,

dass zunichst ausreichend Zellmasse aufgebaut werden muss, bevor die Synthese der Der-
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macozine einsetzt. Auch bei der Produktion anderer Sekunddrmetabolite hatte sich ge-
zeigt, dass Glycerin gleichzeitig mit Glucose abgebaut wird [ManTzourboU et al., 2008],
d. h. eine Kohlenstoff-Katabolitrepression liegt in diesem Fall nicht vor.

Im Vergleich zu den Ansitzen in Schiittelkolben lieferten die Fermentationen im 10 Liter-
Bioreaktor trotz der Optimierung der Kultivierungsbedingungen insgesamt nur geringe
Dermacozin-Ausbeuten, was auf die unterschiedliche Beliiftung, stirkere Durchmischung
der Kultur und auftretende Scherkrifte im Fermenter zuriickzufiihren ist. Dennoch konn-
ten die Dermacozine K, L, W, Z, RT 2.3, RT 3.37 und RT 4.6 in ausreichender Menge iso-
liert werden. Fiir die Dermacozine P und RT 6.8 wurden hingegen nur geringe Ausbeuten
erzielt. Dies ist u. a. auf Probleme beim Isolierungsprozess zuriickzufiihren. Die erste
Schwierigkeit stellte dabei die schlechte Loslichkeit der Dermacozine in Losungsmitteln
dar, die fiir chromatographische Trennungen verwendet werden. Dadurch fielen die Der-
macozine hdufig nach dem Auftragen auf die Séule aus und lagerten sich auf dem Sdulen-
kopf ab. Das nachlaufende FlieBmittel 16ste nur einen kleinen Teil des aufgetragenen
Produkts, wodurch sehr breite Banden entstanden, die oftmals noch zahlreiche andere
Substanzen enthielten. Ein weiteres Problem stellte die Instabilitit der Dermacozine wéh-
rend der chromatographischen Reinigung dar. Bei der Trennung an XAD-16 mit anschlie-
Bender Ethylacetat-Extraktion gingen ca. 20 bis 50 % der Zielsubstanzen verloren, was
evtl. in deren Zerfall begriindet ist. Der hochste Substanzverlust war bei der anschlielen-
den Reinigung an LiChroprep Diol zu beobachten (30 - 60 %). In einer fritheren Studie
wurden dhnliche Verluste bei der Dermacozin-Reinigung beschrieben [WaaGner, 2009]. Al-
lerdings konnte auf die beiden Aufreinigungsschritte nicht verzichtet werden, da sie eine
effektive Abtrennung nicht erwiinschter Komponenten erlaubten. Es wurden verschiedene
alternative Adsorberharze getestet (XAD-1600, XAD-7 und SP-207), mit denen jedoch die
gleichen Verluste zu beobachten waren (Daten nicht gezeigt). Bei anschlieBenden Reini-
gungsschritten mittels Adsorptions- und Ausschlusschromatographie an Sephadex LH-20
bzw. Fractogel TSK HW 40-F wurden Ausbeuten von 80 bis 93 % der aufgetragenen
Menge erzielt

Die Gesamtausbeute lag fiir Dermacozin K bei 14,5 %, flir Dermacozin L bei 22 %, fiir
Dermacozin W bei 5 %, fiir Dermacozin Z bei 19 % und fiir Dermacozin RT 3.37 bei
5,3 %. Die Ausbeuten der Dermacozine P, RT 2.3, RT 4.6 und RT 6.8 konnten nicht be-

rechnet werden, da diese Substanzen zu instabil waren und daher sofort nach dem letzten
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Reinigungsschritt getrocknet, mit Stickstoff begast und eingefroren wurden. Im Fall von
Dermacozin RT 2.3 konnte keine Bilanzierung vorgenommen werden, da der Substanz-
Peak in HPLC-Analysen mit mehreren anderen Peaks iiberlagert war.

Die Charakterisierung der isolierten Dermacozine flihrte zu dem Ergebnis, dass sich alle
Substanzen durch ein charakteristisches UV-Maximum zwischen 260 und 300 nm aus-
zeichnen, wie dies auch fiir die meisten anderen Phenazine zu beobachten ist. Daneben
sind im UV-Vis-Spektrum weitere Maxima zu erkennen, die sich jedoch von Substanz zu
Substanz unterscheiden, was in den unterschiedlichen Seitengruppen begriindet ist. Beziig-
lich der Strukturformeln zeigen sich ebenfalls Ubereinstimmungen. Das Basismolekiil
stellt Phenazin-1,6-Dicarbonsédure dar, die u. a. durch aromatische Seitenreste modifiziert
ist. Des Weiteren ist bei allen bislang bekannten Dermacozinen jeweils das Stickstoffatom
an Position 5 des Heterozyklus methyliert. Zudem zeigte sich, dass die Carboxyl-Gruppen
teilweise oder vollstindig amidiert vorliegen. In Pseudomonas chlororaphis katalysiert
PhzH die Amidierung von Phenazin-1-Carbonséure zu Phenazin-1-Carboxamid [CHIN-A-
WoenG et al., 2001]. Auf dem Dermacozin-Gencluster wurde ebenfalls ein Gen identifi-
ziert (orf13), das diese Transamidase codiert, was darauf hindeutet, dass eine solche Ami-
dierung auch im Dermacozin-Biosyntheseweg vorkommt. Dies wird fiir die
Dermacozine B, C und L vermutet, die die gleiche Grundstruktur besitzen, sich jedoch
hinsichtlich ihres Amidierungsgrades unterscheiden. Dabei zeigt Dermacozin L zwei Siu-
regruppen, wihrend die Dermacozine C und B stattdessen eine bzw. zwei Sdureamidgrup-
pen besitzen (vgl. Abbildung 51). Thre Molekulargewichte unterscheiden sich nur um
1 g/mol (Dermacozin L 386 g/mol, Dermacozin C 387 g/mol, Dermacozin B 388 g/mol),
thre UV-Vis-Spektren sind dabei sehr dhnlich (vgl. Abbildung 51).
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Abbildung 51: UV-Vis-Spektren (A) und Strukturen (B) der Dermacozine B, C und L

Ahnliche Amidierungsreaktionen werden auch fiir die Dermacozine RT 4.97, RT 6.45 und
RT 8.3 vermutet. Thre Strukturen sind zwar bislang noch nicht aufgeklért, ihre UV-Vis-
Spektren sind jedoch nahezu identisch (Abbildung 52) und ihre Molekulargewichte unter-
scheiden sich ebenfalls jeweils um 1 g/mol (557, 558 bzw. 559 g/mol). Daher wird vermu-
tet, dass die Dermacozine RT 6.45 und RT 8.3 durch Amidierung einer bzw. zweier

Sauregruppen von Dermacozin RT 4.97 entstanden sind.
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Abbildung 52: UV-Vis-Spektren der Dermacozine RT 4.67, RT 6.45 und RT 8.3

Der Stamm Dermacoccus sp. MT 1.2 zeigt ein enormes Biosynthese-Potential, wenn man
bedenkt, dass neben den bekannten Dermacozinen A - G [ABpeL-Maceep ef al., 2010] und

den in dieser Arbeit isolierten Substanzen bei deren Aufreinigung noch 26 weitere Sekun-
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dérstoffe gefunden wurden, die aufgrund ihrer UV-Vis-Spektren vermutlich alle zur Der-
macozin-Familie gehoren. Allerdings sind die produzierten Mengen dieser Substanzen so
gering, dass die Produktion weiter optimiert werden muss, um sie in ausreichender Kon-

zentration zu erhalten.

4.3 Biologische Wirkung der isolierten Dermacozine

Fiir keines der in dieser Studie isolierten Dermacozine konnte eine antibakterielle bzw. an-
tifungische Wirkung gegeniiber Standard-Testorganismen nachgewiesen werden. Fiir eine
Vielzahl von Phenazinen ist in der Literatur eine gute antimikrobielle Aktivitdt beschrie-
ben, wobei insbesondere Gram-positive Bakterien gehemmt werden [LAURSEN & NIELSEN,
2004]. Fiir die Dermacozine C und F wurde in vorangegangenen Arbeiten eine geringe in-
hibitorische Wirkung gegeniiber verschiedenen human- und pflanzenpathogenen Bakterien
gezeigt [WAGNER, 2009]. Die mangelnde Aktivitit der neuen Dermacozin-Derivate K, L, W
und Z ist evtl. auf die Modifikationen des Phenazin-Grundkdrpers zuriickzufiihren, wie
dies bereits von Laursen & NieLsen [2004] fiir andere Phenazine beschrieben wurde. Da
sowohl verschiedene Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien sowie unterschied-
liche Pilze getestet wurden, ist es eher unwahrscheinlich, dass diese neuen Dermacozine
iberhaupt eine antibakterielle bzw. antifungische Wirkung haben, zumal die getesteten
Konzentrationen mit 100 uM relativ hoch lagen.

Die Dermacozine C, L, W und Z wurden zusitzlich auf ihre antitumorale Wirkung unter-
sucht. Dabei wurde lediglich fiir Dermacozin W eine geringe zytotoxische Aktivitit fest-
gestellt. In fritheren Studien wurde auch fiir andere Phenazin-Derivate eine starke
Zytotoxizitdt beschrieben [Km et al., 2007; Li et al., 2007]; so inhibieren beispielsweise
vier verschiedene N°,N'’-Dioxid-Phenazin-Derivate kolorektale Karzinom-Zellen (Caco-
2-Zellen) mit hoher Effektivitit [PacuonN et al., 2008]. ABDEL-MAGEED et al. [2010] wiesen
fiir die Dermacozine A bis G eine zytotoxische Aktivitdt gegeniiber der Zelllinie K 562 der
humanen akuten myeloischen Leukdmie auf, wobei die Dermacozine F und G die stérkste
Wirkung zeigten. Dies ist vermutlich ebenfalls auf die Modifikation des Phenazin-Grund-
korpers zuriickzufiihren, da sich diese beiden Substanzen in ihrer Struktur deutlich von
den anderen getesteten Dermacozinen unterscheiden (vgl. Abbildung 6 und Abbil-
dung 42). Vermutlich ist die Position des aromatischen Seitenrestes fiir die antitumorale

Wirkung entscheidend.
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Die Testierung in Enzymassays ergab fiir die Dermacozine C, L, W und Z nur geringe in-
hibitorische Wirkungen gegeniiber der Acetylcholinesterase und Phosphodiesterase 4. Fiir
Dermacozin C wurden in einer fritheren Studie bereits geringe enzymhemmende Eigen-
schaften beschrieben [WaGner, 2009], die in der vorliegenden Arbeit bestdtigt werden
konnten. Die Phosphodiesterase 4 baut cAMP und ¢cGMP ab und tritt vornehmlich in den
Lungen auf. Die Inhibition dieses Enzyms wirkt entziindungshemmend, was bei der Be-
handlung der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung sowie bei Asthma induziert wird
[LirworTH, 2005]. Die Acetylcholinesterase baut Acetylcholin im synaptischen Spalt ab;
eine Hemmung dieses Enyzms und die damit verbundene Anreicherung dieses exzitatori-
schen Neurotransmitters resultiert in einer Erhohung des Parasympathikotonus, was zu
Krampfen u. a. des Magen-Darm-Traktes und der Atemmuskulatur fithren kann [Benzi &
MorerTi, 1998]. Im Enzymtest hemmte Dermacozin L ebenfalls diese beiden Enzyme, al-
lerdings etwas schlechter als Dermacozin C. Die Dermacozine W und Z inhibierten nur
die Phosphodiesterase 4. Die Aktivitit der reversen Transkriptase wurde von keiner getes-
teten Substanzen beeinflusst. Alle bislang getesteten Dermacozine zeigten somit keine
ausgeprigte enzyminhibierende Wirkung, wie dies fiir andere Phenazine z. B. anhand der
Hemmung der Topoisomerase I [YanG et al., 2005] oder der Cyclooxygenase 1 und 2
[KonprATYUK et al., 2012] beschrieben wurde.

Was die antioxidative Wirkung der Dermacozine anbelangt, zeigte Dermacozin RT 4.6 die
hochste Aktivitdt; dabei lag der 1Cs-Wert von 10,7 uM sogar unter der des natiirlichen
Antioxidans Ascorbinsdure (12,5 uM). Die anderen getesteten Dermacozine wiesen eine
miBige antioxidative Wirkung auf. Die Dermacozine A, B, C und D sind bereits als Radi-
kalfanger bekannt [ ABpEL-MAGEED ef al., 2010]. Innerhalb der Dermacozin-Familie zeich-
nete sich Dermacozin C als stdrkster Radikalfinger aus, wobei der 1Cs,-Wert (8,4 uM)
sogar unter dem der Ascorbinsdure lag. Betrachtet man die ICsp-Werte der Dermacozine B,
Cund L (38 uM, 8,4 uM bzw. 14 uM) erkennt man, dass diese maB3geblich von der Ami-
dierung der Carboxylgruppen beeinflusst werden (vgl. Abbildung 51). Dabei scheint es
forderlich zu sein, wenn eine der beiden Carboxylgruppen amidiert ist, wie dies bei Der-
macozin C der Fall ist. Im Gegensatz dazu reduziert das Vorhandensein von zwei Car-
boxylgruppen (Dermacozin L) bzw. Carboxamidgruppen (Dermacozin B) die
Radikalféanger-Eigenschaft.

Untersuchungen bzgl. der antiparasitischen Wirkung der Dermacozine befinden sich noch
in Bearbeitung. Fiir die Dermacozine A bis G konnte bereits eine Hemmung von Trypano-

soma brucei brucei, Leishmania donovani bzw. menschlichen Lungen-Fibroblasten
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(MRC 5) nachgewiesen werden (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Frearson, Centre of Interdiscipli-
nary Research, University of Dundee; unveroffentlichte Daten). Eine Hemmung von
Leishmania donovani, dem Erreger der viszeralen Leishmaniose [Neuser, 2008], zeigte
vor allem Dermacozin F (ECs, von 0,39 uM). Diese Substanz inhibierte ebenfalls mensch-
liche Lungenfibroblasten (ECs, von 0,43 uM), was fiir die anderen getesteten Dermacozi-
ne nicht beobachtet wurde (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Frearson; unverdffentlichte Daten).
Die stiarkste Hemmung von Trypanosoma brucei brucei zeigte Dermacozin C mit einem
ECsp-Wert von 0,28 uM gefolgt von Dermacozin E (1,57 uM), Dermacozin F (2,01 uM),
Dermacozin B (2,71 uM) und Dermacozin D (20,53 pM). Die mittlere inhibitorische Kon-
zentration der Dermacozine A und G lag iiber 50 uM. Trypanosoma brucei brucei ist ein
fiir den Menschen nicht infektidser Parasit, der jedoch mit den Erregern der Schlafkrank-
heit (Trypanosoma brucei gambiensis und Trypanosoma brucei rhodesiensis) verwandt ist
[BarreTT et al., 2003].

Kiirzlich wurden fiir verschiedene Phenazin-Derivate ebenfalls hohe, spezifische inhibito-
rische Aktivitdten gegeniiber Trypanosoma brucei brucei beschrieben. Dabei hob sich ins-
besondere Griseolutein B mit einem ICs,-Wert von 0,4 uM hervor [OtoGuro et al., 2010].
Somit stellen Phenazin-Derivate potente antiparasitische Hemmstoffe dar, weshalb fiir die
in dieser Arbeit isolierten, jedoch bislang nicht getesteten Substanzen ebenfalls eine solche
Wirkung erwartet wird, zumal sie chemisch groBe Ahnlichkeiten zu den Dermacozi-
nen A - G aufweisen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die unterschiedli-

chen Substitutionen die antiparasitische Aktivitit beeinflussen.

4.4 Identifizierung des Dermacozin-Genclusters

Zur ldentifizierung des Dermacozin-Genclusters in Dermacoccus sp. MT 1.2 wurde eine
Genbibliothek des gesamten Genoms hergestellt, die ca. 20.000 Klone umfasste. Dies
stellte eine ausreichende GroBle dar, um mit groBer Wahrscheinlichkeit einen Klon zu fin-
den, der das gesamte Gencluster beinhaltete. Die Genbibliothek wurde nach phzF und
phzB durchsucht, da diese fiir die Phenazin- und somit auch fiir die Dermacozin-Biosyn-
these essentiellen Gene hoch konserviert sind [Mavrobr et al., 2010]. Dabei konnten mit-
tels PCR relativ einfach unter ca. 500 Klonen neun Cosmide identifiziert werden, die
dieses Kriterium erfiillten. Mit Hilfe von Restriktionsanalysen konnte abgeschitzt werden,
dass die Inserts (Genomfragmente) dieser Cosmide theoretisch ausreichend grof3 sind, um

das gesamte Gencluster zu tragen. Durch den Vergleich mit Genclustern anderer Phenazin-
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Produzenten wurde die Grofle von dem der Dermacozine auf ca. 20 kb geschitzt. Spétere
Analysen der Sequenzdaten zeigten jedoch, dass die tatsdchliche Grofe deutlich hoher
liegt (s. u.). Die Sequenzierung der Insert-Enden fithrte zu dem Ergebnis, dass mit Aus-
nahme eines Cosmids vermutlich alle Cosmide das vollstindige Gencluster enthalten, da
an ihren Enden keine Gene des Sekundirstoffwechsels identifiziert wurden. Zur vollstén-
digen Sequenzierung wurde das Cosmid MW _A9 ausgewéhlt, da es alle ndtigen Kriterien
erfiillte. Auf diesem Cosmid konnten die Gene phzB, phzD, phzE, phzF und phzG identifi-
ziert werden, die essentiell fiir die Synthese der Phenazin-1,6-Dicarbonsdure sind
[Mavropr et al., 2010] (vgl. 1.5.2). Dies korreliert mit der Annahme, die sich aus der
Strukturaufklarung ergibt, dass dieses Molekiil die Vorstufe der Dermacozine darstellt.

Ein Aquivalent zu PhzA, das die Dimerisierung von zwei Molekiilen 6-Amino-5-Oxocy-
lohex-2-en-1-Carbonsdure zur Phenazin-1,6-Dicarbonsdure katalysiert, wurde nicht gefun-
den. Allerdings konnte orf9 ein rudimentires Gen hierfiir darstellen, da das codierte
Protein anhand bioinformatischer Analysen der NTF2-Proteinfamilie, zu der PhzA und
PhzB gehoren, zugeordnet wurde. Es wurde jedoch auch gezeigt, dass in anderen Phena-
zin-Produzenten, die hauptsdchlich Phenazin-1,6-Dicarbonsdure und dessen Derivate bil-
den, kein Gen fiir PhzA vorliegt und dessen Funktion von PhzB iibernommen wird
[Mavront et al., 2010].

Zu den Grundgenen gehort des Weiteren phzC, das fiir eine DAHP-Synthase codiert. Die-
ses Gen konnte vollstdndig zwischen orf9 und orf10 identifiziert werden, allerdings fiihrte
die Analyse der Sequenzdaten zu dem Ergebnis, dass es kein eigenes Stoppcodon besitzt
und dieses mit dem von orf10 (phzD) identisch ist. Eine Moglichkeit wére, dass PhzC und
PhzD ein Fusionsprotein bilden. Dies wird jedoch ausgeschlossen, da PhzD ein Homodi-
mer bildet [Parsons ef al., 2003], was durch die Fusionierung mit PhzC unmoéglich wiére.
Zudem treten die durch PhzC und PhzD katalysierten Reaktionen an zwei vollig unter-
schiedlichen Stellen im Biosyntheseweg auf. Wihrend PhzC die Kondensation von Ery-
throse-4-Phosphat und Phosphoenolpyruvat zu DAHP katalysiert, spaltet PhzD Pyruvat
von ADIC ab, so dass DHHA entsteht (vgl. Abbildung 5) [MEenTEL ef al., 2009]. Um aus-
zuschlieBen, dass die Sequenzierung im Bereich zwischen orf9 und orf10 fehlerhaft war
oder dass wihrend der Erstellung der Genbibliothek eine Mutation im Stoppcodon auftrat,
wurde dieser Bereich auf dem Cosmid MW A9 nochmals sequenziert und mit dem Ergeb-
nis der Sequenzierung der entsprechenden Region auf der genomischen DNA von Derma-
coccus sp. MT 1.2 verglichen. Alle Sequenzen waren dabei identisch, d. h. auch in der

genomischen DNA besitzt phzC kein eigenes Stoppcodon. Auch im Phenazin-Gencluster
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von Erwinia herbicola ist PhzC nicht codiert, das Endprodukt D-Alanylgriseoluteinsiure
kann jedoch trotzdem synthetisiert werden [Gippens et al., 2002]. Moglicherweise wird in
solchen Fillen die Funktion von PhzC von anderen DAHP-Synthasen iibernommen, die in
jedem bakteriellen Priméarstoffwechsel mehrfach vorkommen [HerrmaNN, 1995a, 1995b].
Auf dem sequenzierten Gencluster wurden zudem die Gene phzH und phzM identifiziert.
PhzH katalysiert die Transamidierung von Carbonsiuren in Sédureamide, wobei Glutamin
als Aminogruppen-Donor fungiert [CuiN-A-WoENG ef al., 2001; Mavrobrt et al., 2001].
PhzM ist eine N-Methyltransferase, die eine Methyl-Gruppe von S-Adenosyl-Methionin
auf ein Stickstoffatom der Phenazin-1,6-Dicarbonsdure libertrigt [GoHnaN et al., 2006;
Mavroni et al., 2001]. Dies korreliert mit der Annahme, die sich aus der Strukturaufkla-
rung ergibt, dass derartige Reaktionen in der Biosynthese der Dermacozine stattfinden.
Anhand der Ergebnisse der bioinformatischen Analysen (vgl. u. a. Tabelle 43 und 44) wur-
de ein Modell des Dermacozin-Biosynthese-Genclusters erstellt (Abbildung 53). Die Rei-
henfolge und Richtung der Gene wurde dabei anhand der Sequenzdaten unter Verwendung

des Programms Artemis ermittelt.
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Abbildung 53: Schematische Genkarte des méglichen Dermacozin-Biosynthese-Genclusters in Derma-
coccus sp. MT 1.2; rot = Grundgene; griin = modifizierende Gene; hellblau = Resistenzgen; gelb = re-
gulatorische Gene; weill = Beteiligung nicht bekannt

phzM (orf6) stellt mit groBer Wahrscheinlichkeit das erste Gen des Clusters dar, da alle an-
deren Gene strangaufwirts (in 5'-Richtung) aufgrund ihrer Ahnlichkeit in Sequenz bzw.
Faltung vermutlich dem Primérmetabolismus zuzuordnen sind. Diese codieren eine DNA-
Methyltransferase (orf2), eine Topoisomerase (orf4) bzw. eine Transposase/Integrase
(orf5). Die Funktion von orfl und orf3 ist unbekannt, allerdings wird vermutet, dass sie
nicht Teil des Genclusters sind, da sie sonst durch die Sequenzen der DNA-modifizieren-
den Enyzme (orf2, orf4, orf5) vom restlichen Gencluster abgetrennt wiren, was in dieser
Art bislang noch in keinem Phenazin-Produzenten gezeigt wurde. Fiir Streptomyces cinna-
monensis wurde beschrieben, dass die Biosynthese-Gene auf zwei Genloci aufgeteilt sind,
die jedoch ca. 40 kb auseinander liegen [SeeGER ef al., 2011]. Es ist dennoch nicht ausge-
schlossen, dass die beiden Gene orfl und orf3 fiir die Dermacozin-Synthese notwendige

Enzyme codieren, dazu muss jedoch erst die Funktion der Proteine aufgeklart werden.
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Zwischen orf24 und orf25 liegt ein ca. 1,4 kb grofler, nicht-codierender Bereich, der das
Dermacozin-Gencluster am 3'-Ende abtrennen konnte. Diese Hypothese wird dadurch ge-
stiitzt, dass alle Gene strangabwirts von orf24 ebenfalls fiir Proteine aus dem Primérstoff-
wechsel codieren. Auffillig dabei ist, dass es sich wie auch schon bei den Genen
strangaufwérts von phzM um DNA-modifizierende Enzyme handelt. Dies ldsst vermuten,
dass das Dermacozin-Gencluster im Laufe der Evolution in diese Region integriert wurde,
so dass diese in zwei Teile getrennt wurde. Diese Annahme wird durch die Tatsache ver-
starkt, dass Orf5 und Orf7 Homologien zu einer Transposase/Integrase bzw. einem Re-
kombinationsfaktor zeigen. Diese Enzyme konnten die Integration des Dermacozin-
Gencluster vermittelt haben. Ahnliche Vermutungen wurden auch fiir die Phenazin-Gen-
cluster von Burkholderia glumae und Burkholderia lata getroffen, bei denen sich eben-
falls codierende Sequenzen fiir Transposasen in rdumlicher Ndhe zu den Phenazin-
Synthesegenen befinden. Es wurde angenommen, dass diese iiber horizontalen Gentrans-
fer in die Bakterien gelangt sind [Mavronr ef al., 2010].

Orfl15, Orf20, Orf22 und Orf24 zeigen Homologien zu regulatorischen Proteinen, was ihre
Funktion als Regulatoren der Dermacozin-Biosynthese vermuten ldsst. Derartige Proteine
sind in Phenazin-Genclustern vor allem bei Pseudomonaden zu finden, wo sie eine Rolle
beim Quorum Sensing spielen. Phzl produziert hierbei Homoserin-Lactone, die an PhzR
binden, das wiederum die Expression bestimmter Gene aktiviert [Mavrobi et al., 2006;
Pierson et al., 1994; Woop et al., 1997]. Des Weiteren wurde Orf21 der Familie der
Glyoxalasen/Bleomycin-Resistenzproteine zugeordnet, die u. a. dafiir bekannt sind, dass
sie toxische Substanzen unschidlich machen. Dies wurde beispielsweise fiir EhpR be-
schrieben, das Enterobacter agglomerans vor seinem eigens synthetisierten Phenazin-De-
rivat D-Alanylgriseoluteinséure (vgl. Abbildung 2) schiitzt. Dieses ist toxisch, da es die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies fordert. EhpR bindet an die Substanz und unter-
stiitzt als Chaperon seinen Export aus der Zelle [Yu ef al., 2011]. orf21 konnte ebenfalls
ein solches Resistenzgen darstellen, das den Dermacozin-Produzenten vor seinen herge-
stellten Phenazin-Derivaten schiitzt, vorausgesetzt, dass diese liberhaupt toxisch fiir ihn
sind. Im Agardiffusions- bzw. Mikrotitterplattentest wurden keine Dermacoccen als Test-
organismen verwendet, allerdings zeigten die getesteten Dermacozine auch keine Aktivitét
gegeniiber anderen Bakterien. Mdglicherweise dient Orf21 unabhédngig von seiner Wir-
kung auf den Produzenten dem Export der Dermacozine. Diese Sekunddrmetabolite sind
fast ausschlieBlich im Kulturfiltrat zu finden, was zeigt, dass sie aus der Zelle freigesetzt

werden.
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Als nichste Homologe mit bekannter Struktur wurden fiir Orf17 Thiosulfat-Sulfurtrans-
ferasen aus E. coli, Mycobacterium tuberculosis und Arabidopsis thaliana ermittelt. In-
wieweit ein solches Enzym, das ein Schwefelatom von Thiosulfat auf ein anderes Molekiil
wie z. B. Cyanid tbertrdgt [Horowitz & CrisciMagNa, 1982], an der Herstellung der Der-
macozine beteiligt sein konnte, wird spiter anhand eines moglichen Biosynthese-Schemas
erldutert (vgl. Abbildung 54). Dies gilt auch fiir Orf16, dessen Faltung Ahnlichkeit zu
bakteriellen Chorismat-Mutasen zeigt, die an der Umsetzung von Chorismat zu Prephenat
beteiligt sind [CHook et al., 1994] sowie fiir Orf23, dessen Struktur dhnlich ist zu Aryles-
terasen aus Pseudomonas fluorescens, die zu den alpha-/beta-Hydrolasen gehoren. Diese
Enzyme spalten aromatische Esterverbindungen, die anschlieBend unterschiedlich weiter
genutzt werden konnen [Suaw et al., 1994]. Die Funktion von Orf18 konnte anhand von
Sequenz- und Strukturvergleichen nicht ermittelt werden, daher kann nichts iiber seine
mogliche Beteiligung an der Dermacozin-Biosynthese ausgesagt werden.

Die Faltung von Orf19, die mittels Phyre vorhergesagt wurde, zeigt hohe Ahnlichkeit zu
einer tRNA-abhédngigen Amidotransferase aus Pyrococcus abyssi. Dieses Enzym wandelt
Glutamat, das auf eine tRNA mit dem Anticodon fiir Glutamin beladen wurde, in
Glutamin um [Scamirt et al., 2005]. Womdglich tibernimmt dieses Enzym in der Derma-
cozin-Biosynthese eine Funktion entsprechend PhzH, das die Transamidierung von Carb-
onsduren zu Carbonsdureamiden katalysiert. Eine andere Moglichkeit wire, dass das
Protein durch die Umwandlung von Glutamat in Glutamin sicherstellt, dass ausreichend
Glutamin als Substrat fiir PhzH zur Verfiigung steht. Sequenzvergleiche mittels BLASTx
fiihrten zu dem Ergebnis, dass Orfl9 eine Ahnlichkeit zu L-Asparaginasen vom Typ II
zeigt, die Asparagin in Aspartat spalten. Daraus konnte man schlieBen, dass Asparagin
evtl. als Aminogruppen-Donor flir Transamidierungsreaktionen dient. Die Zugabe von As-
paragin resultierte jedoch in einer Abnahme der Konzentration von Dermacozin B und C
(vgl. Abbildung 17), d. h. Asparagin fordert die Produktion bzw. Umsetzung in keinster
Weise.

Falls alle diese Gene von phzM bis orf24 Teil des Dermacozin-Genclusters sind, umfasst
dieses 19 Gene und ist mit einer Gréfle von ca. 30 kb grofer als alle anderen bislang iden-
tifizierten Phenazin-Gencluster, die zwischen 15 und 20 kb umfassen [MEeNTEL et al.,
2009]. Im Gegensatz dazu liegen die (vermuteten) Dermacozin-Biosynthesegene in einer
anderen Reihenfolge vor (vgl. Abbildung 3). So liegt phzF vor phzH und phzB, wihrend
die Grundgene in den meisten anderen Phenazin-Produzenten in alphabetischer Reihenfol-

ge vorkommen [MENTEL ef al., 2009].
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Ausgehend von den annotierten Genen und deren eben beschriebenen Funktionen wurde

ein mogliches Biosynthese-Schema erstellt (Abbildung 54).
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Die Biosynthese bis zur Phenazin-1,6-Dicarbonsdure wurde bereits ausfiihrlich in 1.5.2 er-
ldutert. Da alle bislang charakterisierten Dermacozine Derivate dieser Verbindung darstel-
len, dient diese wahrscheinlich als Vorstufe fiir die weitere Synthese. Im ersten Schritt
wird Phenazin-1,6-Dicarbonsdure dabei vermutlich durch PhzM N-methyliert. Da alle
Dermacozine an Position 5 einen solchen Methylrest aufweisen, deutet dies darauf hin,
dass die Reaktion sehr frith wihrend der Biosynthese stattfindet. Anschlieend kdnnte
PhzH die Siuregruppen amidieren, so dass Sdureamid-Derivate entstehen; derartige Zwi-
schenprodukte konnten im Rahmen dieser Arbeit anhand ihrer Masse identifiziert werden
(Daten nicht gezeigt). Diese Reaktion scheint fiir die weitere Biosynthese jedoch nicht es-
sentiell zu sein, da sowohl vollcarboxylierte, als auch halb- bzw. vollamidierte Zwischen-
produkte nachgewiesen werden konnten (Daten nicht gezeigt). Im néchsten Schritt folgt
vermutlich die Addition verschiedener aromatischer Seitenketten. Dies konnte von Orf23
katalysiert werden, das Homologie zu Arylesterasen aufweist, die aromatische Esterver-
bindungen spalten. Ein Vergleich aller bekannter Dermacozin-Strukturen zeigt, dass min-
destens drei verschiedene aromatische Seitenreste, die Ahnlichkeiten zur Benzoesiure,
Phenylessigsdure bzw. para-Hydroxy-Phenylessigsdure haben, vorkommen (vgl. Abbil-
dungen 6 und 42). SHaw et al. [1994] beschrieben, dass Arylesterasen sich durch eine brei-
te Substratspezifitit auszeichnen, was bedeuten konnte, dass Orf23 fiir all diese
Additionen verantwortlich ist. Welche Substrate das Enzym dabei tatsdchlich verwendet,
ist bislang nicht bekannt. Deren Bereitstellung kénnte von Orfl6 vorgenommen werden,
dessen Faltung hohe Ahnlichkeit zu bakteriellen Chorismat-Mutasen aufweist, die Choris-
mat in Prephenat umsetzen. Die Aminosduresequenz des Proteins ist zu 80 % identisch mit
einer vorhergesagten Endoribonuklease aus Streptomyces hygroscopicus, die ebenfalls zur
Proteinfamilie der Chorismat-Mutasen gehort. Eine Aufreinigung von Orf16 und in vitro-
Untersuchungen zur Umsetzung von Chorismat konnten ndhere Aufschliisse bzgl. seiner
Funktion liefern.

Die fiir Orf17 vorhergesagte Struktur weist hohe Ahnlichkeit zu Thiosulfat-Sulfurtrans-
ferasen auf. Ein solches Enzym konnte an der Synthese von Dermacozin Z beteiligt sein,
indem es einen N-Acetyl-Cystein-Rest auf Dermacozin B iibertrdgt. Um dies zu bestétigen
sind in vitro-Analysen bzgl. der Umsetzung von Dermacozin B zu Z mit gereinigtem Pro-
tein durchzufiihren. Allerdings ist nicht bekannt welches Substrat dabei verwendet wird,
da bereits festgestellt wurde, dass die Zugabe von Cystein keinen Einfluss auf die Produk-
tion der Dermacozine hat (vgl. 4.1). Evtl. stammt der Cysteinrest wie bei der Cephalospo-

rin-Synthese in Cephalosporium acremonium von S-Adenosyl-Homocystein. Dabei wurde
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gezeigt, dass das Substrat zunédchst in Homocystein umgewandelt wird, bevor es anschlie-
Bend in Cystathionin und letztendlich zu Cystein umgesetzt wird [Drew & Demam, 1975].
Die N-Acetylierung des Cysteins konnte durch eine N-Acetyltransferase katalysiert wer-
den. Auf dem Dermacozin-Gencluster konnte kein Gen fiir eine N-Acetyltransferase iden-
tifiziert werden, die die N-Acetylierung des Cysteins katalysiert. Derartige Enzyme
tibertragen Acetyl-Reste von Acetyl-Coenzym A auf Stickstoff-Atome [Burcher et al.,
2002]. Zudem ist nicht bekannt, ob diese Reaktion vor oder nach der Ausbildung der
Thioetherbindung vermittelt wird.

Des Weiteren ist die Funktion von Orf18 und Orf19 bislang unbekannt, da in bioinformati-
schen Analysen lediglich Sequenz- bzw. Faltungsidhnlichkeiten zu uncharakterisierten Pro-
teinen gefunden wurden.

Somit sind zur Uberpriifung des vorgeschlagenen Biosynthese-Wegs noch weitere Studien
erforderlich. Vor allem miissen durch die Charakterisierung der Proteine bzw. durch Gen-
inaktivierungsexperimente die Funktionen einzelner Gene identifiziert werden. Bislang
waren Versuche zur DNA-Ubertragung mittels Protoplastentransformation und Konjugati-
on von Dermacoccus sp. MT 1.2 nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt), sodass eine Dele-
tion der vermuteten Synthesegene nicht durchgefiihrt werden konnte. Daher sollte das auf
MW _ A9 identifizierte Gencluster mittels heterologer Expression in Streptomyces lividans
TK23 verifiziert werden. Es zeigte sich jedoch, dass die Exokonjuganten keine Dermaco-
zine bzw. Phenazine produzierten, obwohl nachgewiesen wurde, dass das Cosmid im Ge-
nom des Streptomyces-Stammes integriert worden war (vgl. Abbildung 49). Daher wurde
vermutet, dass evtl. das Signal fehlt, das die Transkription regulatorischer Gene aktiviert.
Derartige Regulatoren kontrollieren in anderen Phenazinproduzenten die Expression der
Synthesegene [Mavrobi et al., 2006]. Auf dem Cosmid MW _A9 wurden vier mogliche re-
gulatorische Gene (orf15, orf20, orf22 und orf24) identifiziert. Durch deren gezielte Uber-
expression auf einem Plasmid mit Hilfe des konstitutiven Promotors ermE* wurde
versucht, dieses externe Signal zu umgehen. Allerdings zeigte sich dabei ebenfalls keine
Dermacozin-Produktion. Dies kdnnte zum einen darin begriindet sein, dass die Proteine
gar keine Regulatoren darstellen, allerdings zeigten sie in Sequenz und Faltung eine hohe
Ahnlichkeit zu bekannten regulatorischen Proteinen. Des Weiteren wire es moglich, dass
es sich bei allen vier Genen nicht um Aktivatoren, sondern um Repressoren der Expressi-
on handelt. Zudem wire es denkbar, dass ein weiteres Gen in der Regulationskette fehlt.
So wurde beispielsweise bei Phenazin-produzierenden Pseudomonaden gezeigt, dass zwei

Gene, phzR und phzI, essentiell fiir die Phenazin-Synthese sind. Fehlt eines der regulatori-
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schen Gene, erfolgt keine Produktion [Mavrobi et al., 2006]. Dariiberhinaus wire es mog-
lich, dass der Produktionsstamm wéhrend der Kultivierung das Plasmid verloren hat, das
das jeweilige regulatorische Gen enthielt. Es wurde jedoch stets auf entsprechende Anti-
biotika selektioniert, sodass der Verlust des Plasmids zum Absterben der Zellen gefiihrt
hitte, allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass resistente Klone entstanden sind.

Da keines der regulatorischen Gene einen positiven Einfluss auf die Transkription des
Dermacozin-Genclusters zeigte, sollte dessen Aktivierung durch die Einfiihrung des kon-
stitutiven Promotors ermE* erreicht werden. Dieser wurde dabei vor phzF kloniert, das
das erste Grundgen auf dem Cluster darstellt. Es zeigte sich wiederum keine Produktion
der Dermacozine in den Exokonjuganten, obwohl die Integration des Cosmids
MW_A9 int ermE ins Genom von S. /ividans TK23 nachgewiesen werden konnte (Abbil-
dung 50). Kiirzlich wurde mit der gleichen Methode ein stilles Phenazin-Gencluster aus
Streptomyces tendae in Streptomyces coelicolor M512 erfolgreich exprimiert [SaLeH ef al.,
2012]. Daher wurde erwartet, dass die identifizierten Dermacozin-Biosynthesegene mit
Hilfe dieses Promotors exprimiert werden konnen, selbst wenn es sich um ein stilles Gen-
cluster handelt. Eine mdgliche Erklarung wére, dass wiahrend bzw. nach der Integration
des Cosmids in das Streptomyces-Genom Mutationen im Promotorbereich auftraten, so-
dass die Expression nicht aktiviert werden konnte. Es wurden jedoch vier verschiedene
Exokonjuganten getestet, so dass es unwahrscheinlich ist, dass dies in allen vier Féllen
auftrat. Es wire auch denkbar, dass die Dermacozine toxisch auf S. /ividans TK23 wirken
und somit nur die Klone selektioniert werden, in denen das Gencluster aufgrund von Mu-
tationen nicht mehr funktionsfahig ist. Eine weitere Erklarung wire, dass das Fehlen des
Stoppcodons von phzC (Bereich zwischen orf9 und orf10) dazu fiihrt, dass das Gen ge-
meinsam mit phzD exprimiert wird und sich ein Fusionsprotein bildet, das nicht mehr
funktionstiichtig ist. Dies konnte darin resultieren, dass die von PhzD katalysierte Hydro-
lyse von ADIC zu DHHA nicht mehr durchgefiihrt werden kann (vgl. Abbildung 54). Eine
Akkumulation von ADIC konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Dies ist vermutlich darin begriindet, dass es nicht nur als Vorstufe fiir Phenazine, sondern
auch fiir weitere aromatische Verbindungen wie Anthranilsdure, Tryptophan oder pABA
dient [MororrLo & Bauerre, 1993; Scuapt ef al., 2009]. Mittels Sequenzierung wurde fest-
gestellt, dass das phzC-Gen auch im Genom von Dermacoccus sp. MT 1.2 kein eigenes
Stoppcodon besitzt. Da der Stamm trotzdem phzC Dermacozine produzieren kann, spricht
dies dafiir, dass das in dieser Arbeit identifizierte Gencluster nicht funktionell ist. Dies

konnte auf eine oder mehrere Mutationen in den Grundgenen zuriickzufiihren sein, so dass
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funktionell nicht mehr aktive Proteine entstehen und die Umsetzung der Zwischenproduk-
te blockiert ist. Dariiber hinaus wére es moglich, dass auf dem Genom von Dermacoc-
cus sp. MT 1.2 noch ein weiteres funktionstiichtiges Phenazin-Gencluster vorhanden ist,
das die Synthese der Dermacozine erlaubt, dieses jedoch nicht auf dem Cosmid enthalten
ist. Ebenso konnte sich ein weiteres Gen fiir PhzD an einer anderen Stelle im Genom be-
finden, das fiir ein funktionell aktives Protein codiert. Eine dhnliche Beobachtung wurde
fiir Streptomyces cinnamonensis gemacht, dessen Phenazin-Gencluster in zwei 40 kb aus-
einanderliegende Bereiche getrennt wurde, wobei die Gene phzC und phzG doppelt vor-
kommen [SeeGer ef al., 2011].

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass das in der vorliegenden Arbeit identifizierte
Gencluster aus Dermacoccus sp. MT 1.2 nicht verifiziert werden konnte. Dafiir sind wei-

tere Studien notwendig (vgl. Kapitel 5).
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5 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Wasserqualitdt einen grofen Einfluss auf die Der-
macozin-Synthese von Dermacoccus sp. MT 1.2 hat, allerdings konnte nicht geklért wer-
den, welche im Wasser geldsten Spurenelemente dabei entscheidend sind. Um dies zu
untersuchen, konnte man NL 410 erneut mit deionisiertem Wasser herstellen und verschie-
dene Spurenelemente einzeln bzw. in Kombination in verschiedenen Konzentrationen zu-
setzen. Evtl. konnte man somit weitere Bedingungen ermitteln, die die Dermacozin-
Produktion steigern.

Mittels heterologer Expression in Streptomyces lividans konnte nicht bestétigt werden,
dass das identifizierte Gencluster tatséchlich fiir die Synthese der Dermacozine in Derma-
coccus sp. MT 1.2 verantwortlich ist. Daher konnte durch Knockout der essentiellen
Grundgene im urspriinglichen Produzenten versucht werden, die Produktion auszuschalten
und durch Komplementation wiederherzustellen. Somit kdnnte ausgeschlossen werden,
dass in Streptomyces lividans entscheidende Signale zur Regulation der Expression der
Synthesegene oder weitere essentielle Gene fehlen. Bisherige Versuche zur Ubertragung
von Plasmid-DNA in Dermacoccus sp. MT 1.2 mittels Protoplastentransformation und bi-
parentaler Konjugation waren jedoch erfolglos, sodass dazu weitere Untersuchungen notig
sind. Es konnte versucht werden, Fremd-DNA mittels Transduktion oder Elektroporation
zu iibertragen. Um auszuschlieBen, dass ein anderer Codongebrauch die Produktion inhi-
biert, kdnnte man weitere Stimme fiir die heterologe Expression testen, wie z. B. Micro-
coccen, andere Streptomyceten oder genetisch manipulierbare Dermacoccen, die selbst

keine Phenazine produzieren.

Da fiir phzC kein eigenes Stoppcodon gefunden wurde, wird es vermutlich gemeinsam mit
dem nachfolgenden Gen phzD abgelesen, so dass evtl. ein nicht funktionstiichtiges Fusi-
onsprotein entsteht. Um zu liberpriifen, ob PhzD dabei noch aktiv ist, konnte man dessen
Substrat ADIC bei der Kultivierung von S. lividans, der das identifizierte Gencluster hinter
dem konstitutiven Promotor ermE* im Genom enthilt, zusetzen. Wird ADIC anschlie3end
zu DHHA umgesetzt, ist dies ein Nachweis fiir die Funktionalitit von PhzD. Im Kontroll-
stamm wird PhzD einzeln, d. h. nicht in Fusion mit PhzC, {iberproduziert und der Umsatz

von ADIC bestimmt.
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Um zu iiberpriifen, ob alle Grundgene iiberhaupt exprimiert werden, kdnnte man deren
Expressionsraten mittels quantitativer Echtzeit-PCR messen. Dabei konnte man auch fest-
stellen, ob phzC und phzD gemeinsam transkribiert werden. Zum Nachweis, dass die mo-
difizierenden Gene funktionell sind, koénnte man die Umsetzung von Phenazin-1,6-
Dicarbonsdure bzw. Phenazin-1-Carbonséure nach Zugabe zu S. lividans, der das identifi-
zierte Gencluster hinter dem konstitutiven Promotor ermE* im Genom enthilt, mittels
HPLC-ESI-MS untersuchen.

Um zu iiberpriifen, ob die vermutlich an der Modifikation von Phenazin-1,6-Dicarbonsau-
re beteiligten Proteine Orf16, Orf17 und Orf23 diese Funktion tatsichlich ausiiben, kénn-
ten sie konstitutiv in bekannten Phenazin-1,6-Dicarbonsdure-Produzenten exprimiert
werden. Durch Analyse der Produkte mittels HPLC-ESI-MS konnte festgestellt werden,
ob die codierten Proteine diese Vorstufe modifizieren konnen. Des Weiteren konnte man
die codierenden Gene auch im Produzenten Dermacoccus sp. MT 1.2 deletieren, um zu
tiberpriifen, ob bzw. welche Modifikationen anschlieBend noch méglich sind. Eine Voraus-
setzung dafiir wire allerdings, dass der Stamm genetisch manipulierbar.

Zudem konnten in vitro-Versuche mit gereinigtem Orfl7 Aufschluss dariiber geben, inwie-
weit dieses Protein an der Umsetzung von Dermacozin B zu Dermacozin Z beteiligt ist.
Hierzu miisste jedoch zunéchst der Donor flir den N-Acetyl-Cysteinrest identifiziert wer-
den. Ebenso konnte die Umsetzung von Chorismat durch Orfl6 untersucht werden. Mit-
tels HPLC-ES-MS konnte dabei nachvollzogen werden, ob und in welches Produkt die

Chorisminsdure umgewandelt wird.
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6 Zusammenfassung

Die aus dem Marianengraben isolierten Stimme Dermacoccus abyssi MT 1.1 und D. sp
MT 1.2 sind als Produzenten von sieben neuartigen Phenazin-Derivaten, den Dermacozi-
nen A - G, bekannt. Bei Kultivierung von Dermacoccus sp. MT 1.2 wurden neun weitere
Substanzen identifiziert, die aufgrund ihrer UV-Vis-Spektren ebenfalls den Phenazinen zu-
geordnet wurden. Die Produktion dieser Metabolite konnte im Rahmen dieser Arbeit deut-
lich erhoht werden, indem das Kultivierungsmedium und die Fermentationsbedingungen
optimiert wurden. Dabei stellte sich der Zusatz von Glucose und CaCOs als besonders ef-
fektiv heraus. Im 10 Liter-Bioreaktor zeigte sich, dass die Verwendung von Vorkulturen,
die zunéchst unter Schiitteln und anschlie3end stehend inkubiert worden waren, nicht nur
die Schaumbildung herabsetzten, sondern auch die Produktion aller Zielsubstanzen ver-
doppelte. Die Dermacozine K, L, P, W, Z, RT 2.3, RT 3.37, RT 4.6 und RT 6.8 wurden als
Reinsubstanzen isoliert. Des Weiteren konnte die chemische Struktur von Dermacozin K,
L, Z und RT 3.37 aufgekléart werden. In biologischen Aktivitétstests stellte sich heraus,
dass einige der isolierten Substanzen sehr gute antioxidative Eigenschaften aufweisen,
wohingegen nur geringe bzw. gar keine antibakterielle, antifungische, antitumorale bzw.
enzymhemmende Wirkungen festgestellt wurden. Zur Identifizierung der fiir die Derma-
cozin-Produktion verantwortlichen Biosynthesegene wurde eine Cosmid-Genbibliothek
von Dermacoccus sp. MT 1.2 hergestellt und erfolgreich nach zwei essentiellen Grundge-
nen des Phenazin-Genclusters durchsucht. Die vollstindige Sequenzierung eines ausge-
wihlten Cosmids fiihrte zu dem Ergebnis, dass das ca. 40 kb grof3e Insert alle essentiellen
Phenazin-Grundgene (phzB, phzD, phzE, phzF und phzG) sowie sechs weitere Gene, die
vermutlich an der Modifikation des Phenazin-Grundkorpers beteiligt sind, beinhaltet. Dar-
unter befanden sich u. a. phzH und phzM, die in anderen Phenazin-Produzenten eine Rolle
bei der Modifikation von Phenazin-1-Carbonsdure bzw. Phenazin-1,6-Dicarbonséure spie-
len. Des Weiteren wurden vier mogliche regulatorische und ein potentielles Resistenz-
bzw. Exportgen identifiziert. Anhand der Ergebnisse der bioinformatischen Analysen wur-
de ein Modell fiir die Biosynthese der Dermacozine erstellt. Allerdings konnte mittels he-
terologer Expression in Streptomyces lividans nicht festgestellt werden, ob es sich um das
fiir die Reaktionsabfolge der Dermacozin-Biosynthese verantwortliche Gencluster han-
delt, da die Exokonjuganten keine Phenazine produzierten. Dies wurde selbst durch Klo-

nierung eines konstitutiven Promotors vor das erste Phenazin-Grundgen nicht erreicht.
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7 Anhang

BamH |

ampicillin| "
cos recognition sequence
Xba |
/ cos site
pUC oriq
cos recognition sequence
SuperCos 1
7.9 kb
P SV40
neomycinJ

Abbildung 55: Vektorkarte von SuperCos 1 (Stratagene) [Evans et al., 1989]

12417 bp

Dral

Abbildung 56: Plasmidkarte von plJ787 (erstellt mit CloneManager 5) [GusT ef al., 2004]
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Abbildung 57: Cosmidkarte von MW_A9 (erstellt mit CloneManager 5), diese Arbeit

cos site

cos recognition sequence

pUV ori

" ‘Oﬁ Or bla’ r

orf5  orf4

‘ orf6
orf7 int
| orf8

>

orf9

W orti0

orfll
orf30

51480 bp

orfl2

orfl3
orf29

orf14 orf28 l 4

orfl5
orfl6
orf27

orfl7
orfl8
orf19 orf2, orf26
ort20
‘ Ol‘f23 orf25

0rf2 1

Abbildung 58: Cosmidkarte von MW _A9 _int (erstellt mit CloneManager 5), diese Arbeit
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Abbildung 59: Cosmidkarte von MW_A9 int_ermkE (erstellt mit CloneManager 5), diese Arbeit

ori ColE1

Abbildung 60: Plasmidkarte von pUWL201 (erstellt mit CloneManager 5) [DoumitH et al., 2000]
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ori ColE1
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Abbildung 61: Plasmidkarte von pUWL201_orf16 (erstellt mit CloneManager 5), diese Arbeit

ori ColE1
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KPermE*

Abbildung 62: Plasmidkarte von pUWL201_orf20 (erstellt mit CloneManager 5), diese Arbeit
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ori ColE1

ori
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Abbildung 63: Plasmidkarte von pUWL201_orf22 (erstellt mit CloneManager 5), diese Arbeit

EcoRI

ori ColE1
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Abbildung 64: Plasmidkarte von pUWL201_orf24 (erstellt mit CloneManager 5), diese Arbeit
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